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Resumen

El cadmio (Cd) es un metal de transicion que esta presente en el ambiente de
manera natural, sin embargo, su concentracion se incrementa como resultado de
actividades antropogénicas. La Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer lo ha clasificado como un elemento potencialmente carcinégeno debido a
que puede tener efectos tdxicos en mamiferos. El Cd interfiere con los mecanismos
de defensa antioxidantes y estimula la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ERO), que pueden actuar como moléculas de sefalizacion en la proliferacion
celular, la diferenciacion, la apoptosis y otras actividades celulares. Uno de los
sistemas de defensa que contribuyen a contrarrestar la toxicidad del Cd y la
produccion de ERO son los antioxidantes; particularmente los involucrados en el
ciclo redox del glutatién, dentro de los que se incluyen: glutatién reducido (GSH),
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutatibn S-transferasa
(GST). Los mamiferos marinos, como el elefante marino del norte (Mirounga
angustirostris), toleran periodos prolongados de hipoxia asociados al cese de la
respiracion durante sus inmersiones sin evidencia de dafio oxidativo en los tejidos,
como se esperaria en mamiferos terrestres expuestos a condiciones similares; esto
es debido a la presencia de mayores niveles de antioxidantes en tejidos de
mamiferos marinos en comparacion con los de mamiferos terrestres. Con el objetivo
de evaluar y comparar la respuesta antioxidante en mioblastos de mamiferos
marinos y mamiferos terrestres bajo condiciones de cultivo celular ante la exposicion
a Cd, se realizaron cultivos primarios de mioblastos a partir de muestras de musculo
de elefante marino del norte y de humano, y fueron expuestos a diferentes
concentraciones de cloruro de cadmio (CdClz, 0-5uM) durante diferentes tiempos
(1-6 h). Se midié la actividad de las enzimas antioxidantes GST, GPx, GR, purina
nucleésido fosforilasa (PNP) y la concentracion de GSH, como defensas
antioxidantes; el dafio oxidativo se midio a partir de la tasa de GSH oxidado:reducido
(GSSG:GSH-EQ) y de los niveles de carbonilos proteicos. Los resultados indican
qgue la actividad de las enzimas responsables del ciclo del glutatiéon difiere entre
especies, y sugieren que los mioblastos de humano son mas sensibles a la
exposicion a Cd que los de elefante marino del norte, probablemente debido a los
mayores niveles de antioxidantes que éstos presentan.

Palabras clave: Cadmio, cultivo celular, estrés oxidativo
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\

Dra. Tania/Zéneno Savin.
Director de tesis



Summary

Cadmium (Cd) is a transition metal found naturally in the environment; however, as
a result of anthropogenic activities its concentration has increased. The International
Agency for Research on Cancer considers it as a potential carcinogen due its toxic
effects. Cd interferes with antioxidant defense mechanisms and stimulates the
production of reactive oxygen species (ROS), which may act as signaling molecules
in cell proliferation, differentiation, apoptosis and other cellular activities. Among the
defense systems against Cd toxicity and ROS are antioxidants; particularly those
involved in the glutathione redox cycle, including reduced glutathione (GSH),
glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and glutathione S-
transferase (GST). Marine mammals, such as northern elephant seal (Mirounga
angustirostris) tolerate prolonged periods of hypoxia associated with breath-hold
diving, without showing evidence of the oxidative damage in tissues expected in
terrestrial mammals; this is due to antioxidant levels higher than those in terrestrial
mammals. With the aim of evaluating and comparing the antioxidant response to Cd
exposure in marine and terrestrial mammal myoblasts under cell cultures condition.
Primary myoblast cultures were developed from northern elephant seal and human
muscle samples, and were expose to cadmium chloride (CdCl2) in different
concentration (0-5 uM) and time (1-12 h). Antioxidant enzymes (GST, GPx, GR,
purine nlucleioside phosphorylase (PNP)) activities and GSH concentration were
measured as antioxidant defense; oxidative damage was quantified as
oxidized:reduced GSH (GSSG:GSH-EQ) ratio and protein carbonyl levels. The results
show that the activity of enzymes involved in glutathione redox cycle differ between
species and suggest that human myoblasts are more sensitive to Cd exposure than
those from northern elephant seal, probably due to the higher antioxidants levels in
the latter.

Keywords: Cadmium, culture cells, oxidative stress
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1. INTRODUCCION

El cadmio (Cd) es un miembro del grupo Ilb de la tabla periddica de los elementos,
considerado como un metal de transicion. Esta presente en el ambiente de manera
natural, principalmente como producto de la actividad volcanica, de incendios
forestales y del transporte edlico de particulas (Waisberg et al., 2003). De igual
forma puede encontrarse en algunos sedimentos marinos, distribuido en el océano
por eventos de surgencias y corrientes oceanicas, por lo que puede hallarse a
mayores concentraciones en aguas superficiales cerca de las costas que en aguas
profundas (Cullen y Maldonado, 2013). Sin embargo, las concentraciones de este
elemento incrementan debido a actividades antropogénicas, como la quema de
combustibles fosiles, la refinacién y fundicion de metales no ferrosos y el uso de
fertilizantes fosfatados, entre otros (Waisberg et al., 2003; Martelli et al., 2006).

La deposicion atmosférica de Cd en el aire, las actividades mineras y la
aplicacion de fertilizantes que contienen Cd, conducen a la contaminacion de suelos
aumentando la absorcidn de este elemento en cultivos, principalmente de cereales
y verduras, destinados a consumo humano (Maret y Moulis, 2013). En el ambiente
marino el Cd entra a la red tréfica a través del fitoplancton, principalmente diatomeas
y se acumula en los consumidores primarios, como moluscos y crustaceos (Cullen
y Maldonado, 2013). Por lo tanto, el consumo de estos productos representa una
alta exposicion al Cd, tanto en humanos como en mamiferos marinos, cuya dieta
incluye una variedad de moluscos y crustaceos.

El Cd es considerado como un elemento no esencial en la mayoria de los
animales, entre los que se encuentran los mamiferos, al no contar con un sistema
de control homeostatico (Maret y Moulis, 2013). Cuando un elemento no esencial
ingresa al organismo, puede interactuar con moléculas implicadas en el control de
iones metalicos que, si son esenciales, como zinc (Zn), calcio (Ca), magnesio (Mg),
hierro (Fe) e incluso cobre (Cu) y manganeso (Mn) (Martelli et al., 2006; Moulis,
2010; Maret y Moulis, 2013).



Las interacciones con diferentes metales se deben a su presentacion quimica
mas importante, biolégicamente hablando, cadmio II (Cd"). EI Cd" presenta
caracteristicas similares a las del zinc Il (Zn") en cuanto a la flexibilidad de
coordinacion y a la falta de reacciones redox; pero a diferencia de Zn", posee mayor
afinidad para adoptar nimeros de coordinacion superiores, tales como ligandos que
contienen azufre (tioles) (Martelli et al., 2006). Por otro lado, Cd" puede competir
por oxigeno y nitrégeno con los cationes alcalinotérreos Ca y Mg (Maret y Moulis,
2013).

En humano, la exposicién a Cd ocurre por inhalacién, ingestion y absorcién
por la piel. La principal forma en la que se absorbe el Cd es por el tracto respiratorio
(del 40 al 60% de las particulas inhaladas) (Maret y Moulis, 2013; Thévenov y Lee,
2013); sin embargo, es mas frecuente que éste entre al organismo a través de la
dieta debido a que es la principal fuente de exposicion ambiental (WHO/IPCS, 1992;
Jarup y Akesson, 2009). Una vez absorbido, el Cd es distribuido por el torrente
sanguineo, unido a albumina en plasma, hacia sus 6rganos objetivo, el higado y los
rinones (Nordberg, 2009). En el higado, Cd induce la sintesis de metalotioneinas
(MT), las cuales se encargan de distribuirlo hacia otros 6rganos (Maret y Moulis,
2013). En el rifion, el Cd es filtrado por los glomérulos y re-absorbido por las células
epiteliales de los tabulos proximales, donde se acumula (Maret y Moulis, 2013;
Thévenov y Lee, 2013). Durante su biotransformacion no se lleva a cabo una
degradacion metabdlica a especies menos toxicas y relativamente poco Cd es
excretado a través de la bilis, unido a glutatién, y de la orina, unido a MT (Arita y
Costa, 2009; Maret y Moulis, 2013).

Una vez dentro de 6rganos y tejidos, el Cd entra al espacio intracelular por
accion de proteinas en la membrana celular, ya sean canales idnicos o receptores
de membrana. El paso a través de canales ionicos ocurre cuando el Cd se encuentra
como ién libre (Cd?*), puesto que presenta mimetismo iénico con algunos metales
esenciales como Zn, Ca, Cu, Fe, Mn y Mg (Taki, 2013). El ingreso mediado por
receptores de membrana sucede cuando existe mimetismo molecular, es decir

cuando el Cd?* forma complejos con otras moléculas, como proteinas y péptidos



gue contengan tioles, similares a moléculas endogenas (Martelli et al., 2006; Taki,
2013). Con base en esto, el transporte de Cd?* sélo puede ocurrir si las células
poseen vias de transporte de metales esenciales o moléculas bioldgicas (Taki,
2013). Una vez en el espacio intracelular, los complejos formados por Cd?* pueden
intercambiar ligandos con otras proteinas; esto tiene dos efectos opuestos, evitar
que Cd se difunda a otras células y formar un sumidero de Cd (Moulis, 2010;
Thévenov y Lee, 2013).

La toxicidad por Cd se debe principalmente a su interferencia con el control
homeostatico del Zn celular, asi como a la induccion de estrés oxidativo en las
células de mamiferos. Algunas de las funciones biologicas de las que forma parte
Zn y que se pueden ver alteradas por Cd son expresion de genes, proliferacion y
diferenciacion celular, crecimiento y desarrollo, apoptosis y respuesta inmune; en
muchas de estas funciones intervienen enzimas que utilizan Zn como sustrato o
como cofactor para realizar sus funciones; por lo tanto, juega un papel importante
como catalizador, inhibidor o como accesorio en la regulacién de enzimas tipo
quinasas o fosfatasas (Moulis, 2010).

La exposicion de las células a Cd puede resultar en la interrupcion del control
fisiolégico de sefiales dindmicas que tiene como consecuencia una sefializacion
celular disfuncional. Por ejemplo, la sustitucion de Ca?* con Cd?* en procesos de
sefalizacion, asi como la sustitucion de Zn en muchas enzimas y factores de
transcripcion, puede inducir la expresion de genes aberrantes llevando a la
estimulacién de proliferacion celular o a la supresién de la apoptosis (Waisberg et
al., 2003; Maret y Moulis, 2013).

Ademas, el Cd?* inhibe a enzimas antioxidantes, disminuye los niveles
intracelulares de antioxidantes no enzimaticos y a la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria, generando un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Waisberg et al., 2003; Nordberg, 2009).
Como resultado de esto, es posible que se produzca dafio en las hebras de ADN,
peroxidacién de lipidos y oxidacion de proteinas, que a largo plazo puede llevar a
disfuncion y muerte celular (Waisberg et al., 2003; Maret y Moulis, 2013; Taki, 2013).



La exposicion a Cd (tanto en células como en organismos integros) puede
inducir la expresion de genes de respuesta al estrés, entre los que se encuentran
los que codifican para la sintesis de glutation (GSH) (Chin y Templeton, 1993;
Beyersmann y Hechtenberg, 1997). El glutation participa en funciones biolégicas
como el transporte de moléculas (amino&cidos, ADN, estrégenos, prostaglandinas),
asi como el mantenimiento celular del estado 6xido-reduccion, debido a que puede
atrapar ERO, ademas puede proteger el ADN contra los efectos del oxigeno
singulete (Liu et al., 2009; Nzengue et al., 2011). EI GSH, junto con otras proteinas
que contienen grupos tiol (R-SH), conforma el sistema de detoxificacion fase Il de
metales como el Cd, ya que tienen la capacidad de compactar la especie iénica Cd?*
para prevenir la interaccion con células objetivo (Chin y Templeton, 1993; Eneman
et al., 2000; Waisberg et al., 2003; Nzengue et al., 2011).

El Cd puede disminuir el contenido intracelular de glutation o las actividades
de la superdéxido dismutasa (SOD, que cataliza la conversion del anién de radical
superoxido (O2") a oxigeno molecular y peroxido de hidrogeno (H202), glutation
peroxidasa (GPx, convierte H202 a H20) y catalasa (CAT, cataliza la conversion de
H202 a agua y a oxigeno molecular) (Waisberg et al., 2003).

El Cd se considera como no mutagénico (Waisberg et al., 2003); sin embargo,
al combinarse con agentes genotdxicos actia como elemento co-mutagénico ya
que inhibe el proceso de reparacion de ADN (Takiguchi et al., 2003). El Cd es
considerado como un carcinégeno no genotoxico, es decir, gue sus mecanismos de
accion no incluyen la modificacién directa del ADN, no forma aductos con el ADN,
eliminando con ello el dafio que conduce a la mutacién (Arita y Costa, 2009). Sin
embargo, de manera indirecta puede alterar la expresion de determinados genes,
ya que actla como inductor, e incrementa la velocidad de sintesis de otras

moléculas (Waisberg et al., 2003).



1.1 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier compuesto que, aun en concentraciones bajas,
comparado con un sustrato oxidable, es capaz de eliminar o prevenir la oxidacion
del sustrato (Halliwell y Gutteridge, 2007). Los antioxidantes pueden clasificarse
segun su origen en a) antioxidantes exdgenos, los cuales al no ser sintetizados
dentro del organismo son obtenidos a partir de la dieta; y b) antioxidantes
endogenos, los cuales si pueden ser sintetizados por el organismo, €stos a su vez
se pueden clasificar en enzimaticos y no enziméaticos (Halliwell y Gutteridge, 2007,
Costantini, 2014). En la tabla | se muestran ejemplos de antioxidantes de los grupos

anteriormente mencionados.

Tabla |. Tipos de antioxidantes de acuerdo a su
clasificacion (modificado de Pisoschiy Pop, 2015).

Endoégenos Ex
Enziméaticos No enzimaticos Xogenos
Glutation S-transferasa Glutation Vitamina E

Glutation reductasa Metalotioneina | Vitamina C

Glutation peroxidasa Tioles f caroteno

Las enzimas antioxidantes son activadas por compuestos oxidantes y/o
electrdfilos de naturaleza quimica variable, tales como difenoles, quinonas, metales
pesados, entre otros. La induccion de estas enzimas esta regulada a nivel
transcripcional y estd mediada por un potenciador especifico, el elemento de
respuesta antioxidante (ARE, por sus siglas en inglés), encontrado en el promotor
de genes de enzimas (Nguyen et al., 2000; Kdnigsberg, 2007). Entre los factores de
transcripcion que se activan se encuentran el factor nuclear kB (NF«p), la proteina
activadora 1 (AP1) y los factores relacionados al factor nuclear eritroide-2 (Nrf2).
Particularmente, el factor de transcripcién Nrf2 ha sido implicado como la proteina
central que interactta con ARE para activar la transcripcion de genes
constitutivamente o en respuesta a sefiales de estrés (Costantini, 2014; Nguyen et
al., 2000).



1.2 Respuesta al buceo

La falta de oxigeno compromete las funciones de células y tejidos de
mamiferos (Storey, 1996). Sin embargo, los mamiferos marinos, como el elefante
marino del norte (Mirounga anguistirostris), toleran los periodos en los que la
concentracion de oxigeno disminuye (hipoxia) como una posible consecuencia al
cese de la respiracion (apnea) durante el buceo (Elsner, 1999).

El intercambio de gases durante la respiracion permite el mantenimiento de
los niveles de oxigeno que requiere la célula para la produccion de adenosin
trifosfato (ATP). Esta molécula de alta energia puede sintetizarse a partir de varias
vias. Una de ellas es la glucdlisis, en la cual se transforma glucosa a piruvato con
una produccién neta de dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa
(Lehninger et al., 2005). Este proceso ocurre en dos fases; 1) fase preparatoria, en
la cual una hexosa, la glucosa, es fosforilada y fragmentada, dando lugar a dos
moléculas de triosa gliceraldehido-3-fosfato, consumiéndose dos moléculas de
ATP, y 2) fase de beneficio, en la cual las dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato
se convierten a piruvato, con la produccion de cuatro moléculas de ATP (Lehninger

et al., 2005; Voet y Voet, 2006); la reaccion global de ambas fases es:
Glucosa + 2 NAD* + 2 ADP + 2 P; > 2 NADH + 2 Piruvato + 2 ATP + 2 H,O + 4 H*

Durante los periodos de apnea hay una disminucion constante del oxigeno
disponible (hipoxia) y un incremento del diéxido de carbono (hipercapnia), lo que
crea una condicion de asfixia (Elsner, 1999). En situaciones de hipoxia, la sintesis
de ATP se lleva a cabo por glucélisis anaerbbica, proceso que suministra ATP

rapidamente (Lehninger et al., 2005); la reaccion global de este proceso es:
Glucosa + 2 ADP + 2 Pi - 2 Lactato + 2 ATP + 2 H*

En esta reaccidn, el producto final es el lactato, cuya acumulacion disminuye
el pH muscular y sérico; ello implica un incremento en la concentracion de iones

hidrogeno ocasionando acidosis intracelular (Voet y Voet, 2006; Konigsberg, 2008).



Los mamiferos marinos han desarrollado diferentes estrategias fisioldgicas
que les permiten aumentar la cantidad y el rendimiento de oxigeno almacenado en
el cuerpo. El oxigeno es almacenado en tres compartimentos, el sistema
respiratorio, la sangre y los musculos. En el sistema respiratorio, la cantidad de
oxigeno que se puede almacenar depende del volumen de los pulmones; sin
embargo, antes de una inmersion, los mamiferos marinos exhalan, vaciando hasta
un 50% de la capacidad pulmonar (Kooyman, 2002). La cantidad de oxigeno
almacenado en sangre y musculo depende del volumen de sangre, de la masa
muscular y de la concentracion de las proteinas respiratorias, hemoglobina (Hb) en
sangre y mioglobina (Mb) en musculo (Panneton, 2013). Los mamiferos marinos
tienen 9.5 veces mayor concentracion de Hb en sangre que los mamiferos
terrestres. La cantidad de Mb en mamiferos marinos es de 10 a 30 veces mayor que
en mamiferos terrestres, y es responsable de proveer oxigeno a los musculos
durante un periodo de apnea (Kooyman y Ponganis, 1998; Kooyman, 2002).

Los vertebrados expuestos a hipoxia exhiben una serie de ajustes en los
sistemas cardiovascular y respiratorio que, en su conjunto, se conocen como
respuesta al buceo (Panneton, 2013). Esta respuesta incluye una disminucién en la
frecuencia cardiaca (bradicardia) acompafiada de una vasoconstriccion periférica
(isquemia), que implica una distribucion preferencial de la circulacion de la sangre
a los 6rganos sensibles a oxigeno (como el cerebro), asi como un descenso en la
temperatura corporal central y en la tasa metabdélica (Elsner, 1999; Castellini et al.,
2002; Panneton, 2013).

Al término de la apnea, la respuesta al buceo se revierte; es decir, con la
primera respiracion se eleva el ritmo cardiaco (taquicardia) y se restablece el flujo
sanguineo (reperfusién) (Elsner, 1999; Panneton, 2013). Ello permite enviar
nuevamente oxigeno hacia los érganos y tejidos que habian sido privados, asi como
eliminar el CO2 y otros metabolitos de desecho acumulados durante el periodo de
apnea (Castellini et al., 2002). El lactato es transportado por la corriente sanguinea
al higado, en donde se convierte en piruvato por accién de la enzima lactato

deshidrogenasa y después en glucosa a través del proceso de gluconeogénesis



(Castellini et al., 2002; Lehninger et al., 2005). La corriente sanguinea devuelve la
glucosa a los musculos, en los que puede almacenarse en forma de glucégeno.
Este ciclo es conocido como ciclo de Cori (Voet y Voet, 2006; Berg et al., 2007).

El ciclo de isquemia-reperfusion que acompafa a cada buceo induce la
produccion de ERO debido a que, durante la isquemia, la degradacion del ATP
provoca la acumulacion de hipoxantina (HX) y el incremento de calcio intracelular
(Kuppusamy y Zweier, 1989). Este ultimo activa lipasas y proteasas calcio-
dependientes que causan la transformacion proteolitica de la enzima xantina
deshidrogenasa (XDH) a xantina oxidasa (XO); ademas, durante la reperfusion la
XO acttia sobre HX y el oxigeno (O2) incrementando la produccion de Oz, H202,
xantina y acido urico (Kuppusamy y Zweier, 1989; Thompson-Gorman y Zweier,
1990; Halliwell y Gutteridge, 2007). ElI aumento en la produccién de ERO puede
llevar a estrés oxidativo. Sin embargo, los mayores niveles de antioxidantes
(Zenteno-Savin et al., 2012) observados en tejidos de mamiferos marinos en
comparacion con mamiferos terrestres les permite contrarrestar el efecto de las

ERO evitando asi el dafio oxidativo (Vazquez-Medina et al., 2012).

1.3 Elefante marino de norte

El elefante marino del norte (Mirounga angustirostris) pertenece a la familia
Phocidae. Es una especie con evidente dimorfismo sexual cuya principal
caracteristica es que los machos pesan entre 8 y 10 veces mas que las hembras;
ademas, presentan una probdscide, la cual juega un papel clave en el despliegue
de dominancia con otros machos (Fig. 1) (Reeves et al., 1992). Esta especie se
distribuye en islas y zonas costeras del Pacifico nororiental, principalmente desde
la Isla de Cedros hasta la Isla Guadalupe y las Islas Farallén en la parte central de
Baja California (Reeves et al., 1992; Hindell, 2002). Realiza dos migraciones
anuales (~8,000 km cada una), una reproductiva (diciembre y marzo) y la otra para
mudar su pelaje (diferentes momentos de acuerdo a la edad y sexo), desde sus
zonas de alimentacion en el Golfo de Alaska e Islas Aleutianas, hacia California y la
peninsula de Baja California (Stewart y Huber, 1993; Hindell, 2002; Nifio et al.,
2011).



d

Figura 1. Elefante marino (Dibujo de Uko, Tomado de Nifio et al., 2011).
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2. ANTECEDENTES

De acuerdo a la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC,
por sus siglas en inglés) el Cd es toxico a bajas concentraciones y lo agrupan como
cancerigeno en el grupo I. En humanos, se ha reportado que a concentraciones a
partir de 50 ug g* en rifién existe riesgo de sufrir dafio renal (Dietz et al., 1998; Jarup
y Akesson, 2009), mientras que en mamiferos marinos, particularmente pinnipedos,
las concentraciones reportadas van de 1 a 581 ug g en rifién; sin embargo, no
existe un dafo aparente (Dietz et al., 1998). Bajo este panorama existe la posibilidad
de que los mamiferos marinos estén adaptados a tolerar grandes concentraciones
de Cd; entender como es que lo hacen se vuelve de potencial interés para proponer
tratamientos médicos en humanos que permitan evitar o reducir el dafio causado
por Cd (Dietz et al., 1998) .

Para abordar la pregunta de como afecta el Cd en sistemas biolégicos a nivel
celular, se han desarrollado diferentes trabajos en los que se exponen cultivos de
células de diferentes érganos y tejidos provenientes de mamiferos terrestres
(humano y raton, principalmente). En algunos estudios se evalu6 la sensibilidad de
diferentes tipos de células a concentraciones crecientes de cloruro de cadmio
(CdCl2) y se obtuvo la dosis letal 50 (DLso), dosis a la que la mitad de la poblacion
muere en un tiempo de exposicion de 24h (Schéfer et al., 1999). Las células mas
sensibles son las células de rifion bovino cuya DLso es 0.8 uM (Bracken et al., 1984),
seguidas de fibroblastos de embriones de rata con DLsode 1.5 uM (Lin et al., 1995),
células V79 de hamster chino cuya DLso es 3 uM (Beyersmann y Hechtenberg,
1997), mioblastos de raton con DLso de 9.4uzM (Abshire et al., 1996) y fibroblastos
de piel de humano con DLsode 25 uM (Lin et al., 1995).

Tatrai et al. (2001) evaluaron los efectos en las enzimas involucradas en el
ciclo del GSH (GPx, GR) en neumoaocitos tipo Il de ratas expuestos por 24 h a
diferentes concentraciones (1071,1072 ,1073 ,10™ ,107° y 107® M) de CdCl2y nitrato
de plomo (Pb(NOs3)2). Los autores encontraron una relacion inversamente

proporcional entre la concentracion de Cd y la actividad de las enzimas GR y GPx,
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mientras que el Pb(NO3)2 incrementa la actividad de GR pero disminuye la de GPx.
Con base en estos resultados Tatrai et al. (2001) concluyen que el Cd inhibe la
actividad de las enzimas a muy bajas concentraciones provocando también un dafio
significativo en la membrana; adicionalmente, de acuerdo a sus resultados,
consideran que el dafio causado por Cd es significativamente mayor que aquel
causado por Pb(NOs3)z2.

La enzima purina nucleésido fosforilasa (PNP) participa en el metabolismo
de purinas y es la encargada de metabolizar adenosina en adenina, inosina en
hipoxantina, guanina en guanosina (Bzowska et al., 2000; Van Den Berghe et al.,
2006). En cada caso, PNP utiliza el grupo de fosfato de la ribosa, permitiendo que
las células utilicen bases de purina recuperados de ribo- y desoxirribonucledsidos
metabolizados para sintetizar nucleotidos de purina (Bzowska et al., 2000). De
acuerdo a De Chaudhuri et al. (2008) esta enzima participa en el metabolismo del
arsénico junto con la GST, reduciendo el arsenato (AsV) a arsenito (As''). Sin
embargo, hasta el momento se desconoce si hay algun cambio en la actividad de
esta enzima frente a la exposicién al Cd.

Estudios cientificos que comparen la exposicion a CdClz en humanos o
mamiferos terrestres con mamiferos marinos es inexistente. Hasta el momento, el
Unico estudio reportado en el que se utilizan cultivos celulares de mamiferos
marinos expuestos a Cd es el de De Guise et al. (1996). El objetivo de dicho estudio
fue evaluar la proliferacion de espleinocitos y timocitos de beluga (Delphinapterus
leucas) expuestos a distintas concentraciones de cloruro de mercurio (HgCl2), CdClz
y cloruro de plomo (PbCl2) de manera individual. Las concentraciones utilizadas
para CdClzfueron 0, 1075, 107y 10~" M en un tiempo de 66 h. En sus resultados De
Guise et al. (1996) encuentran que la viabilidad de las células no es afectada
significativamente por las diferentes concentraciones de CdClz; sin embargo, la
proliferacion disminuye en ambos tipos de células. Solo una de las concentraciones
empleadas (10° M) de CdClz redujo significativamente la proliferacién de los
espleinocitos y la de timocitos; las bajas concentraciones no afectaron

significativamente la proliferacion celular.
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3. JUSTIFICACION

El Cd se encuentra en los sedimentos marinos de la peninsula de Baja
California, en concentraciones mayores que el promedio en la corteza terrestre
(Martin y Broenkow, 1975; Cheng et al., 1976). Lo anterior esta asociado tanto a
eventos de surgencias como a actividades mineras realizadas en la zona (Shumilin
et al., 2001). Dichos procesos hacen que el Cd se encuentre biodisponible y pueda
ingresar a la cadena trofica, con el potencial de repercutir en la salud humana
(Méndez et al., 1998).

Los reportes sugieren que en humano existe un dafo a partir de 5 ug g* de
Cd en rifidn, mientras que en pinnipedos como el elefante marino, se encuentran
concentraciones superiores (1 a 581 ug Cd g en rifién) sin efecto aparente. Ello
sugiere diferencias en el sistema de detoxificacion entre especies, siendo el de
pinnipedos mas eficiente que el de humanos (Jarup y Akesson, 2009; Habran et al.,
2012).

Bajo este contexto, es relevante evaluar los efectos de la exposicién a Cd
para entender las defensas antioxidantes y el sistema de detoxificacion en dos
especies modelo, un mamifero terrestre y uno marino. Este estudio puede generar
informacion con potenciales aplicaciones médicas, como la terapia de reemplazo de

enzimas, frente a exposiciones a Cd.
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4. HIPOTESIS

Silos tejidos musculares del elefante marino del norte tienen mayores niveles
de antioxidantes que los de humano; entonces los mioblastos de los elefantes
marinos contaran con un sistema de detoxificacion mas eficiente contra la
exposicidbn a cadmio que los mioblastos de humanos, y con ello menor dafio

oxidativo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta antioxidante a la exposicion a cadmio en mioblastos de

elefante marino del norte y humano bajo condiciones de cultivo celular.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluarindicadores de defensas antioxidantes en cultivos celulares de
musculo de elefante marino y humano expuestos a concentraciones
crecientes de cadmio a través de la actividad enziméatica de glutation
S-transferasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, purina
nucleédsido fosforilasa y la concentracion de glutation total, glutation

reducido y glutation oxidado.

2. Determinar el dafio oxidativo en cultivos celulares de musculo de
elefante marino y humano expuestos a concentraciones crecientes de
cadmio, a través de la cuantificacion de los niveles de carbonilos

proteicos y la tasa glutation oxidado: glutation total.

3. Comparar y evaluar el efecto, en términos de estrés oxidativo, de la
exposicion a cadmio en cultivos celulares de musculo de elefante

marino y humano.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Colecta de muestras

Se colectaron muestras de muasculo esquelético de individuos de elefante
marino del norte en el Parque Estatal Aiio Nuevo, California, E.U.A., por personal
de University of California, Merced y Sonoma State University durante el mes de
abril de 2016. Previo a la toma de muestra los individuos fueron sedados con telazol
(tiletamina/zolazepam HCI, 1 mg kg?') administrado por via intramuscular; asi
mismo, se les aplicd una inyeccion subcutanea de lidocaina como anestésico local.
La muestra fue tomada del flanco cerca de una de las aletas traseras con una aguja
estéril dermapunch (Ortiz et al., 2003).

Las muestras de musculo esquelético de humano fueron colectadas por
personal del Centro de Especialidades Médicas Fidepaz en la ciudad de La Paz,
Baja California Sur, durante partos por cesarea programados de mujeres sanas,
previo consentimiento informado (Anexo I). La muestra fue tomada de la parte media
del abdomen con bisturi y pinzas.

Todas las biopsias fueron enjuagadas con solucion salina fisiologica (0.9%),
posteriormente se colocaron en tubos Falcon de 50 mL con medio de cultivo
DMEM/F12 suplementado con 85.4 U mL* de penicilina/estreptomicina, 0.1 mM de
piruvato de sodio, 25 mM de HEPES y 10% de DMSO. Los tubos fueron
almacenados en frio hasta su traslado al laboratorio. Una vez en laboratorio se
mantuvieron en un ultracongelador a -80°C hasta su uso. Las muestras de elefante
marino del norte fueron trasladadas al Instituto de Medicina Ambiental de la Escuela
de Medicina Perelman en la Universidad de Pensilvania, donde se inicaron los
cultivos celulares primarios por el Dr. José Pablo Vazquez-Medina, siguiendo la
metodologia descrita en la seccidon 6.2.2; las muestras de humano se trasladaron al
Laboratorio de Estrés Oxidativo del Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste, S.C., donde se realizaron los cultivos celulares descritos en la seccion
6.2.1.
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6.2 Cultivo celular

6.2.1 Humano

Para establecer el cultivo celular primario, las muestras fueron enjuagadas
con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) suplementada con antibiotico-
antimicotico (penicilina, estreptomicina y anfotericina). Una vez enjuagadas, cada
muestra se cortd y se coloco dentro de cajas de cultivo Corning de 25 cm?. A cada
caja se le afiadio medio de cultivo DMEM/F12 sin L-glutamina, suplementado con:
15% suero fetal bovino, 85.4 U mL penicilina/estreptomicina, 2 mM glutamax (L-
glutamina-L-alanina), 0.1 mM de piruvato de sodio y 25 mM de HEPES. Todas las
cajas se mantuvieron en una incubadora (Barnstead Lab-Line) a 35°C realizando
recambios totales de medio de cultivo cada 3 dias (Freshney, 2005). El crecimiento
de las células al interior de las cajas fue monitoreado cada 15 dias con ayuda de un
microscopio invertido (Zeiss, Axiovert 100). Una vez que las cajas estuvieron llenas
en un 80-100% o alcanzaron una densidad de 1 x 108 células mL* se hicieron
reexplantes (Freshney, 2005).

Para realizar los reexplantes se retiré el medio de cultivo de cada caja, se
enjuagd con PBS para eliminar restos de medio de cultivo, y se utilizé tripsina para
despegar las células adheridas a la caja. Para desactivar la tripsina se agregd medio
de cultivo; el contenido de cada caja se colocé en tubos de 15 mL, mismos que
fueron centrifugados a 322 x g durante 10 minutos; se desheché el sobrenadante,
el pellet fue resuspendido y homogenizado en 1 mL de medio de cultivo. Del
homogenizado de células se separé una alicuota de 20 uL para calcular la densidad
celular, el resto de homogenizado se dividi6 en alicuotas para reexplantes o analisis,

segun fuese requerido.
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6.2.2 Elefante marino del norte

Las muestras de elefante marino del norte fueron enjuagadas 4 veces con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) suplementada con antibioticos y
antimicéticos (penicilina, estreptomicina y anfotericina). Una vez enjuagadas, los
tejidos fueron disgregados con 0.625 mg mL* de colagenasa tipo I, incubados a
37°C durante 40 min. El tejido disgregado fue pasado por un colador celular de 100
um de luz de malla y posteriormente se centrifugaron a 322 x g durante 10 minutos;
el sobrenadante fue desechado y el pellet resuspendido en 1 mL de medio de cultivo
DMEM/F12 con L-glutamina y 15 mM de HEPES, suplementado con 15% de suero
fetal bovino, 1% antibiético antimicético, 1% de glutamax y 0.1% de piruvato de
sodio y colocado en cajas T de 25 cm?. Las cajas se mantuvieron en una incubadora
(Barnstead Lab-Line) a 35°C con 5% de COg, realizando recambios totales de medio

de cultivo cada 3 dias (Freshney, 2005).

Una vez que las cajas estuvieron llenas en un 80-100% o alcanzaron una
densidad de 1 x 10° células mL™* (Freshney, 2005) se hicieron reexplantes (descritos
anteriormente). Cuando el cultivo celular llegé al pase 3 las células fueron
despegadas de las cajas T utilizando tripsina, el contenido de cada caja se colocé
en tubos de 15 mL, se centrifugaron a 322 x g durante 10 min y se desecho el
sobrenadante, el pellet fue resuspendido en 1 mL de medio de cultivo con 10% de
DMSO y colocado en crioviales. Los crioviales fueron colocados en nitrégeno liquido
hasta su traslado al Laboratorio de Estrés Oxidativo del CIBNOR, donde se reactivo

el cultivo.

Para reactivar el cultivo, los crioviales se descongelaron, se centrifugaron a
322 x g durante 10 min, se desechd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
1 mL de medio DMEM/F12 sin L-glutamina, suplementado con: 15% suero fetal
cosmic, 85.4 U mL? penicilina/estreptomicina, 2 mM glutamax (L-glutamina-L-
alanina), 0.1 mM de piruvato de sédio y 25 mM de HEPES y colocado en cajas T,
gue se mantuvieron en una incubadora (Thermo Fisher Scientific, Series 8000WJ,

Marietta, Ohio, E.U.A.) a 35°C, se realizaron recambios totales de medio de cultivo
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cada 3 dias. Al igual que los mioblastos de humano, estas células se mantuvieron
en cultivo hasta que se conté con la densidad necesaria para realizar los

experimentos.

6.3 Conteo celular

Para realizar el conteo celular se utilizé el analisis de exclusion con azul de
tripano. Este colorante permite distinguir facilmente entre células viables y no
viables cuando se observan en un microscopio, ya que las células viables tienen
membranas celulares intactas y no permiten la entrada del colorante, por lo que
aparecen sin tefir; mientras que las células no viables no poseen una membrana
funcional por lo que el colorante atraviesa la membrana y tifie el interior de la célula
de azul (Louis y Siegel, 2011).

A las alicuotas del homogenizado de células se les afiadié azul de tripano,
se dejaron reposar por aproximadamente 8 min. Se coloc6 una alicuota en cada
lado de una camara de Neubauer, misma que fue observada en microscopio éptico
(Leica) a 10X. Se contaron las células vivas y muertas de los cuadrantes extremos
y central (Fig. 2). El porcentaje de células viables se determind empleando la
siguiente ecuacion:

% Cyp = C./Cr X100 (1)
donde:

% Cvs = porcentaje de células viables
CL = células vivas
Cr = células totales

La cantidad de células viables por mililitro se calculé usando las formulas:

(2)
C. = Cyp / N¢
donde:
Cc = células por cuadrante
Cvs = células viables
Nc = nimero de cuadrantes contabilizados
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Cmel_1 = CVb XFD X 104
3)
donde:

Cvs = células viables por mililitro
Cvs = células viables
Fp = factor de dilucion

2 B
Camara Neubauer ~ 1mm

A Canal transversal

I
|
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Figura 2. Camara Neubauer. Tomado de (Freshney, 2005).

6.4 Exposicion a cadmio

La exposicién a Cd se realiz6 usando cloruro de cadmio (CdCl2) disuelto en
medio de cultivo en las siguientes concentraciones 0 uM, 0.5 uM, 2.5 uM, y 5 uM.
Estas concentraciones fueron elegidas de acuerdo a la DLso (9.4 uM) para CdClz (0
a 100 uM durante 24 h) calculada para mioblastos de raton por Abshire et al. (1996).
Antes de afiadir el medio de cultivo con CdClz, se retird el medio de cultivo estandar
a todas las cajas requeridas. A cada caja se le afiadié una de las concentraciones,
y fueron mantenidas bajo ese tratamiento por 1 h, 6 h, 0 12 h (Jin y Ringertz, 1990;
Abshire et al., 1996). Se utilizaron 3 cajas por triplicado para cada tratamiento en

cada tiempo.
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Transcurrido el tiempo de exposicion, se retird el medio de las cajas y se
enjuagaron con PBS, las células fueron despegadas de la caja utilizando tripsina en
incubacion a 37°C por 4 min, se les agregé medio de cultivo para desactivar la
tripsina y el contenido de cada caja se coloco en tubos de 15 mL. Se centrifugaron
a 322 x g durante 10 min, se deshech¢ el sobrenadante y el pellet fue resuspendido
y homogenizado en medio de cultivo. Se tomo una alicuota para conteo, el resto del
homogenizado se coloco en crioviales con 10 % de DMSO y se almacend a -80°C

hasta su procesamiento.

6.5 Preparacion de muestras previo al analisis

Se descongelaron los crioviales, se centrifugaron a 226 x g durante 15
minutos, se desechd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en agua destilada.
Para asegurar la lisis celular, las muestras se sometieron a congelacién a -80°C
durante 5 min seguida de descongelacion a temperatura ambiente (25°C); este

proceso se repitio 2 veces.

6.6 Cuantificacion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteina en cada muestra de células, se
utilizé el método de Bradford (1976) adaptado a microplaca (Multiskan FC, Thermo
Scientific, Finlandia). En cada corrida se incluyé una curva de calibracién con
albumina sérica bovina (BSA) en un rango de concentraciones de 3 a 18 ug mL™.

Se utilizaron las concentraciones de proteinas para estandarizar los resultados.
6.7 Defensas antioxidantes

6.7.1 Glutatiéon S-transferasa (EC 2.5.1.18)

La actividad de GST se determin6 de acuerdo a la metodologia propuesta
por Habig y Jakoby (1981) adaptada para microplaca. Para ello se midi6 la aparicion
del complejo 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB) con GSH, la aparicién de este
complejo es acompafnada por un incremento en la absorbancia a 340 nm cuya tasa

de incremento es directamente proporcional a la actividad de GST de la muestra.
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Se registro el cambio de absorbancia cada 60 seg durante 5 min en un lector de
microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific, Finlandia) a 340 nm. Los resultados
se expresan en unidades (U) de GST por mg de proteina. Una U de GST es definida
como la cantidad de enzima que cataliza la conjugacion de 1 nmol de CNDB con
GSH por minuto a 25°C.

6.7.2 Glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9)

La actividad de GPx se determiné de acuerdo a la metodologia propuesta por
Folhé y Gunzler (1984) adaptada para microplaca. Esta técnica mide la oxidacion
de NADPH a NADP™ al usar H202 como sustrato, la cual es acompafiada por un
decremento en la absorbancia a 340 nm que es directamente proporcional a la
actividad de GPx en la muestra. Se registro el cambio de absorbancia cada 60 seg
durante 5 min en un lector de microplaca a 340 nm. Los resultados se expresan en
U por mg de proteina. Una U de GPx es definida como la cantidad de enzima que
puede oxidar 1 nmol de NADPH a NADP™ por minuto a 25°C.

6.7.3 Glutation disulfuro reductasa (EC 1.8.1.7)

La actividad de GR se determind de acuerdo a la metodologia propuesta por
Goldberg y Spooner (1987) adaptada para microplaca. En esta técnica se mide la
tasa de oxidacion de NADPH a NADP*, la cual es acompafiada por una disminucion
en la absorbancia a 340 nm y es directamente proporcional a la actividad de GR en
la muestra. Se registrd el cambio de absorbancia cada 60 seg durante 5 min en un
lector de microplaca a 340 nm. Los resultados se expresan en U de GR por mg de
proteina. Una U de GR es definida como la cantidad de enzima que puede oxidar 1
nmol de NADPH a NADP™ por minuto a 25°C.
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6.7.4 Purina nucleésido fosforilasa (EC 2.4.2.1)

La actividad de PNP se determin6 de acuerdo a la metodologia propuesta
por Chu et al. (1989) adaptada para microplaca. Esta técnica mide la aparicion del
complejo N-(4-antipiril)-3-cloro-5-sulfanato-p-benzoquinonamonoimina formado a
partir de las reacciones catalizadas por las enzimas PNP y xantina oxidasa (XO) al
oxidar 3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfénico (DHBS) y 4-aminoantipirina por medio
de la enzima peroxidasa, este proceso esta acompafado de un incremento en la
absorbancia a 520 nm que es directamente proporcional a la actividad de PNP. Se
registrd el cambio de absorbancia cada 30 seg durante 3 min en un lector de
microplaca a 510 nm. Los resultados se expresan en U por mg de proteina. Una U
de PNP es definida como la cantidad de enzima que puede reducir 1 nmol de inosina

por minuto a 25°C.

6.7.5 Glutatién

Para cuantificar la concentracion del GSH total (GSH-EQ) se utilizé el método
de reciclaje, usando GR, empleando las metodologias propuestas por Tietze (1969)
y Griffith (1980) adaptadas por Rahman et al. (2007) para microplaca. En este
ensayo el grupo sulfhidriio del GSH reacciona con acido 5,5- ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB) produciendo acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB); el GSTNB
(mezcla de GSH y TNB) que se produce es reducido por GR para reciclar el GSH y
producir mas TNB. La tasa de produccion de TNB es directamente proporcional a
esta reaccion de reciclaje que, a su vez es directamente proporcional a la
concentracion de GSH-Eq en la muestra, y puede detectarse a 405 nm. Debido a
gue el GSH es facilmente oxidado a GSSG por la enzima GPx, para poder
cuantificar GSSG se afiade a la muestra 2-vinil piridina (2VP, 0.5 M) la cual se une

al grupo sulfhidrilo del GSH, evitando su oxidacion.
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La concentracion de GSH-Eq y GSSG se determiné comparando la tasa de
produccién del TNB con una curva estandar con concentraciones conocidas de GSH
(0.165 a 1.65 nM) y GSSG (0.165 a 1.65 nM), respectivamente. Para determinar la
concentracion de GSH se considero la relacion estequiométrica 1:2 GSH:GSSG, y
se calcul6 a partir de las concentraciones de GSH-Eq y GSSG. Los resultados son
expresados en nmol de GSH-Eq, GSH 0 GSSG mg™* proteina.

6.8 Dafo oxidativo

6.8.1 Carbonilos proteicos

La cuantificacion de carbonilos proteicos se realiz6 empleando la metodologia
descrita por Levine et al. (1994), adaptada para microplaca. Este ensayo se basa
en la reaccion entre 2,4-dinitrofenil hidracina (DNPH) y los carbonilos proteicos, en
la cual se forma una base de Schiff que produce una hidracina que puede ser
detectada entre 360 y 385 nm. Las muestras y blancos fueron leidas en un lector de
microplaca a 370 nm. Los resultados obtenidos se expresan en nmol mL? de

proteina.

6.9 Andlisis estadisticos

A cada grupo de datos se les realiz6 pruebas de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y homocedasticidad de Levene para determinar si los datos seguian una
distribucién normal (Zar, 1996; Celis de la Rosa y Labrada-Martagon, 2014). Los
datos no cumplieron con esos supuestos por lo que se hicieron pruebas no
paramétricas. Para comparar entre tiempos y concentraciones por especie se utilizd
el estadistico de Kruskal-Wallis para muestras independientes y se aplicé una
prueba a posteriori de comparacién multiple de medias. Las comparaciones entre
especies en cada uno de los tiempos y concentraciones de exposicion fueron

realizadas mediante la U de Mann-Withey (Zar 1996).
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7. RESULTADOS

7.1 Cultivos celulares

Se establecieron dos cultivos primarios de mioblastos de humano (Fig. 3A) y dos
de mioblastos de elefante marino del norte (Fig. 3B). Los cultivos fueron duplicados
hasta contar con 108 cajas de humano por individuo y 72 cajas de elefante marino
del norte por individuo. Las cajas fueron asignadas de manera aleatoria y uniforme
a cada concentracion y tiempo de exposicion a CdClz; los experimentos se
realizaron por triplicado en el caso de humano y por duplicado en el de elefante
marino del norte. El total de cajas de ambas especies representa un tamafio de
muestra igual a 120, n = 72 para mioblastos de humanos y n = 48 de mioblastos

para elefante marino.

Figura 3. Cultivo primario de mioblastos de A) humano y B) elefante marino del
norte formando una capa semiconfluente a 10X.

7.2 Exposicion a cadmio
7.2.1 Sobrevivencia

Se observo una sobrevivencia de mioblastos de humanos expuestos a CdCl2
desde 87% para la mayor concentracion utilizada (5uM CdCl2 mL™1) con exposicién
durante 6 h, hasta 95% para el tratamiento a 2.5 uM CdCl2 mL! durante 6 h de
exposicion (Fig. 4A). Por lo tanto, todas las concentraciones utilizadas en los
ensayos de exposicion del cultivo de mioblastos de humanos estuvieron por arriba
de la DLso.
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El intervalo de sobrevivencia de mioblastos de elefante marino del norte
expuestos a CdClz fue del 41% para la dosis de 2.5 uM CdCl2 mL* durante 1 h de
exposicién hasta 83% para el grupo control durantel h de exposicion (Fig. 4B). En
comparacién con los mioblastos de humano, los de elefante marino del norte

presentaron, en general, 20% menos sobrevivencia.
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Figura 4. Sobrevivencia en cultivos de mioblastos de A) humano y B) elefante

marino del norte, expuestos a diferentes tiempos y concentraciones de cloruro de
cadmio (CdCl2).
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7.2.2 Defensas antioxidantes

7.2.2.1 Glutation S-transferasa (EC 2.5.1.18).

La actividad de GST en mioblastos de humano expuestos a concentraciones
crecientes de CdClz fue menor de 1 U mg* proteina (Fig. 5, Tabla Il). A 1 h de
incubacion, la menor actividad de GST se encontrd en los mioblastos expuestos a
2.5 uM CdCl2 mL?, mientras que la mayor actividad se observé en aquellos
expuestos a 5 uM CdCl2 mL?; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con diferentes concentraciones de CdCl2 (H (3,
N = 24) = 2.54, p = 0.4681). De los mioblastos de humano incubados durante 6 h,
el grupo control fue el que presentd menor actividad de GST; la actividad de GST
aumentd (NS) con la exposicion a 0.5 uM CdClz; a pesar de que se observd una
tendencia a disminuir la actividad de GST en un 10% conforme incrementa la
concentracion de CdClz, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (H (3, N = 24) = 0.06, p = 0.9955). Para las incubaciones por 12 h, la
actividad de GST en mioblastos de humanos se encontré en el tratamiento 2.5 uM
CdCl2 mL1y la mayor para el tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mL; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 24) = 4.04,
p = 0.2565). Cuando se considera solo el tiempo de exposicion (agrupando todos
los tratamientos con las diferentes concentraciones de CdClz), la menor actividad
de GST se encontrd a las 12 h y la mayor a las 6 h de incubacion (Anexo A); sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de
incubacion (H (2, N = 72) = 0.60, p = 0.7380).

En mioblastos de elefante marino del norte la actividad de GST en las
diferentes concentraciones y tiempos fue menor a 0.55 U mg™ proteina (Fig. 5, Tabla
[1). En las incubaciones por 1 h, el grupo control (0 CdCl2 mL?) presenté la menor
actividad de GST; esta actividad incrementd con la concentracion de CdClz; sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos a las
diferentes concentraciones de CdClz (H (3, N = 16) = 6.94, p = 0.0737).
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En los mioblastos de elefante marino del norte incubados durante 6 h, la
menor actividad de GST se observé en el tratamiento con 2.5 uM CdClamL1 y la
mayor actividad en el tratamiento 5 uM CdCl2 mL; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 16) = 2.38, p = 0.4969). Al
tiempo de incubacién de 12 h, la menor actividad de GST se observd en el
tratamiento con 5 uM CdCl2mL" y la mayor en el grupo control; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con CdClz2 (H (3, N = 16)
= 2.41, p = 0.4903). Considerando Unicamente los tiempos de incubacion (sin
considerar los tratamientos con las diferentes concentraciones de CdCl> mL?), la
menor actividad de GST se encontrd a las 12 h y la mayor a las 6 h de incubacion
(Anexo B); sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tiempos de incubacion (H (2, N = 48) = 3.86, p = 0.1451).

Los mioblastos de elefante marino del norte presentaron 50% menos
actividad de GST que aquella observada en mioblastos de humanos (Fig. 5). Sin
embargo, sélo se encontraron diferencias significativas entre especies en la
incubacioén por 1 h en el grupo control (0 uM CdCl2mL?, p = 0.009) y a 12 h de
incubacion en el grupo tratado con 0.5 uM CdCl2 mL* (p = 0.033).
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Tabla Il. Actividad enzimatica en mioblastos de humanos en los diferentes tiempos y
concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio (CdCl2).

Tiempo Concentracion GST GR GPx PNP

() (uM) (Umg™ proteina) (U mg~ proteina) (U mg~ proteina) (U mg™" proteina)
1 0 0.66 (0.4-1.15)  0.89 (0.56-2.52) 11.27 (5.04-13.82) 0.99 (0.48-1.38)
0.5 0.61(0.32-2.19)  1.15(0.77-1.43)  4.36 (0.002-7.67)  0.81 (0.6-1.48)

2.5 0.57 (0.57-0.71)  0.71(0.53-0.85) 7.6 (4.63-9.41) 1.62 (0.75-1.84)

5 0.96 (0.63-1.4) 0.34 (0.25-0.45) 9.74(3.98-16.31) 0.99(0.84-1.57)

6 0 0.74 (0.27-0.9)  0.61(0.57-0.84)  8.09(5.21-21.4)  0.28(0.18-0.52)
0.5 0.91(0.17-1.52) 0.42(0.002-0.77) 21.89(7.26-28.16) 0.54(0.32-1.01)

2.5 0.8(0.1-1.35)  0.87(0.45-1.72) 11.64(8.34-16.01) 0.44 (0.34-0.53)

5 0.75(0.18-1.15)  0.41(0.38-0.677) 19.38(14.34-23.9) 1.21(0.53-1.59)

12 0 0.51 (0.1-0.89) 0.56 (0.38-1.24) 15.8(13.06-18.47) 0.75(0.12-1.26)
0.5 0.85 (0.55-1.14) 0.53(0.15-0.7) 16.16 (6.67-40.55) 0.62 (0.34-0.88)

25 0.4 (0.31-0.58) 0.58 (0.4-0.66) 11.91(8.44-22.75) 0.28(0.12-0.73)

5 0.62 (0.33-0.84) 0.63(0.14-0.86) 8.35(4.95-36.51) 0.75(0.31-1.06)

GST: glutation S-transferasa, GR: glutation reductasa, GPx: glutation peroxidasa, PNP: purina nucledsido
fosforilasa. Los datos se muestran como mediana con percentiles 25% y 75%. Nivel de significancia estadistica

p<0.05
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Tabla Ill. Actividad enzimética en mioblastos de elefante marino en los diferentes
tiempos y concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio (CdCl2).

Tiempo Concentracion GST GR GPx PNP
(h) (uM) (U mg~" proteina) (Umg™ proteina) (U mg™ proteina) (U mg™ proteina)
1 0 0.005 (0.005-0.1) 0.91 (0.74-1.34) 0.37 (0.17-0.9) 0.032 (0.02-0.072)
0.5 0.32 (0.21-0.46) 0.69 (0.53-0.91) 0.13(0.002-0.7) 0.036 (0.029-0.057)
25 0.32 (0.177-0.58) 1.50(1.21-1.92) 0.12(0.019-0.45) 0.069 (0.05-0.086)
5 0.50 (0.27-0.57)  1.06 (0.7-1.69) 0.86 (0.27-1.76) 0.068 (0.037—-0.086)
6 0 0.51 (0.21-0.62) 0.83 (0.65-1.15) 0.80 (0.2-1.71) 0.037 (0.011-0.064)2
0.5 0.48 (0.31-0.63) 0.79 (0.5-1.04) 0.43(0.19-0.74) 0.068 (0.044-0.12)x
25 0.31 (0.24-0.39) 0.74 (0.63-1.004) 1.02 (0.65-3.21) 0.180 (0.13-0.19)bc
5 0.55 (0.4-0.65) 0.73(0.71-1.38) 0.16 (0.002-0.59) 0.071 (0.065-0.08)2¢
12 0 0.51 (0.26-0.53) 0.51 (0.22-1.42) 0.31 (0.002-1.47) 0.08 (0.061-0.093)
0.5 0.19 (0.14-0.4) 0.26 (0.2-0.82)  0.35(0.26-1.46) 0.092 (0.048-0.13)
25 0.24 (0.005-0.48) 0.93 (0.5-1.23) 0.002 (0.002—-0.2) 0.095 (0.074-0.11)
5 0.06 (0.005-0.54) 0.72(0.67-0.76) 0.76 (0.2—2.92) 0.074 (0.041-0.21)

GST: glutation S-transferasa, GR: glutation reductasa, GPx: glutation peroxidasa, PNP: purina nucledsido
fosforilasa. Los datos se muestran como mediana con percentiles 25% y 75%. Las letras diferentes indican
diferencias entre concentraciones de exposicion. Nivel de significancia estadistica, p<0.05. Las letras diferentes
indican diferencias entre tiempos de concentracion.
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proteina) en mioblastos de humano y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 hy C)
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7.2.2.2 Glutation disulfuro reductasa (EC 1.8.1.7)

La actividad de GR en mioblastos de humano expuestos a concentraciones
crecientes de CdClz fue menor a 1.15 U mg™ proteina (Fig. 6, Tabla Il). A 1 h de
incubacion se observo un incremento en la actividad de GR entre el grupo control y
el tratamiento con 0.5 uM CdCl> mL!; posteriormente, se observaron decrementos
en la actividad de GR con el aumento en la concentracion de CdClz; sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes
concentraciones de CdCl2 (H (3, N = 24) = 6.44, p = 0.0921). En las incubaciones
por 6 h, la menor actividad de GR se observoé en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL-
1y la mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl> mL%; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes
concentraciones de CdClz (H (3, N = 24) = 2.61, p = 0.4550). En las incubaciones
por 12 h se observaron actividades de GR similares entre los tratamientos con
diferentes concentraciones de CdCl2 (H (3, N = 24) = 0.92, p = 0.8201). Tomando
en cuenta solo el tiempo de incubacion (sin considerar la concentracion de CdClz
mL1), la actividad de GR disminuyé con el tiempo de incubacién; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de incubacién (H (2, N =
72) =2.89, p =0.2354)

La actividad de GR en los mioblastos de elefante marino del norte fue menor
a 1.5 U mg* proteina (Fig. 6, Tabla Ill). A 1 h de incubacién, la mayor actividad de
GR se observo en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2mL* y la menor en el tratamiento
con 0.5 uM CdCl2 mL?; sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos (H (3, N = 16) = 5.73, p = 0.1252). A 6 h de incubacion, la
mayor actividad de GR se registré en el grupo control y se observé una ligera
disminucién, menor al 6%, con la concentracion de CdClz; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 16) = 0.44, p
= 0.9316). A 12 h de incubacién, la mayor actividad de GR se registro en el

tratamiento con 2.5 uM CdCl2mL* y la menor en el tratamiento con 0.5 uM CdClz
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mL?; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (H (3, N = 16) = 2.38, p = 0.4969).

Considerando Unicamente los tiempos de incubacién (sin considerar las
concentraciones de CdCl), la actividad de GR disminuy6 30% con el tiempo (Anexo
B); sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (H (2, N = 48)
=5.29, p =0.0707).

La actividad de GR en mioblastos de elefante marino del norte fue 20% mayor
gue aquella observada en mioblastos de humanos (Fig. 6). Las comparaciones entre
especies para cada tratamiento solo arrojaron diferencias significativas en la

incubacioén de 1 h en los mioblastos tratados con 5 uM de CdCl2 mL* (p = 0.033).
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Figura 6. Actividad de glutation reductasa (GR, unidades por miligramo de proteina)
en mioblastos de humano y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 hy C) 12 h de
incubacion, expuestos a concentraciones crecientes de cloruro de cadmio (CdCly).
* indica diferencias entre especies. Nivel de significancia estadistica, p<0.05



34

7.2.2.3 Glutatién peroxidasa (EC 1.11.1.9)

La actividad de GPx en mioblastos de humano expuestos a concentraciones
crecientes de CdClz fue menor de 21.9 U mg* proteina (Fig. 7, Tabla Il). La actividad
de GPx a 1 h de incubacién fue menor en el tratamiento con 0.5 uM CdClamL? y
mayor en el grupo control; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (H (3, N = 24) = 2.26, p = 0.5195). A 6 h de incubacion, la
actividad de GPx fue menor en el grupo control y mayor en el tratamiento con 0.5
uM CdCl2 mL? sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos con diferentes concentraciones de CdCl2 (H (2, N =24) = 4.24, p =
0.2360). A las 12 h de incubacién, el grupo control present6 la menor actividad de
GPx con un incremento del 2% para el tratamiento con 0.5 uM CdCl2mL? y una
disminucion del 25% conforme se incrementd la concentracion de CdClz sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con
diferentes concentraciones de CdClz (H (3, N=24) = 0.64, p = 0.8857). Cuando sélo
se considero el tiempo de incubacion (sin considerar la concentracion de CdClz mL-
1), la actividad de GPx fue menor a 1 h y mayor a 6 h de incubacién (Anexo B, H (2,
N =72) = .31, p = 0.0095); los analisis de comparacion multiple sugieren diferencias
significativas en la actividad de GPx entre 1 h'y 6 h de incubacion (Z = 2.73, p =
0.018), y entre 1 h 'y 12 h de incubacion (Z = 2.53, p = 0.0033).

En mioblastos de elefante marino del norte, la actividad de GPx fue menor a
1 U mg? proteina (Fig. 7, Tabla lll). A 1 h de incubacién la menor actividad de GPx
se observo en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2mL y la mayor en el tratamiento con
5 uM CdCl2 mLt; sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con diferentes concentraciones de CdCl2 (H (3, N = 16) = 2.87, p =
0.4119). A 6 h de incubacion, la actividad de GPx mas baja fue la observada en el
tratamiento con 5 uM CdCl2mL! y la mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL"
1. sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
(3, N=16) =4.34, p =0.2262).
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A 12 h de incubacion, la menor actividad de GPx se observo en el tratamiento
con 2.5 uM CdCl2 mL? y la mayor en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL?; sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con
diferentes concentraciones de CdClz2 (H (3, N = 16) = 3.47, p = 0.3246). Al comparar
Gnicamente los tiempos de incubacion (sin considerar las concentraciones de
CdCl2), no se encontraron diferencias significativas entre grupos (H (2, N = 48) =
1.18, p = 0.5530).

La actividad de GPx en mioblastos de elefante marino del norte equivale a
s6lo el 5% de la actividad observada en mioblastos de humanos (Fig. 7). Las
comparaciones entre especies para mioblastos sometidos al mismo tratamiento
(tiempo e incubacién) sugieren que no existen diferencias significativas entre
especies en el grupo control a 1 h y en el tratamiento con 0.5 uM CdClamL?* a 1 h;
en el resto de los tratamientos las diferencias entre especies fueron significativas
(p< 0.019).
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Figura 7. Actividad de glutation peroxidasa (GPx, unidades por miligramo de
proteina) en mioblastos de humano y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 hy C)
12 h de incubacion, expuestos a concentraciones crecientes de cloruro de cadmio
(CdCl2). Las letras dentro de las graficas indican diferencias entre concentraciones
de exposicion a un tiempo especifico; * indica diferencias entre especies. Nivel de
significancia estadistica, p<0.05.
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7.2.2.4 Purina nucledsido fosforilasa (EC 2.4.2.1).

La actividad de PNP en mioblastos de humanos fue menor a 1.7 U mg*
proteina (Fig. 8, Tabla I). A 1 h de incubacion, se observé menor actividad de PNP
en el tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mL* y mayor actividad de PNP en el tratamiento
con 2.5 uM CdCl2 mL*; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos con diferentes concentraciones de CdClz (H (3, N = 24) =
0.84, p = 0.8383). A 6 h de incubacion, la menor actividad de PNP se registro en el
grupo control y la mayor en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes
concentraciones de CdClz (H (3, N = 24) = 6.96, p = 0.0730). A 12 h de incubacion,
la menor actividad de PNP se encontré en el tratamiento con 2.5 uM CdClamL1y la
mayor en el grupo control; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos con diferentes concentraciones de CdClz (H (3, N = 24) =
1.67, p =0.6429). Cuando se considero solo el tiempo de incubacién (sin considerar
las concentraciones de CdCl), la menor actividad de PNP se encontré a 6 hy la
mayor a 1 h de incubacién (Anexo B) con diferencias significativas entre tiempos (H
(2, N=72) =7.82 p = 0.0200); adicionalmente los analisis de comparacién multiple
sugieren diferencias entre las incubacionesa 1l hy 12 h (Z = 2.47, p = 0.040).

En mioblastos de elefante marino del norte, la actividad de PNP fue menor a
0.2 U mg* proteina (Fig. 8, Tabla Ill). En las incubaciones durante 1 h las menores
actividades de esta enzima se registraron en el grupo control y en el tratamiento con
0.5 uM CdCl2 mL%, mientras que la mayor actividad se observé en los tratamientos
con 2.5 uM CdClz mL* y 5 uM CdCl2 mL?; sin embargo, no se encontraron
diferencias entre ellos (H (3, N = 16) = 1.80, p = 0.6130). A 6 h de incubacién, se
encontré una diferencia significativa entre tratamientos (H (3, N = 16) =9.41, p =
0.0242) con la menor actividad de PNP en el grupo control y la mayor en el
tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL* (Z = 3.04, p = 0.013). A 12 h de incubacion, la
actividad de PNP registrada para todos los tratamientos con diferentes

concentraciones de CdCl2 fue similar y no se encontraron diferencias significativas
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entre ellos (H (3, N = 16) = 0.50, p = 0.9173). Cuando se tomaron en cuenta solo
los tiempos de exposicion (sin considerar los tratamientos con diferentes
concentraciones de CdClz), se observa una tendencia de la actividad de PNP
incrementar con el tiempo; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tiempos de incubacion (H (2, N =48) = 5.74, p = 0.0567).

La actividad de PNP en mioblastos de humanos fue 90% mayor que la de
elefante marino del norte (Anexo B). Las comparaciones entre especies para
mioblastos sometidos al mismo tratamiento (tiempo e incubacién) no detectaron
diferencias significativas entre especies en el tratamiento con 5 uM CdClamL* a 6
hy en el grupo control a 12 h; en el resto de los tratamientos las diferencias fueron

significativas (p< 0.033).
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7.2.25 Glutation

7.2.25.1 Glutation total (GSH-EQ)

La concentracion de glutation total (GSH + GSSG) en mioblastos de humanos
fue menor a 400 nmol mg* proteina (Fig. 9, Tabla IV). A 1 h de incubacién, se
observé menor concentracion de GSH-Eq en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL?ty
mayor concentracion en el tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mL%; sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N=24) =1.64, p
= 0.6489). A 6 h de incubacion, la menor concentracion de GSH-Eq se registré en
el grupo control y la mayor en el tratamiento con 5 uM CdCl> mL%; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 24) = 7.06,
p = 0.0698). A 12 h de incubacion, la menor concentracion de GSH-Eq se encontré
en el grupo control y la mayor en el tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mL™1; sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 24) =
5.46, p = 0.1406). Considerando Unicamente los tiempos de incubacién (sin
considerar las concentraciones de CdCl2), la concentracién de GSH-Eq aumentd
17% con el tiempo (Anexo C); sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas (H (2, N =72) = 1.95, p = 0.3766).

La concentracion de GSH-Eq en mioblastos de elefante marino del norte fue
menor a 1110 nmol mg* proteina (Fig. 9, Tabla V). A 1 h de incubacién, se observé
menor concentraciéon de GSH-Eq en el grupo control y mayor concentracion en el
tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL?; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (H (3, N = 16) = 1.08, p = 0.7817). A 6 h de
incubacion, la menor concentracion de GSH-EQ se registré en el grupo control y la
mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL™; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 16) =7.83, p =0.06). A12
h de incubacién, la menor concentracion de GSH-Eq se encontro el tratamiento con
2.5 uM CdCl2 mLty la mayor en el grupo control; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 16) = 3.79, p = 0.2846).

Considerando unicamente los tiempos de incubacion (sin considerar las
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concentraciones de CdCl2), la menor concentracion de GSH-Eq se encontré a 1 h
de incubacion y la mayor a 6 h de incubacion (Anexo C); sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (H (2, N = 48) = 1.60, p = 0.4493).

La concentracion de GSH-Eq en mioblastos de elefante marino del norte fue
60% mayor que la de mioblastos de humano (Anexo C). Las comparaciones entre
especies para mioblastos sometidos al mismo tratamiento (tiempo e incubacién)
sugieren diferencias significativas entre especies entre el grupo control, tratamiento
con 0.5 uM CdCl2 mLty con 2.5 uM CdCl2 mL™, todos a 6 h de incubacién, y el
grupo control a 12 h de incubacion (p< 0.033).

Tabla IV. Concentracion de glutation en mioblastos de humano en los diferentes
tiempos y concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio (CdCl2).

Tiempo Concentracion GSH-Eq GSH GSSG

(h) (uM) (nmol mg~' proteina)  (nmol mg~" proteina)  (nmol mg~! proteina)
1 0 178.44 (114.94 - 963.39) 52.47 (27.88 - 335) 125.96 (87.06 - 628.39)

0.5 181.29 (101.23 - 605) 47.21(25.44 - 174.82) 79.86 (58.36 - 184.23)
2.5 140.39 (104.81 - 286) 58.05 (30.79 - 158.53) 100.14 (67.29 - 127.47)

5 112 (79.52 - 308.15) 28.79 (6.17 - 244.6) 71.14 (17.83 - 81.09)

6 0 137.68 (101.84 - 165.5) 16.15 (6.47 - 83.66) 90 (53.26 - 117.21)

0.5 208.88 (105.28 - 254.95) 39.98 (3.75 - 83.07) 114.99 (70.55 - 139.29)

2.5 141.28 (83.53-172.5) 34.58 (4.77 - 89.13) 77.66 (70.85 - 138.03)
5 249.89 (160.3 - 313.86) 46.02 (13.51 - 140.66) 197.59 (96.42 - 296.02)

12 0 159.88 (128.96 - 195.64) 35.19 (8.14 - 87.56) 91.39 (41.4 - 169.13)
0.5 400.29 (150.09 - 823.02) 188.33 (12.77 - 301.9) 134.92 (32.49-521.12)

2.5 169.96 (128.27 - 213) 28.3(17.81-92.04) 103.3(92.93-124.62)
5 312.32(152.17 - 519.71) 66.77 (39.34 - 163.98) 210.66 (129.64 - 379.57)

GSH-Eq: glutatién total (GSH + GSSG), GSH: glutation reducido, GSSG: glutation oxidado. Los datos se
muestran como mediana con percentiles 25% y 75%. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.
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Tabla V. Concentracién de glutation en mioblastos de elefante marino en los
diferentes tiempos y concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio (CdCl>).

Tiempo Concentracion
(h) (uM)

GSHEQ
(nmol mg™ proteina)

GSH
(nmol mg™ proteina)

GSSG
(nmol mg~" proteina)

1 0
0.5
25
5

0.5
2.5

12 0
0.5
25
5

362.59 (271.69 - 873.24)
470.85 (326.27 - 755.97)
684.58 (330.4 - 1153.11)
432.41 (290.71 - 738.56)

400.76 (215.58 - 635.47)
494.37 (351.92 - 683.82)

1110.98 (910.15 - 1844.25)

614.7 (478.8 - 803.77)

718.58 (568.6 - 822.02)
469.84 (365.49 - 554.89)
273.13 (123.95 - 449.33)
630.65 (144.11 - 1416.38)

141.33 (108.63 - 361.7)

226.56 (166.49 - 430.04)
323.23 (104.81 - 607.3)
214.2 (149.88 - 333.5)

130.84 (86.82 - 365.67)
258.92 (183.02 - 353.58)
685.5 (473.44 - 1412.22)
376.27 (335.27 - 468.14)

270.4 (202.69 - 383.02)
285.17 (150.46 - 417.889)
183.8 (74.02 - 267.33)
314.75 (140.3 - 523.57)

253.96 (151.55 - 523.04)
244.28 (159.82 - 325.92)
362.69 (225.59 - 545.81)
267.03 (134.31 - 411.58)

128.76 (119.71 - 278.86)
235.44 (154.95 - 344.19)
432.03 (345.82 - 522.91)
277.84 (102.53 - 376.63)

403.26 (203.84 - 601.06)
196.24 (101.38 - 250.65)
115.59 (49.93 - 182)
315.9 (3.81 - 892.8)

GSH-Eq: glutation total (GSH + GSSG), GSH: glutation reducido, GSSG: glutatién oxidado. Los datos se
muestran como mediana con percentiles 25% y 75%. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.
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Figura 9. Concentracion de glutation total (GSH-Eqg, nanomoles por miligramo de
proteina) en mioblastos de humano y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 hy C)
12 h de incubacién, expuestos a concentraciones crecientes de cloruro de cadmio
(CdCl2). Las letras dentro de las gréficas indican diferencias entre concentraciones
de exposicion a un tiempo especifico; los nimeros indican diferencias entre los
tiempos de incubacién a una concentracion especifica; * indica diferencias entre
especies. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.
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7.2.25.2 Glutation oxidado (GSSG)

La concentracion de GSSG en mioblastos de humanos fue menor a 210 nmol
mg?! proteina (Fig. 10, Tabla IV). A 1 h de incubacién, se observdé menor
concentracion de GSSG en el tratamiento con 5 pM CdCl2 mL? y mayor
concentracion en el grupo control; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (H (3, N = 24) = 1.51, p = 0.6792). A 6 h de
incubacion, la menor concentracion de GSSG se registro en el tratamiento con 2.5
uM CdCl2 mL?y la mayor en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL%; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 24) = 1.28,
p = 0.7323). A 12 h de incubacién, la menor concentracion de GSSG se encontrd
en el grupo control y la mayor en el tratamiento con 5 uM CdCl> mL"!; sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3, N = 24) =
3.02, p = 0.3886). Considerando Unicamente los tiempos de incubacion (sin
considerar las concentraciones de CdCl2), la concentraciébn de GSSG aumentd
conforme increment6 el tiempo de incubacion (Anexo C); sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (H (2, N = 72) = 3.97, p = 0.1370).

La concentracion de GSSG en mioblastos de elefante marino del norte fue
menor a 432 nmol mg* proteina (Fig. 9, Tabla V). A 1 h de incubacion, se observé
menor concentracién de GSSG en el tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mLty mayor en
el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL™1; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con diferentes concentraciones de CdClz (H (3,
N = 16) = 0,79, p = 0.8509). A 6 h de incubacion, la menor concentracion de GSSG
se registré en el grupo control y la mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL*?;
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H
(3, N = 16) = 6.33, p = 0.0966). A 12 h de incubacion, la menor concentraciéon de
GSSG se encontr el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL1y la mayor el grupo control;
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H
(3, N=16) =1.83, p =0.6082).
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Considerando Unicamente los tiempos de incubacion (sin considerar las
concentraciones de CdCl2), la menor concentracion de GSSG se encontré a 12 h
de incubaciéon y la mayor a 6 h de incubacién (Anexo C); sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (H (2, N = 48) = 2.03, p = 0.3617).

La concentracion de GSSG en mioblastos de humano fue 50% menor que la
de mioblastos de elefante marino del norte (Anexo C). Las comparaciones entre
especies para mioblastos sometidos al mismo tratamiento (tiempo e incubacion)
sugieren diferencias significativas entre especies para el tratamiento con 0.5 uM
CdCl2 mL?, 2.5 uM CdCl2 mL?, .5 uM CdCl2 mL™, todos a 6 h de incubacion, y el
grupo control a 12 h de incubacién (p< 0.019).
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Figura 10. Concentracion de glutatiéon oxidado (GSSG, nanomoles por miligramo
de proteina) en mioblastos de humano y elefante marino del norte. A) 1 h,B)6 hy
C) 12 h de incubacién, expuestos a concentraciones crecientes de cloruro de
cadmio (CdClz). * indica diferencias entre especies. Nivel de significancia
estadistica, p<0.05.
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7.2.25.3 Glutatién reducido (GSH)

La concentracion de GSH en mioblastos de humanos fue menor a 189 nmol
mg?! proteina (Fig. 11, Tabla IV). A 1 h de incubacién, se observdé menor
concentracion de GSH en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL1 y mayor concentracion
en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL™; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con diferentes concentraciones de CdClz (H (3,
N =24) = 4.33, p =0.2276). A 6 h de incubacién, la menor concentracion de GSH
se registré en el grupo control y la mayor en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL; sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3,
N =24) =4.73, p = 0.1913). A 12 h de incubacion, la menor concentracion de GSH
se encontré en el tratamiento con 2.5 uM CdCl> mLly la mayor en el tratamiento
con 0.5 uM CdCl2 mL™; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos (H (3, N = 24) = 3.44, p = 0.3277). Considerando Unicamente
los tiempos de incubacion (sin considerar las concentraciones de CdClz), la
concentracion de GSH fue menor a 6 h de incubacién y mayor a 12 h de incubacién
(Anexo C); sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (H (2, N = 72)
=2.26, p =0.3221).

La concentraciéon de GSH en mioblastos de elefante marino del norte fue
menor a 685 nmol mg? proteina (Fig. 11, Tabla V). A 1 h de incubacién, se observé
menor concentracion de GSH en el grupo control y mayor concentracion en el
tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL; sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con diferentes concentraciones de CdClz (H (3,
N = 16) = 1.50, p = 0.6823). A 6 h de incubacion, la menor concentracion de GSSG
se registré en el grupo control y la mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL*?;
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H
(3, N = 16) = 3.99, p = 0.2623). A 12 h de incubacién, la menor concentracion de
GSSG se encontré en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL 1y la mayor el tratamiento
con 5 uM CdCl2 mL%; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (H (3, N = 16) = 3.17, p = 03652).
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Considerando Unicamente los tiempos de incubacién (sin considerar las
concentraciones de CdCl2), la menor concentracion de GSH se encontré a 1 h de
incubacion y la mayor a 6 h de incubacion (Anexo C); sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (H (2, N = 48) = 0.88, p = 0.6426).

La concentracion de GSH en mioblastos de humano fue 15% menor a la de
mioblastos de elefante marino del norte (Anexo C). Las comparaciones entre
especies para mioblastos sometidos al mismo tratamiento (tiempo e incubacion)
sugieren diferencias significativas entre especies para el tratamiento con 2.5 uM
CdCl2 mLty 5 uM CdCl2 mL* a 1 h de incubacién; 2.5 uM CdCl. mL* a 6 h de

incubacion y en el grupo control a 12 h de incubacién (p< 0.033).
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Figura 11. Concentracion de glutation reducido (GSH, nanomoles por miligramo de
proteina) en mioblastos de humano y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 hy C)
12 h de incubacion, expuestos a concentraciones crecientes de cloruro de cadmio
(CdCl). * indica diferencias entre especies. Nivel de significancia estadistica,

p<0.05.
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7.2.3 Dafio oxidativo
7.2.3.1 Tasa de glutation oxidado: glutation total (GSSG/GSH-EQ)

La tasa de GSSG:GSH-Eq en mioblastos de humanos fue menor a 0.45 (Fig.
12, Tabla VI). A 1 h de incubacion, se observé la menor tasa de GSSG:GSH-Eq en
el grupo control y la mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mLt; sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con diferentes
concentraciones de CdClz2 (H (3, N =24) = 1.83, p = 0.6077). A 6 h de incubacién,
la tasa de GSSG:GSH-Eq se incrementd con la concentraciéon de CdClz ; sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3,
N =24)=1.20, p =0.7514). A 12 h de incubacién, la menor tasa de GSSG:GSH-Eq
se registré en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL'y la mayor en el grupo control (H
(3, N=24)=0.20, p=0.9765). Considerando Unicamente los tiempos de incubacion
(sin considerar las concentraciones de CdCl.), la tasa de GSSG:GSH-Eq disminuy6
conforme se incrementd el tiempo de incubacién (Anexo C); sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas-(H (2, N = 72) = 3.23, p = 0.1984).

La tasa de GSSG:GSH-Eqg en mioblastos de elefante marino del norte fue
menor a 0.69 (Fig. 12, Tabla VII). A 1 h de incubacion, se observé menor tasa de
GSSG:GSH-Eq en el grupo control y mayor en el tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mL?;
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con
diferentes concentraciones de CdClz2 (H (3, N = 16) = 1.83, p = 0.6082). A 6 h de
incubacion, la tasa de GSSG:GSH-Eq aumentdé conforme se increment6 la
concentracion CdClz; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos (H (3, N =16) = 2.80, p = 0.4233). A 12 h de incubacion, se observé
menor tasa de GSSG:GSH-Eq en el grupo control y mayor en el tratamiento con 2.5
uM CdCl2 mL?; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (H (3, N = 16) = 1.47, p = 0.6874). Considerando Unicamente los
tiempos de incubaciéon (sin considerar las concentraciones de CdCl.), la tasa de
GSSG:GSH-Eq fue menor a 1 h de incubacion y mayor a 12 h de incubacion (Anexo
C); sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (H (2, N = 48) = 2.29,
p =0.3172).
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La tasa de GSSG:GSH-Eq en mioblastos de humano fue 30% menor a la de
mioblastos de elefante marino del norte (Anexo C). Las comparaciones entre
especies para mioblastos sometidos al mismo tratamiento (tiempo e incubacion) no

arrojaron diferencias significativas.

Tabla VI. Tasa de glutation oxidado: glutation total (GSSG-GSH-EQ) en mioblastos de
humano en los diferentes tiempos y concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio
(CdCl).

Tiempo Concentracion

) (M) GSSG:GSH-Eq
1 0 0.27 (0.23 — 0.33)
0.5 0.26 (0.25 — 0.28)

2.5 0.45 (0.31 - 0.63)

5 0.40 (0.07 - 0.79)

6 0 0.18 (0.04 - 0.50)
0.5 0.18 (0.03 — 0.39)
2.5 0.23 (0.05 — 0.45)
5 0.27 (0.05 — 0.47)
12 0 0.33 (0.04 — 0.68)
0.5 0.23 (0.09 — 0.86)

2.5 0.17 (0.13 - 0.49)
5 0.29 (0.15 — 0.44)

GSH: glutatién reducido, GSSG: glutatién oxidado.
Los datos se muestran como mediana con percentiles
25% y 75%. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.
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Tabla VII. Tasa de glutation oxidado: glutation total (GSSG:GSH-Eq) en
mioblastos de elefante marino en los diferentes tiempos y concentraciones de

exposicion a cloruro de cadmio (CdCl2).

Tiempo Concentracién
(h) (uM)

GSSG:GSH-Eq

1 0
0.5
2.5
5

0.5
2.5

12 0
0.5
2.5
5

0.36 (0.29 — 0.53)
0.51 (0.48 - 0.57)
0.43 (0.31 — 0.52)
0.42 (0.35 — 0.60)

0.39 (0.27 — 0.66)
0.52 (0.49 — 0.57)
0.62 (0.45 - 0.76)
0.63 (0.52 - 0.80)

0.46 (0.24 — 0.65)
0.52 (0.41 - 0.77)
0.60 (0.38 — 0.82)
0.69 (0.37 - 0.97)

GSH: glutation reducido, GSSG: glutatién oxidado. Los
datos se muestran como mediana con percentiles 25%

y 75%. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.
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Figura 12. Tasa de glutatién oxidado: glutation total (GSSG:GSH-Eq) en mioblastos
de humanos y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 h y C) 12 h de incubacion,
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7.2.3.2 Carbonilos proteicos

La concentracibn de carbonilos proteicos en mioblastos de humano
expuestos a concentraciones crecientes de CdClz estuvieron entre los 0.01 y 0.03
nmol mg proteina (Fig. 14, Tabla VIII). A 1 h de incubacién, la menor concentracion
de carbonilos proteicos se encontré en el grupo control y la mayor en el tratamiento
con 2.5 uM CdCl2 mL; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos con diferentes concentraciones de CdCl2 (H (3, N =24)=0.48p
= 0.9233). A 6 h de incubacién, la menor concentracion de carbonilos proteicos se
observo en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL! y la mayor en el tratamiento con 5
uM CdCl2 mL?; no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (H (3,
N = 24) = 596, p = 0.1132). A 12 h de incubacién, se encontr6 la menor
concentracion de carbonilos proteicos en el tratamiento con 0.5 uM CdClamL y la
mayor en el grupo control; no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (H (3, N = 24) = 0.82, p = 0.8447). Al comparar Unicamente entre
tiempos incubacion, sin considerar las concentraciones de CdClz, no se observaron
diferencias significativas (H (2, N = 72) = 2.74, p = 0.2541).

En mioblastos de elefante marino del norte la concentracion de carbonilos
proteicos fue menor a 0.02 nmol mg? proteina (Fig. 14, Tabla 1X). A 1 h de
incubacion, las menores concentraciones de carbonilos proteicos estuvieron en el
tratamiento con 0.5 uM CdCl2 mL? y con 2.5 uM CdCl2 mL%, mientras que las
mayores estuvieron en el grupo control y en el tratamiento con 5 uM CdCl2 mL™; sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos con
diferentes concentraciones de CdCl2 (H (3, N = 16) = 0.68, p = 0.8770). A 6 h de
incubacion, la menor cantidad de carbonilos proteicos se encontrd en el tratamiento
con 0.5 uM CdCl mL? y la mayor en el tratamiento con 2.5 uM CdCl2 mL; sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (H (3,
N = 16) = 5.05, p = 0.1681).
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A 12 h de incubacion, la mayor concentracion de carbonilos proteicos se
observé en el tratamiento con 5 uM CdCl2mL y el menor en el tratamiento con 2.5
uM CdCl2 mL1; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos con diferentes concentraciones de CdCl2 (H (2, N =48) = 0.59 p =
0.7426). Al comparar Unicamente entre tiempos incubacién, sin considerar las
concentraciones de CdClz, no se observaron diferencias significativas (H (3, N = 16)
=3.93, p =0.2689).

Comparando entre especies se encontrd que la concentracion de carbonilos
proteicos fue mayor en mioblastos de humano que en aquellos de elefante marino
del norte Unicamente para el tratamiento con 0.5 uM CdClmL* a 6 h de incubacién
(p = 0.0105).

Tabla VIII. Concentracién de carbonilos proteicos en mioblastos de humano en
los diferentes tiempos y concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio
(CdCl2).

Tiempo Concentracion  Carbonilos proteicos
(h) (uM) (nmol mg™ proteina)
1 0 0.010 (0.009-0.049)

0.5 0.012 (0.004-0.037)

2.5 0.016 (0.007-0.18)

5 0.012 (0.005-0.07)

6 0 0.017 (0.007-0.024)
0.5 0.018 (0.011-0.059)

2.5 0.013 (0.003-0.024)

5 0.03 (0.015-0.076)

12 0 0.024 (0.006-0.052)
0.5 0.013 (0.005-0.13)

25 0.013 (0.008-0.045)

5 0.016 (0.006-0.14)

Los datos se muestran como mediana con percentiles 25% y 75%. Nivel
de significancia estadistica, p<0.05.
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Tabla IX. Concentracion de carbonilos proteicos en mioblastos de elefante marino
en los diferentes tiempos y concentraciones de exposicion a cloruro de cadmio

(CdCl2).

Tiempo Concentracion
(h) (uM)

Carbonilos proteicos
(nmol mg™ proteina)

1 0
0.5
2.5

5

0.5
2.5

12 0
0.5

2.5
5

0.009 (0.0001-0.024)
0.005 (0.002-0.020)
0.005 (0.0009-0.014)

0.009 (0.003-0.017)

0.014 (0.0009-0.036)
0.003 (0.0001-0.005)
0.020 (0.006-0.027)
0.012 (0.001-0.029)

0.011 (0.002-0.017)
0.009 (0.004-0.010)
0.002 (0.002-0.013)
0.012 (0.007-0.028)

Los datos se muestran como mediana con percentiles 25% y 75%. Nivel

de significancia estadistica, p<0.05.
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Figura 13. Concentraciéon de carbonilos proteicos en nmol mL* en mioblastos de
humanos y elefante marino del norte. A) 1 h, B) 6 h y C) 12 h de incubacion,
expuestos a concentraciones crecientes de cloruro de cadmio (CdClz). * indica
diferencias entre especies. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.
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8. DISCUSION

El Cd interfiere con los procesos vitales de las células simulando ser un
elemento esencial y de manera indirecta provoca un incremento en la produccion
de ERO (Martelli et al., 2006; Liu et al., 2009; Taki, 2013). Para contrarrestar el dafio
celular provocado se activan mecanismos de proteccion, el mas importante de ellos
tiene como protagonista al glutation. El glutation ayudado por enzimas como GST,
GR y GPx protegen a las células de los efectos causados por Cd (Chiny Templeton,
1993; Beyersmann y Hechtenberg, 1997); en ocasiones este sistema resulta
superado por la cantidad de Cd y se generan dafios a proteinas, lipidos y ADN;
reduciendo con ello la viabilidad celular (Chin y Templeton, 1993; Eneman et al.,
2000; Nzengue et al., 2011).

8.1 Sobrevivencia

Los dafos causados a las células por quimicos como el Cd conllevan una
serie de procesos que pueden culminar en la muerte celular (Waisberg et al., 2003;
Maret y Moulis, 2013; Taki, 2013). La muerte celular puede ocurrir por dos procesos:
a) necrosis, causada por un dafio fisico, quimico y osmético asociado a la ruptura
la membrana celular; y b) apoptosis, asociada a marcadores celulares que activan
su propia muerte (Kroemer et al., 1995).

De acuerdo a Hart et al. (1999) y a Song et al. (2015) la viabilidad de las
células disminuye conforme se incrementa el tiempo de exposicion a 10 y 20 uM
CdCl2 mL*! y la sensibilidad que presenten al tratamiento depende del tipo de
células. En el presente estudio, se registré una sobrevivencia del 87 al 95% para los
mioblastos de humanos expuestos a concentraciones de 0 a 5 uM CdCl2 mLt Esto
puede sugerir que las dosis empleadas en este estudio fueron lo suficientemente
bajas para no inducir la muerte celular. También, es posible que a dosis bajas sea
necesario un mayor tiempo de incubacién para poder observar cambios mas
drasticos en la sobrevivencia de las células en cultivo. Otro punto a considerar es

que el cultivo no esté muriendo como consecuencia de la exposicion, sino que esté
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disminuyendo la proliferacion celular; de acuerdo a Templeton y Liu (2010) esto
ocurre a concentraciones submicromolares y por debajo de 10 uM CdCl2 mL™?

A diferencia de los mioblastos de humano, los de elefante marino del norte
presentaron un intervalo de sobrevivencia de 40 a 80% entre las distintas
concentraciones y tiempos de incubacion utilizados. De acuerdo a Hart et al. (1999)
la sobrevivencia de las células disminuye 15% entre el grupo control y el expuesto
a 20 uM CdCl2 mL? por 24 h. Sin embargo, en los mioblastos de elefante marino
del norte los grupos control a 6 y 12 h de incubacion presentaron una sobrevivencia
menor respecto a los expuestos a CdClz. Dado que el efecto que causa la exposicion
al Cd depende, no sélo de la duracion y nivel de exposicion, sino de otros factores
intrinsecos de la propia célulay su estado metabdlico actual Templeton y Liu (2010);
la mortalidad de los mioblastos de elefante marino del norte en cultivo no puede ser
atribuida directamente al tratamiento de exposicion a CdClz sino posiblemente a

condiciones de mortalidad intrinseca del cultivo.

8.2 Defensas antioxidantes

8.2.1 Glutation S-transferasa (EC 2.5.1.18).

Una de las principales enzimas que conforman el sistema de detoxificacion
fase Il, es GST. Esta enzima cataliza la conjugaciéon del grupo tiol del GSH a un
segundo sustrato (Halliwell y Gutteride, 2007); en este caso el segundo sustrato es
Cd*2. Con esta reaccion se evita que el Cd siga reaccionando con otras moléculas
y pueda ser eliminado del sistema a través de la bilis y orina (Arita y Costa, 2009;
Maret y Moulis, 2013).

En el presente estudio al comparar la actividad de GST en mioblastos de
humano sometidos al mismo tratamiento de CdCl2 y diferentes tiempos de
incubacion, no se observaron diferencias significativas; sin embargo, en mioblastos
de elefante marino del norte, a pesar de no existir diferencias significativas, es

posible observar un patrén. A bajas concentraciones (0.5 y 2.5 uM CdCl2 mL?) la
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actividad de GST aumenta a 6 h y disminuye a 12 h de incubacién, mientras que a
altas dosis (5 uM CdCl2 mL?) la actividad se mantiene a 6 h y disminuye
drasticamente a 12 h de incubacion. Este patron fue también detectado en células
musculares C2C12 de ratones por Yano y Cintra-Gomes (2005), en las que la
actividad de GST se eleva a bajas concentraciones de Cd (1-3 yM), pero se inhibe
al incrementar la concentracion (> 5 uM). Los cambios en la actividad de GST se
deben a la activacion de mecanismos para desactivar las moléculas de Cd, y evitar
que éstas reaccionen con otras moléculas al interior de la célula (Arita y Costa,
2009; Taki, 2013).

Adicionalmente estos datos sugieren que, en los periodos mas cortos de
incubacion, las células fueron sometidas a estrés fisioldgico y se activo el sistema
de detoxificacién para contrarrestar el efecto de Cd. El incremento en la actividad
de GST se relaciona directamente con la produccién de GSH (Yano y Cintra-Gomes,
2005) que atrapa ERO y actua como cofactor en el metabolismo de detoxificacion
de dichas moléculas (Halliwell y Gutteridge, 2007). Es posible que, al transcurrir el
tiempo de incubacion o incrementar la concentracién de Cd, el incremento de ERO
exceda la capacidad de aumento de la actividad de GST y/o la capacidad catalitica
para reducir GSH; esto ultimo lleva a un desbalance entre la cantidad del sustrato
(Cd) y de GSH, evitando con ello que GST catalice la reaccién (Mehlen et al., 1997;
Yano y Cintra-Gomes-Marcondes, 2005; Casalino et al., 2006).

Al comparar entre especies, en este estudio se observa una mayor actividad
de GST en mioblastos de humano en todos los tratamientos (sélo significativa para
el grupo control a 1 h y el tratamiento 0.5 CdCl2 mL* a 12 h). Estos datos sugieren
que las células de mamiferos marinos responden de manera diferente, quiza debido
a que generalmente estas especies se encuentran sometidas a mayores niveles de
contaminantes, como el Cd (Méndez et al., 2002), y/o a que presentan mayores
niveles de antioxidantes que los mamiferos terrestres para contrarrestar el estrés
oxidativo al que estan sujetos como producto del ciclo isquemia-reperfusion

asociado al buceo (Zenteno-Savin et al., 2002; Vazquez-Medina et al., 2006).
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8.2.2 Glutation disulfuro reductasa (EC 1.8.1.7)

Para que GSH pueda seguir donando electrones, ya sea para convertir el
peroxido de hidrogeno (H202) a agua o para unirse al Cd, es necesario que regrese
de su forma oxidada (GSSG) a su forma reducida (GSH), esta transformacion la
cataliza la enzima GR, utilizando como cofactor al NADPH (Halliwell y Gutteridge
2007).

En el presente estudio, la actividad de GR en mioblastos de humano y
elefante marino del norte disminuy6 (NS) con el tiempo de incubacién a diferentes
concentraciones de CdClz. La disminucién de la actividad de GR esta relacionada
con reduccion de los niveles de GSH que conlleva a acumulacion de GSSG, ello
provoca desbalance en la tasa GSSG:GSH-Eq, asi como un potencial estado de
estrés oxidativo en la célula; ademas, al reducirse los niveles de GSH, éstos pueden
resultar insuficientes para mantener la actividad de GST. De acuerdo a Kim et al.
(2010) el Cd puede interferir con la regulacion de la actividad de GR; esta
interferencia produce cambios diferentes en distintos tipos de células y, en conjunto
con la actividad de GPx, puede ayudar a explicar la sensibilidad de cada tipo de

célula a estrés oxidativo (Yano y Cintra-Gomes, 2005).

8.2.3 Glutation peroxidasa (EC 1.11.1.9)

Otra de las formas en las que el GSH ayuda a contrarrestar el estrés oxidativo
ocasionado por el Cd es a través de la enzima GPx, la cual se encarga de remover
el H202, convirtiéndolo en agua, utilizando dos moléculas de GSH que son oxidadas
a GSSG (Halliwell y Gutteridge, 2007).

En el presente trabajo, se observé que la actividad de GPx en mioblastos de
humanos se incrementa a 6 h de incubacion (p<0.05). Este incremento en la
actividad de GPx sugiere que la exposicion a Cd en este tipo de células incrementa
la produccion de ERO, particularmente H202, lo que podria reflejarse como una
mayor demanda de GSH para contrarrestar el estrés oxidativo provocado por Cd
(Yano y Cintra-Gomes, 2005).
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Al comparar entre especies, la actividad de GPx en los mioblastos de elefante
marino del norte corresponde a sélo el 5% de la observada en mioblastos de
humanos (p<0.05). De acuerdo a Yang et al. (2006), el Cd causa una disminucion
de la tasa GSH/GSSG en células HepG2 y glioma C6, pero existe una mayor
sensibilidad de las ultimas; los autores sugieren que las enzimas involucradas en el
metabolismo del glutation difieren entre tipos de células. Los resultados del presente
estudio sugieren que, al ser mayor la actividad de GPx en mioblastos de humano,
éstos son mas sensibles al CdClz que las del elefante marino. Esto apoya la
hipotesis del presente estudio que los mayores niveles de antioxidantes, debido a
los procesos de isquemia/reperfusién asociados al buceo, en mamiferos marinos
(Zenteno-Savin et al., 2002; Vazquez-Medina et al., 2006; Vazquez-Medina et al.,

2007) les provee una mayor proteccion contra exposicion a Cd.

8.2.4 Purina nucledsido fosforilasa (EC 2.4.2.1).

La enzima PNP participa en el metabolismo de purinas, es la encargada de
eliminar la ribosa-1-fosfato de los nucledsidos guanosina, xantosina e inosina,
dando como resultado guanina, xantina e hipoxantina, respectivamente (Chu et al.,
1989; Lehninger et al., 2005). Ademas participa en procesos de detoxificacion
celular, y también se le conoce como arsenato reductasa, ya que se encarga de la
transformacion del arsenato (AsY) a arsenito (As'") (Bzowska et al., 2000; Gregus y
Nemeti, 2002; Radabaugh et al., 2002; De Chaudhuri et al., 2008).

En el presente estudio, la actividad de PNP en mioblastos de humanos fue
mayor a 1 h de exposicién, mientras que en mioblastos de elefante marino del norte
la actividad de PNP aument6 con el tiempo de incubacion (p<0.05) y a 6 h de
incubacion la actividad increment6 a bajas concentraciones (0.5y 2.5 uM CdCl. mL-
1) y disminuyé a altas concentraciones (5 uM CdCl2 mLt). De acuerdo a Gregus y
Nemeti (2002), PNP, al poseer cisteina en su estructura, aporta grupos tiol junto con
GSH, ademéas de trabajar en conjunto con esta molécula. En el caso del Cd, esta
aportacion de grupos tiol contribuye a que la enzima GST pueda facilitar la

eliminacion del Cd. Por otro lado, PNP puede contribuir a la regeneracion del GSH
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a través del metabolismo de purinas, en el cual se encarga de transformar las
purinas a sus bases mas simples que, a través del reciclaje de purinas, restablece
los niveles de ATP. EI ATP es la fuente de energia para las enzimas gama-glutamil-
cisteina sintetasa y GSH sintetasa, encargadas de producir GSH a partir de los
aminoacidos L-glutamato y L-cisteina (Meister, 1995; Lin y Yang, 2007).

Por otro lado, al comparar entre especies se observan mayores actividades
de PNP en mioblastos de humanos que en mioblastos de elefante marino del norte,
en todos los tratamientos y tiempos de incubacion (p<0.05, excepto en grupo control
al2hy2.5uM CdCl2mL*a6 h). Estas diferencias han sido reportadas previamente
por Lopez-Cruz et al. (2014) en eritrocitos de elefante marino del norte y humano,
ellos sugieren que PNP incrementa su actividad en mamiferos no buceadores, como
el humano, en respuesta a la degradacion de ATP, mientras que, en mamiferos
buceadores, como el elefante marino, la cantidad de nucledtidos de guanina y
adenina es mantenido por la via de reciclaje por lo que la actividad de PNP es

menor.

8.2.5 Glutatién

El GSH es la primera linea de defensa contra la toxicidad de Cd (Sighal et
al., 1987), ya que es necesario para secuestrar el Cd?* que es liberado de la
degradacion lisosomal del Cd unido a metalotioneinas (Sk y Bhattacharya, 2006).
El GSH también tiene funciones importantes en el metabolismo celular, entre las
qgue se incluyen el mantenimiento del estado reducido intracelular, almacena y
transporta cisteina, protege a la célula del estrés oxidativo al reaccionar con ERO
antes de que interactlen con otras proteinas esenciales y participa como sustrato
especifico para enzimas como GPxy GST (Meister, 1995; Sk y Bhattacharya, 2006).

En el presente estudio, al comparar entre especies se observa una menor
concentracion de GSH en mioblastos de humano en el tratamiento a 2.5y 5 uM
CdCl2 mL* a 1 h de incubacién, en el tratamiento 2.5 uM CdCl2 mL*a 6 h de
incubacion y en el grupo control a 12 h de incubacion. De acuerdo a Suzuki y

Cherian (1989), la disminucién de GSH incrementa la toxicidad del Cd, al no poder
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contrarrestar sus efectos; por otro lado, Sk y Bhattacharya (2006) sugieren que, en
células del epitelio renal, si se reducen los niveles de GSH las células son
susceptibles a la toxicidad de Cd, aun a niveles muy bajos del metal. Lo encontrado
por estos autores sugiere que los mioblastos de humano son mas sensibles a bajas
concentraciones de Cd, en comparacion con los mioblastos de elefante marino del
norte. Trabajos como los de Vazquez-Medina et al. (2006, 2007) han reportado
mayores concentraciones de GSH en mamiferos marinos en comparacion con
mamiferos terrestres. Estos mayores niveles de antioxidantes en mamiferos
marinos son asociados a la capacidad de suspender la respiracién durante el buceo
en apnea y los consecuentes ciclos de isquemia-reperfusion, que por si mismos
aumentan la produccion de ERO (Halliwell y Gutteridge, 2007).

La concentracion de GSSG fue mayor en elefante marino del norte en los
tratamientos a 0.5, 2.5y 5 uM CdCl2 mL*a 6 h de incubacién y en el grupo control
a 12 h de incubacion (p<0.05). Ello sugiere que la concentraciéon de GSSG aumenta
debido a que GSH esta donando sus electrones para evitar que H202 cause dafio
en la célula. Por tanto, GPx podria contrarrestar el efecto del Cd sobre la produccién
de ERO, mientras que la actividad de GR disminuye y no se regenera el GSH, el
sistema no podria seguir funcionando para evitar los dafios ocasionados por Cd
(Waisberg et al., 2003; Halliwell y Gutteridge, 2007; Nzengue et al., 2011).

8.3 Daio oxidativo

8.3.1 Tasa de glutatién oxidado: glutation total (GSSG:GSH-EQ)

Las células vivas mantienen estables los niveles de metabolitos
intermediarios como GSH y GSSG a través de reacciones enzimaticas especificas
para producirlos o degradarlos; sin embargo, este balance puede ser perturbado por
un incremento en la produccion de ERO debido a la exposicion a Cd (Beyersmann
y Hechtenberg, 1997; Yang et al., 2004; Martelli et al., 2006). La tasa o relacion
entre los niveles de GSSG y GSH-Eq se utiliza como un indicador del cambio del

estado oxidado y reducido en la célula (Jones, 2002)
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En el presente estudio, no se encontraron diferencias en GSSG:GSH-Eq
entre los tiempos de incubacion, las concentraciones de exposicion, ni entre
especies. Estos datos sugieren que a pesar de existir cambios en las actividades de
algunos antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) debido a la exposicion a Cd,

el sistema actla de manera eficiente para evitar dafios intracelulares.

8.3.2 Carbonilos proteicos

Las ERO pueden dafar todo tipo de moléculas biologicas, entre ellas las
proteinas, las cuales pueden formar carbonilos proteicos. Los carbonilos proteicos
son producidos a partir de la reaccion de aldehidos o cetonas procedentes de
lipoperoxidacion o de oxidacion de azucares/carbohidratos con proteinas; estas
modificaciones son relativamente estables y sensibles a su deteccion, por lo que
son usadas como marcadores de estrés oxidativo (Dalle-Donne et al., 2003).

En el presente estudio no se observaron diferencias significativas en los niveles
de carbonilos proteicos en mioblastos de humano y de elefante marino del norte en
respuesta a la exposicion a CdClz. Ello sugiere que los cambios en la actividad de
las enzimas antioxidantes y los antioxidantes que participan en los mecanismos de
detoxificacion fueron suficientes para evitar un dafio oxidativo aun a las

concentraciones de CdCl2 mas elevadas.
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9. CONCLUSIONES

La sobrevivencia en mioblastos de humanos fue del 87 al 95%, lo cual puede
sugerir que las dosis empleadas fueron suficientemente bajas para evitar la
muerte celular, o que el tiempo de incubacion fue muy corto para poder
observar cambios significativos en la sobrevivencia.

La sobrevivencia en mioblastos de elefante marino del norte presentd un
amplio intervalo (40-80%), estas variaciones no pueden ser atribuidas a la
exposicidén a Cd, sino posiblemente a la mortalidad intrinseca del cultivo.
Las células de elefante marino del norte y de humano no responden de la
misma manera a la exposicién a Cd; debido a que los mamiferos marinos se
encuentran expuestos a mayores niveles de Cd de manera natural, tal vez
no son tan susceptibles a dafio oxidativo. También, es posible que, debido a
gue los mamiferos marinos presentan mayores niveles de antioxidantes que
los mamiferos terrestres, estas moléculas que les permiten contrarrestar el
estrés oxidativo provocado por Cd.

La actividad de las enzimas responsables del metabolismo del glutation
difiere entre tipos de células y entre especies. Los resultados del presente
estudio sugieren que los mioblastos de humano son mas sensibles a la
exposicion a Cd que los de elefante marino del norte.

Los resultados del presente estudio sugieren que la enzima PNP contribuye
a la regeneracion de GSH en mioblastos de humanos, como respuesta a la
alta demanda de ATP requerida para eliminar el Cd.

El sistema de detoxificacion analizado en este estudio aparentemente es
suficiente para evitar el dafio a proteinas y para mantener el estado redox de
los mioblastos de humanos y elefantes marinos del norte bajo las condiciones
de exposicion a Cd (0.5-5 uM, 1-12 h) utilizadas.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo A

Carta de Consentimiento Informado
Central de Especialidades Médicas CEM

1. Nombre del estudio y Patrocinador

“RESPUESTA ANTIOXIDANTE A LA EXPOSICION A CADMIO EN MIOBLASTOS DE
MAMIFEROS MARINOS Y MAMIFEROS TERRESTRES”

El estudio se llevard a cabo en el Central de Especialidades Médicas de La Paz Baja
California Sur por Investigadores de dicho Hospital.

2. Propésito del estudio

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio de investigacién que se lleva a cabo con
el propdésito determinar la respuesta antioxidante ante la exposicion a cadmio en cultivos
primarios de mioblastos provenientes de pacientes sometidos a cirugia exploratoria, bajo
condiciones basales, por lo que pensamos que pudiera ser un buen candidato para
participar en este proyecto. Al igual que usted, 12 personas mas seran invitadas a participar.
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion
gue le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea 0 no
participar.

3. Procedimientos

Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

-Durante su cirugia se tomara una porcion de musculo de aproximadamente 30 mgs con un
tamafio aproximado a una semilla de lenteja. Las muestras se tomaran del masculo recto
abdominal, esto no le ocasionara ninguna molestia durante o posterior a su cirugia.

4. Posibles riesgos y molestias.
La toma de muestra de musculo, no le ocasionara molestia alguna porque se utilizaran los
pequefios trozos de tejido muscular que son cortados durante el mismo procedimiento.

5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.

¢ No recibird un pago por su participacion en este estudio, ni implica gasto alguno para
usted.

¢ No recibira ninguin beneficio al participar en este estudio.

e Un posible beneficio de su participacién en este estudio es que los resultados de las
pruebas de laboratorio que le realizaremos le proporcionaran informacion sobre su estado
de salud. El saber que su estado de salud es bueno pudiera ser un beneficio para usted.

¢ Si bien los beneficios directos para usted pudieran no existir, los resultados del presente
estudio contribuiran al avance en el conocimiento de la cadena causal de los riesgos de
la exposicion a cadmio y otras enfermedades relacionadas a la exposicion de este
elemento traza. Ademas, los resultados de este estudio brindaran informacién relevante
para el mejor manejo de personas como usted para brindara informacion de gran utilidad
para futuros programas de prevencion primaria y secundaria.
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6. Participacién o retiro.

Su participacién en este estudio es completamente voluntaria. Si en un principio desea
participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede abandonar el estudio en
cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que quiera no modificara de
ninguna manera el que nosotros le brindemos los resultados hasta el momento recabados.
De tal forma que se le pedira que responda sobre datos personales.

7. Privacidad y confidencialidad.

La informacién que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial.
La informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o, (su
nombre, teléfono y direccion) sera guardada de manera confidencial. Sus datos personales
seran guardados por separado para mantener la confidencialidad y de los resultados de sus
pruebas. Sus datos personales y sus resultados seran guardados en un archivero bajo llave
en las oficinas del Dr Ramon Gaxiola Robles investigador responsable. Sélo el equipo de
investigacion tendrd acceso a su informacion.

Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias, no
se dard informacion que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegida y
ocultada. Para proteger su identidad, su nombre y toda informacién que pudiera ser utilizada
para identificarla/o no estara vinculada con la informacién que nos proporcione en la
entrevista y con los resultados de sus estudios de gabinete y laboratorio. Le asignaremos
un nimero que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese niumero en lugar de
su nombre en nuestras bases de datos. Guardaremos toda su informacion en bases de
datos seguras que estaran protegidas por una clave de acceso. Toda la informacién sera
destruida 5 afios después de concluir el estudio.

8. Personal de contacto para dudas y aclaraciones

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse de 8:00 a 20:00 h, de lunes a viernes con el Dr. Ramon Gaxiola Robles, que
es el investigador responsable del area médica, al teléfono: 612 3485229 o en el Hospital
Central de Especialidades Médicas de la Paz ubicado en Delfines No. 110 Fraccionamiento
FIDEPAZ en La Paz BCS, México.

Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se
describe.

[__] No autorizo

[ ] Si autorizo participar en el estudio y que se me tome la muestra de musculo que se
emplearan en el laboratorio para los estudios pertinentes.

Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha
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Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacién al participante y he contestado todas sus
preguntas. Creo que él/ella entiende la informacidn descrita en este documento y libremente
da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del Investigador Fecha

Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmo este formato de consentimiento
informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre del Testigo 1.

Firma del Testigo Fecha

Nombre del Testigo 2.

Firma del Testigo Fecha
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Anexo B
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Anexo C

11.3
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11.4 Anexo D

Concentracion de carbonilos proteicos en mioblastos de humano y elefante marino
en los diferentes tiempos de exposiciéon a CdClo.

Especie TIEMPO Carbonilos proteicos
(h) (nmol mg™ proteina)
Humano 1 0.01 (0.004-0.18)
6 0.018 (0.003-0.07)

0.015 (0.005-0.14)

Elefante marino 1 0.006 (0.0001-0.02)
®  0.006 (0.0001-0.036)
12

0.009 (0.002-0.028)

Los datos se muestran como mediana con valores minimos y
maximos. Nivel de significancia estadistica, p<0.05.



