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ENVIO DEL GEN y-GLUTAMILCISTEIN LIGASA
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Introduccion: El cadmio y el arsénico generan estrés oxidativo
como mecanismo de accién tdxica.! Por su parte, las células han
desarrollado diversos sistemas para contrarrestar este tipo de
toxicidad mediante la sintesis de proteinas de estrés y de ele-
mentos antioxidantes.? En este trabajo analizamos la respuesta
alaexposicion invitro a cada metal y el efecto del envio del gen
de la y»-glutamilcistein ligasa (y-GCL), enzima clave para la sinte-
sis de glutatién (GSH),® como un elemento protector contra la
toxicidad por estos metales.

Metodologia: Células HeLa fueron expuestas a una concentra-
cién subletal de 5 uM Cd?* 0 20 uM As3* 24 h posterioresasu
siembra, y 24 h después fueron recolectadas para el analisis
mediante RT-qPCR de laexpresion de diversos genes relaciona-
dos a la respuesta de estrés y de respuesta antioxidante, ademas
de realizar andlisis de la actividad enzimatica de -GCL. En otro
disefio experimental se clonaron en un plasmido las subunidades
cataliticay reguladora del gene de »-GCL (pGCL) para su poste-
rior envioalas células HelLa. La proteccion conferida por esta via
ante laexposicion a diversas concentraciones de Cd?** 0 As** fué
analizada mediante el ensayo de actividad metabolicade MTT a
las 72 h posteriores al envio (24 h después de la exposicion a los
téxicos).

Resultados: EI Cd?* incrementé significativamente la expre-
sion de metalotioneina (MTAL), heme oxigenasa (HMOX1) y
glutation S-transferasa (GSTAL) (150, 100 y 43-veces, respecti-
vamente). El As** increment6 HOX1 (44 veces) y MTAL (22
veces). No se observaron cambios significativos en la expresion
de las subunidades cataliticay moduladora de -GCL, glutation
sintetasa (GSS), superéxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa (GPX). Cuando se transfectaron las células con el
plasmido y-GCL se observo en la actividad metabdlica de las
células una proteccién significativa a la toxicidad por ambos
metales (Figuras).

Discusion y conclusiones. Al tiempo evaluado, las enzimas
principalmente comprendidas en la respuesta a las especies
reactivas de oxigeno como SOD, GPx Yy las relacionadas con la
sintesis de GSH no incrementaron su expresién en magnitud
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tan significativa como lo hicieron las proteinas de respuesta a
estréscomo MTAL, HOX1y GSTAL Lo anterior puede indicar
la preferenciaen la respuesta celular primaria para la resolucién
de la toxicidad mediante proteinas de estrés en vez de proteinas
con funcién antioxidante reconocida. Es de notar lamayor mag-
nitud en la respuesta de induccion de expresion de este tipo de
genes por el Cd** en comparacion al As*2 utilizando la misma
CI50 de actividad metabdlica. Por otro lado, la transfeccion con
el pGCL significativamente mejoro la actividad metabdlica de
MTT de las células HeLa, indicando que la sobre-expresion de y
-GCL y por lo tanto la sintesis incrementada de GSH puede ser
unaalternativa potencial de terapia génica contra la toxicidad por
metales o de enfermedades relacionadas con estrés oxidativo.

REFERENCIAS
1. Valko M, et al. Chem Biol Interact 2006; 160:1-40.
2. Halliwell B. Annu Rev Nutr 1996; 16: 33-50.
3. Deneke SM, Fanburg BL. Am JPhysiol 1989; 257: L163-L173.

130

MEMORIAS PROGRAMA



http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/medi-artemisa

