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RESUMEN

El gas mostaza es un agente toxico sintético que se utilizé el siglo pasado con fines
bélicos. Se trata de una sustancia vesicante, ya que se absorbe principalmente por la
piel produciendo ampollas, edema, irritacién, ulceraciones y quemaduras. También
puede absorberse por via ocular (conjuntiva) y via respiratoria. Su principal
mecanismo de accién es la alquilacidn de diversos componentes celulares, incluido el
ADN. Su intervencién en mecanismos inflamatorios produce la liberacién de especies
reactivas de oxigeno que provocan mutaciones en el ADN, alterando la divisiéon celular
y en ultima instancia causando la muerte celular.

En este estudio se ha trabajado con fibroblastos humanos cultivados en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) y con uno de sus derivados, el sulfuro
de mostaza con férmula quimica 2-cloroetil- sulfuro (CES), para determinar la
viabilidad celular tras una exposicidon de 30 minutos a diferentes concentraciones de
CES (200, 500, 1000 y 2000 uM). Se ha calculado que la dosis letal al 50% (LD50) se
encuentra cercana a 1000 uM mediante el uso de la técnica MTT (Thiazolyl Blue
Tetrazolium).

A través de la citometria de imagen AMNIS hemos podido diferenciar los
diferentes tipos de muerte celular (necrosis, necroptosis, apoptosis temprana,
apoptosis tardia) que produce el sulfuro de mostaza a la concentracion LD50 de 1000
UM

Se ha comprobado por primera vez el efecto protector que ofrece el radical libre
guercetina frente a la toxicidad celular que causa el sulfuro de mostaza. Este estudio
ha utilizado concentraciones de quercetina de 0.5y 2.5 uM en fibroblastos expuestos a
sulfuro de mostaza a 1000 uM, habiéndose obtenido una proteccion celular del 66,22 y

88,96% respectivamente.
PALABRAS CLAVE

Gas sulfuro de mostaza, citometria de imagen, MTT, apoptosis, necrosis, necroptosis,

alquilacién, cloroetil sulfuro, fibroblasto, quercetina.






SUMMARY

Mustard gas is a synthetic toxic agent which was used over the last century with
warfare means. It is a vesicant substance due to its skin absorption producing blisters,
edema, irritation, ulceration and burns. It can also be absorbed through ocular
(conjunctiva) and respiratory tract. The main mechanism of action is alkylation of
several cellular components, including the DNA. Its intervention in inflammatory
mechanisms produces the liberation of reactive oxygen species that cause DNA

mutations, altering the cellular division and finally cellular death.

This study has worked with human fibroblasts cultivated in DMEM medium
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) and one of its products, sulfur mustard with the
chemical formula 2-Chloroethyl ethyl sulfide (CES), to determine cellular viability after
a 30 minute exposition to different CES concentrations (200, 500, 1000 y 2000 pM).
We have estimated a lethal dose of 50% (LD50) at nearly 1000 uM by the technique
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium).

We have differentiated the multiple types of cellular death by image cytometry
AMNIS (necrosis, necroptosis, early apoptosis, late apoptosis) that sulfur mustard

produces in a LD50 of 1000 uM.

For the first time it has been confirmed the protective effect of the quercetin free
radical against cellular toxicity caused by sulfur mustard. This study has used quercetin
concentrations of 0,5 and 2,5 uM in human fibroblasts exposed to sulfur mustard at

1000 M, obtaining a cellular protection of 60 and 80% respectively.

KEYWORDS

Sulfur mustard gas, image cytometry, MTT, apoptosis, necrosis, necroptosis,

alkylation, 2-Chloroethyl ethyl sulfide, fibroblast, quercetin.






INTRODUCCION

A.Recuerdo histdrico de gas mostaza

El sulfuro de bis (2-cloroetilo) (CES), utilizado para la realizacién de este trabajo, es
un derivado de otro compuesto que reunid ciertas caracteristicas para ser utilizado
como agente de guerra quimica durante algunas de las operaciones militares del siglo
pasado. Actualmente esta sustancia estd dentro de un mismo grupo al que se le ha
denominado coloquialmente como “gas mostaza” o “iperita”, aunque su formulacién

guimica sea ligeramente variable (Batal et al., 2014).

La mostaza de sulfuro (SM) o sulfuro de bis(2-cloroetilo), es un liquido aceitoso
que varia entre la gama de color transparente a pardo e inodoro, excepto a
concentraciones elevadas; los primeros afectados describian un olor picante que les
recordaba al ajo, cebolla o0 a la mostaza (quizas debido a la mezcla con otras sustancias
guimicas), de ahi que sea el origen del denominado gas mostaza. Es un agente toxico
de tipo vesicante ya que se absorbe por la piel produciendo irritacién, edema,
ampollas y quemaduras; llagas en mucosas externas y afectacidn en vias respiratorias

al entrar en contacto (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010).

SM no se encuentra en el medio ambiente de forma natural, sino que se sintetizé
por primera vez en 1860 gracias a Guthrie en Reino Unido y por Niemann en Alemania;
la produccién del compuesto purificado se informd por primera vez por Meyer en
1886. A partir de esa fecha se ha estado utilizando con fines bélicos y no industriales
como si lo han hecho otros compuestos quimicos que se inventaron al mismo tiempo.
Fue utilizada por primera vez, como agente quimico de guerra, durante la Primera
Guerra Mundial (1917) por parte de los alemanes que bombardearon la ciudad belga
Yprés (de ahi el nombre de iperita) y se ha seguido utilizando con la misma finalidad
hasta fechas mds recientes, como es el caso del conflicto que tuvo lugar en los paises

Irdn e Irak en 1988 (Batal et al., 2014).
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TFG- Introduccidn

Este compuesto ha sido utilizado cuando los italianos invadieron Etiopia entre los
anos 1935 y 1936, en la invasion China por los japoneses entre 1937 y 1945 y en la
intervencion egipcia en el pais oriental de Yemen en los afios 1963 a 1967. Incluso se

utilizé en Espafia en la guerra del Rif en la década de 1920.

Tras la primera guerra mundial, se identificaron analogos nitrogenados, sustancias
que ya eran conocidas, pero que fueron modificadas de forma que tuviesen mayor
eficacia en cuanto a fines bélicos; algunos de estos nuevos compuestos nitrogenados
son: tris-(2-cloroetil) amina, metil- y etil-bis-(2-cloroetil) amina cuyas abreviaturas son
HN3, HN2 y HN1 respectivamente. Estos compuestos nitrogenados, junto con la SM

fueron utilizados durante la segunda guerra mundial (Sznicz L., 2005).

B. Mecanismo de accion de SM

1. MECANISMO DE ACCION TOXICOLOGICO

Todavia no se conoce muy bien el mecanismo de accidn de las mostazas de azufre
y de nitrégeno; pero existen varias hipdtesis como es la reaccidon de ciclacién
intramolecular que da lugar a reactivos intermedios; esos reactivos son iones sulfonio,

por parte de la mostaza de azufre, o amonio, de la mostaza nitrogenada.

 CHy-CH,-Cl
S
™ CH,-CH,-Cl

HZOlTE

/ CH,

Cl-CH,-CH,-S* 16n Sulfonio

\CH
1 :

Alquilacion de DNA, RNA,
glutationy proteinas

Figura 1.: Formacidon de iones sulfonio que
causan alquilacion (Pita R. and Vidal-Asensi S,
2010)
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La generacion en el organismo de estos intermediarios reactivos debido al
contacto con estas sustancias conduce a una reaccion con diferentes moléculas o

estructuras celulares (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010).

Los iones sulfonio y amonio son potentes agentes alquilantes del &cido
desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN), glutation y proteinas, entre otros,

tal y como se aprecia en el esquema anterior (Kehe Kai and Szinicz Ladislaus, 2005).

Sulfur mustard —» reactive intermediates: sulfonium and carbenium cation

H )01 glutathionel DNA l RNA membranel proteins / enzymes l

| — I alkylation of alkylation of
Thiodiglycol decreased DNA - .
T damage membrane proteins functional groups
VN | !
reactive oxygen altered protein altered signal enzyme
species synthesis transduction inhibition
! ' '
membrane PARP activation cell cycle metabolic
damage NAD depletion arrest impairment

| v N/

| Local Immune Response I l Tissue Damage ‘ I Decreased Repair

Figura 2.: Interacciones y efectos del gas mostaza sobre las células (Kehe Kai and Szinicz

Ladislaus, 2005)

Las mostazas, ya sean nitrogenadas o de azufre (SM), en general se comportan de
forma similar ya que poseen los mismos mecanismos de accién. Aunque que existen

algunas diferencias en cuanto a toxicidad entre la mostaza de azufre y la de nitrégeno,
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resultando este Ultimo grupo menos toxico segun la LD50 (Dosis Letal al 50%). (Keke
Kai et al., 2013). Dentro del grupo de las mostazas nitrogenadas también se han

comparado tanto los mecanismos como los efectos entre:

v’ Bis-(2-cloroetil) etilamina denominada HN-1
v’ Bis-(2-cloroetil) metilamina denominada HN-2

v’ Tris- (2-cloroetil) amina denominada HN-3.

Observandose diferencias muy sutiles entre ellas, de tal forma que en 2008,
Sharma Manoj y colaboradores, establecieron un orden de toxicidad de los

compuestos en funcién de la LD50 en ratones:

HN-2 < HN-1 < HN-3 < SM cuya via de administracién es percutanea

SM < HN-3 < HN-1 < HN-2 cuya via de administracion es subcutanea

La conclusién a la que llegan estos autores es, que las células que han estado
expuestas al gas mostaza, sufren mutaciones del material genético con alteraciones

en la divisién celular (Sharma et al., 2008)

Posteriormente Inturi Swetha y colaboradores, en 2014 observaron que cuando
las células eran expuestas a la mostaza de nitrégeno, se alteraba la estructura del
material genético surgiendo uniones covalentes de los compuestos mostaza con el
ADN celular, irrumpiendo en los mecanismos de transcripcién, transduccion, o incluso
en la organizacién de cromatina. Esas uniones covalentes con el ADN limitaban la
estabilidad electrolitica y podian persistir el tiempo suficiente como para interrumpir la

fase S del ciclo celular (Inturi Swetha et al., 2014).

Groehler Arnold y colaboradores corroboran estos datos con la mostaza de
nitrégeno en 2016, demostrando que puede afectar a la transcripcién, y de esta forma

se produce citotoxicidad y mutaciones celulares.
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Tras la exposicion a la mostaza de sulfuro, las uniones covalentes van
desapareciendo conforme la concentracion de los reactivos va disminuyendo, es decir
siguiendo la cinética de primer orden, excepto en dosis elevadas (Batal Mohamed et

al., 2013).

La sintesis proteica se ve alterada por dos vias. Una de ellas consiste en la
alquilacién directa del ADN y su afectacién por las especies reactivas del oxigeno (ROS)
que surgen de la interaccién de la mostaza con el glutatién; como consecuencia se
alteran la transcripcion para la formacion de ARN y la transduccion que iniciaria la
sintesis proteica. La otra via se ve modificada debido a la alquilacién directa de las
proteinas de la membrana celular produciéndose inhibiciéon enzimatica y alterando la
sefial de transduccidn. Todo ello contribuye a la alteracién del funcionamiento

celular.

Se sabe que la interrupcién de la polaridad celular junto con la pérdida de la
sefializacion de la integrina beta 4 puede sensibilizar a las células epiteliales a la
muerte celular apoptoética. Es posible que la pérdida de las uniones entre las células
mediante hemidesmosomas durante la exposicion de la mostaza de azufre puede
actuar de una manera similar a hacer que las células sean mas susceptibles a la

apoptosis (Greenberg Shari et al., 2006).

Smith y colaboradores en 1995 observaron que las enzimas que contienen grupos
sulfidrilo y que estdn encargadas de regular la homeostasis del calcio en la célula,

producian una reacciéon de alquilacién en la célula con los iones sulfonio y amonio.

Esto provoca un aumento de la concentracién intracelular de calcio que altera los
microfilamentos responsables de la integridad de la célula y activa endonucleasas,
proteasas y fosfolipasas, que finalmente provocan muerte celular. Pita R. y Vidal-
Asensi S. en 2010 corroboran esta informacién completdndola, de forma que

determinan que esa muerte celular se trata de apoptosis.
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Figura 3. Muerte celular (Smith et al, 1995)

Desde 1975 hay conciencia, gracias a Roth Eugene F. y colaboradores, que tras la
exposicién a la mostaza nitrogenada surgen una serie de procesos, que ellos todavia
no reconocian; observaron que habia una detencidn del consumo de energia de la
célula que desencadenaba su muerte. Afios después se ha observado que en esos
procesos estan implicadas las caspasas y citoquinas proinflamatorias que finalmente

producen apoptosis y necrosis celular (Kehe Kai and Sznicz Ladislaus., 2005).
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Los iones reactivos de SM y ROS dafian el ADN y conducirian a la activacién de
polimerasas (PARP), disminucion del ATP celular y necrosis. Otro tipo de muerte
celular que se ha observado ha sido la apoptosis mediante la activacidon de la via
extrinseca e intrinseca de apoptosis. La liberacién de prostaglandinas y de citocinas
proinflamatorias, que se ha relacionado con la activacién de NFkB, provocan necrosis.
Kehe Kai y colaboradores demostraron que se producia activacion de
metaloproteinasas de matriz (MMP) que podrian estar relacionadas con la
transduccion de la sefial, pero no lograron identificarla. Los inhibidores de las
polimerasas, farmacos antiinflamatorios, antioxidantes, e inhibidores de MMP podrian

ser medidas farmacoldgicas prometedoras para mejorar la clinica (Kehe Kai et al.,

2008).
/DHz— CH;—ClI
CH;!_ CH; | —
’/—"—"__‘____,.-",.d-—""’ H-\-‘"‘“-._
Cell membrane | | Decreased DNA NFkB Caspase
damage glutathione damage activation activation

Prostaglandine Reactive oxygen| | PARP activation (Pro)inflammatory
release spacieshk NAD depletion cylokine release |

e -

; MMP activation
Necrosie proteases |__

APOPTOSIS

Figura 4. Vias implicadas en la fisiopatologia de SM y posibles objetivos (rojo) para la

intervencién terapéutica. (Kehe Kai et al., 2008).

Todos estos procesos mencionados desencadenan muerte celular. Se sabe que
existen diferentes tipos de muerte celular, como son la apoptosis, necroptosis,
autofagia o necrosis. En este caso, se dan varios tipos de muerte celular, apoptosis,

necrosis y necroptosis celular.

Universidad de Zaragoza - 7 -



TFG- Introduccidn

Il. APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular programada es el proceso por el que las células
inducen su propia muerte en respuesta a determinados estimulos. En su proceso
ocurre un desmantelamiento progresivo del contenido celular por absorciéon de los
tejidos, disminucion del volumen celular, condensacion de la cromatina y escisién del

DNA cromosdmico en fragmentos.

Al contrario de las células necrdticas, la membrana plasmatica, mantendra
integridad hasta su eliminacién, sin producirse inflamacién ni vaciamiento del
contenido intracelular; su superficie va a emitir protrusiones y se desprenden trozos de
citoplasma rodeados de membrana, denominados cuerpos apoptdticos, de modo que
una célula adyacente o un macréfago los fagocita con rapidez, sin provocar respuesta

inflamatoria.

Este tipo de muerte celular, es un proceso controlado y regulado por numerosas
proteinas. Se distinguen dos grupos de proteinas: caspasas y las proteinas de la familia

Bcl-2 que se subdivide en: antiapoptdticas, proapoptdticas y sélo-BH3.

Existen dos mecanismos principales que inician la apoptosis, ambos a través de la
activacion de la ruta de las caspasas. Las caspasas son enzimas que estan implicadas
en la inflamacién o bien en la apoptosis. Cada via usa sus propias caspasas iniciadoras y

complejo de activacién (Alberts B. et al, 2002).

La via de la apoptosis tipo | o extrinseca esta relacionada por la unidn de ligandos

a miembros de la superfamilia de receptores de muerte de la membrana plasmatica.

El antigeno de membrana capaz de inducir sefiales de apoptosis es el Fas o Apo-1,
una proteina que pertenece a la superfamilia de los Factores de Necrosis Tumoral
(TNF) (Clement M. V. et al, 1994) y que esta presente en tejidos normales y lineas
tumorales y expresado en linfocitos activados. (Suda T. et al, 1993). Otros miembros
de esta familia son TNF tipo | y Il, el receptor de crecimiento neuronal (NFG) (Schulze-

Osthoff K. 1994).
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Greenberg Shari y colaboradores en 2006 publican unos resultados obtenidos
en cultivos de queratinocitos y en injertos de piel humana, los cuales habian sido
expuestos a SM y observaron que en la mayoria de las células se producian fenémenos
de apoptosis, debidos a un mecanismo mediado por caspasas a través de los
receptores de Fas/TNF; también observaron en pequefias poblaciones celulares

fendmenos de necrosis celular.

La via de apoptosis tipo Il, intrinseca o mitocondrial es producida en respuesta
a una lesion celular u otras formas de estrés como sefiales de muerte extracelular,
daios intracelulares, dafio al ADN, falta de oxigeno, de nutrientes o de sefiales que
influyen directa o indirectamente en el potencial de membrana mitocondrial y en su
capacidad oxidativa. Se produce la liberacidén irreversible en el citosol de proteinas de
la matriz mitocondrial y de membrana: citocromo C (componente de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial), factor inductor de la apoptosis (AlF),
endonucleasa G y proteinas Smac/Diablo (Hengartner M.O., 2000). De este modo se
inicia una cascada diferente de la extrinseca; el citocromo C liberado al citosol activa el
factor activador de proteasas apoptoticas-1 (Apafl) quien a su vez activara

procaspasas implicadas en la apoptosis, por ejemplo caspasa-9, procaspasa-3, -6 y -7.
l1l. NECROSIS

Es otro tipo de muerte celular regulada dependiente de caspasas. Se inicia con una
inhibicién de la fosforilacidon oxidativa, que activa vias de transduccién involucrando
proteinas quinasas, p53, proteinas de familia Bcl-2, PARP, proteasas, ROS,
mitocondrias (Mimeault M., 2002) dando lugar a una disminucidn de los segundos
mensajeros Ca’" y ATP y finalmente muerte celular. Es la expresién de la muerte
patoldgica de un conjunto de células o tejido, provocada por un agente o situacion
nociva, como estrés oxidativo, accion de sustancias quimicas o toxinas, exposicion a

radiaciones ionizantes, que no se puede reparar o curar (Hetz C. A. et al, 2005).

Smith Kathleen y colaboradores observaron ya en 1995 fendmenos que conducian

finalmente a la necrosis celular.
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Comienza con un desequilibrio en la homeostasis celular por disminucién de ATP y
pH intracelular (Lockshin R. A. et al, 2002) caracterizada por un influjo de agua y de
iones extracelulares (aumento de Na*y Ca*™ citosdlico) con un aumento de volumen de
la célula (Mimeault M., 2002), liberaciéon de ROS y perturbacién en la organizacién del
citoesqueleto que conducen finalmente a la alteracién de la integridad de la
membrana plasmatica y lisis (Leist. M et al, 1997), liberdndose el contenido
citoplasmatico al medio extracelular y generando la respuesta inflamatoria mediante

citoquinas.

Como resultado de todo lo anterior, debido a la exposicion al gas mostaza surgen
alteraciones en tejidos y dérganos, asi como en su reparacion (Kehe Kai and Szinicz

Ladislaus, 2005).

IV. NECROPTOSIS

Es un tipo de muerte celular programada que origina disfuncién mitocondrial y
permeabilizacion de la membrana plasmatica con la consiguiente liberacién del
contenido citoplasmatico al espacio extracelular dando lugar a reacciones
inflamatorias. Estd asociada a ROS pero sin fragmentacién del ADN (Wu W et al,,
2012). Se caracteriza por la activacidon del receptor de interacciéon de la proteina 1
(RIP1) que se activa en primer orden y del receptor de interaccidn de la proteina 3
(RIP3) (Cho Y. S. et al, 2009); ambas desencadenan la necroptosis e inhibicién de la
caspasa 8 y por tanto de la cascada de apoptosis; RIP1 determinara si las células

mueren por apoptosis o hecroptosis (Newton K. et al, 2014).

Algunos autores como Dunai en 2011 opinan que la necroptosis es un mecanismo
de accién inmunitario contra elementos patégenos (Dunai Z. et al, 2011), otros como

Welz que estd relacionada con modelos de inflamacién (Welz P. S. et al, 2011).

Seglin Mc Namara en 2013 seria un mecanismo para eliminar selectivamente

células tumorales (Mc Namara C. R. et al, 2013).
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V. TOXICIDAD EN EL ADN

La toxicidad intramolecular (figura 1) esta favorecida por la presencia de agua y
por un aumento de la temperatura, de ahi que las zonas mas humedas del cuerpo sean

las mds susceptibles. (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010)

La alquilacién que se da en el ADN da lugar a entrecruzamientos y rotura de las

cadenas del ADN, y se activan ciertas polimerasas. (Batal Mohamed et al, 2014).

sulfur mustard

Cl —CH3CH, H,
iy o
S - H>C’?+ sulfonium ion
/
CI—CH3CH, ClI—CH;—CH,
s N
A J:;
G ey | N +
}“ﬁ{‘ l\c’ lr} b=l
+ . .
DNA @ =aesHa | 7 carbenium ion

DNA ClI—CH5—CH,

AT

{~N-CHz~CH;~ S—CHzCH,CI

Figura 5. Formacion del enlace covalente entre la guanina del ADN vy el reactivo (Kehe Kai and

Szinicz Ladislaus, 2005)

La activacién de esas polimerasas hace que disminuya el ATP celular y provoca
muerte celular. Este es el motivo por el que las células con mayor velocidad de

division son las mas afectadas por las mostazas (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010).

Se ha observado que los enlaces que se forman con el ADN parecen tener una
afinidad especial por el N-7 de la guanina (Figura 5). Como resultado de esa union,
tiene lugar la formacidn de N7-hidroxietiltioetil-guanina (HETE-N7Gua) y en menor

medida en la posicion N3 de la adenina que da lugar a N3-hidroxietiltioetil-adenina

Universidad de Zaragoza - 11 -



TFG- Introduccién

(HETE-N3Ade); incluso se puede formar un enlace entre dos guaninas de la posicion N7

(Figura 6)(Batal Mohamed et al., 2013).

HETE-N7Gua HETE-N3Ade

N;\/S\AN NH
<
N N N'I\NH,

N7Gua-ETE-N7Gua

HN
HN7 N

Figura 6. Enlace covalente entre mostaza de sulfuro y bases de DNA (guanina 7, adenina 3
y dos guaninas 7) (Batal Mohamed et al, 2013)

Ya desde 1995 Smith y colaboradores describen la ruta de la peroxidacién lipidica
mediante la enzima glutatién transferasa (Figura 6). Esta mostazas también
interaccionan con el glutation y aumentan los radicales libres originados por
peroxidacién de los lipidos de membrana, alterando su integridad (Shakarjian Michael

P.etal., 2010).

Pita R. y Vidal-Asensi S en 2010 plantean que el estrés oxidativo por especies
reactivas de oxigeno (ROS) tiene un papel relevante en el mecanismo de acciéon

toxicoldgico de la mostaza de azufre.
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Reactive Electrophile (SM)

Gluthathione-
S-transferase

GSH Depletion <€———— SM

Y

Accumulation of Endogenous H,0,
Ferric iron

Potent Oxidizing Species (hydroxyl radical, perferryl ion)

LIPID PEROXIDATION

v

Membrane Damage

\

Loss of Membrane Integnty

v

CELL DEATH

Figura 7. Ruta de la peroxidacion lipidica (Smith et al, 1995).

C. Lesiones por exposicion a sulfuro de mostaza

Normalmente, ante la exposicién de SM se observa un intervalo de varias horas
antes de la aparicion de los sintomas. En las mostazas nitrogenadas aparecen

inmediatamente a su exposicion.

La duracién del intervalo libre sin sintomas es inversamente proporcional a la
dosis absorbida del agente. La intensidad maxima de los sintomas se puede alcanzar

dias después del contacto.
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A dosis tdxicas bajas los sintomas agudos que se producen son: nduseas, vomitos y
anorexia. A medida que aumenta la dosis se provoca inmunosupresién, leucopenia,
diarrea, anemia aplasica, fiebre y caquexia. En casos severos, excitacion del sistema
nervioso con convulsiones y muerte (Ching C. Lau and Arthur B. Pardee., 1982). Las
enfermedades que surgen de forma mas tardia, tras 10 6 15 afios tras la exposicidn es

el cancer pulmonar o la leucemia Chauchan S. et al, 2008).

La dosis letal de SM por ejemplo, en el 50% de las personas expuestas (LD50) esta
estimada en 100 mg/Kg. La concentracion letal en forma gaseosa o aerosol causa
muerte en el 50% de personas expuestas (LD50) con dosis de 15,0 mg min/mm? de piel

expuesta (Chauchan S. et al., 2008).

Un estudio compard la toxicidad que producen las diferentes sustancias
nitrogenadas y sulfuradas comentadas sobre algunos de los érganos del cuerpo,

resultando: (Sharma et al., 2010)

ORGANO 3 dia tras exposicion 72 dia tras exposicién
Bazo HN-2=SM<HN-1<HN-3 HN-2<HN-1<SM<HN-3
Higado  HN-2<HN-1<HN-3<SM HN-2<HN-1<HN-3<SM
Rifidon HN-1<HN-2<HN-3<SM HN-1<HN-3<HN-2<SM
Piel HN-2<HN-1<SM<HN-3 HN-2<HN-1<SM<HN-3

Figura 8. Comparacion de toxicidad de los diferentes tipos de gas mostaza tras
tres y siete dias de exposicidn y en tejidos diferentes (Sharma et al., 2010)

Las sustancias de mostaza, tanto las nitrogenadas como las sulfuradas van a
producir efectos toxicos sobre las células de todos los tejidos, pero especialmente en

los aquellos con mayor concentracidn de agua:

|. Lesiones oculares:

El gas mostaza penetra mas rapidamente que en la piel y el periodo de latencia
para la aparicion de signos y sintomas oculares es mas corta que para los sintomas

de la piel (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010).
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La irritacion y escozor ocular leve se puede observar después de la exposicion al
vapor a dosis de 12 a 70 mg - min / m3. Las concentraciones de vapor de SM de 50
a 100 mg - min / m® causan sintomas oculares como conjuntivitis, sensacién de

arenilla debajo del parpado y lagrimeo (Kehe Kai and Szinic Ladislaus, 2005).

A medida que van aumentando las dosis de este vapor (mas de 200 mg - min /
m?), aparecen lesiones mdas severas edema palpebral, edema corneal con
deterioro de la vision hasta la ulceracién corneal, ceguera, fotofobia vy

blefaroespasmo severo (Chauchan S. et al., 2008).

Aparecen también ulceras corneales al poco tiempo de la exposicién a dosis

todavia mas elevadas (Kehe Kai et al, 2008).
Il. Lesiones esplénicas:

Goswami y colaboradores en 2015, observaron en los andlisis de sangre de
ratones, una disminucién del numero de leucocitos circulantes (linfocitos y
monocitos) tras la exposicidn a la mostaza nitrogenada (muy parecida a la mostaza
sulfurada), por lo que analizaron la histologia del bazo. En ella, se observo al
microscopio que se producia una disminucion progresiva de la pulpa blanca y roja
a las 24 horas tras la exposicion.  Esta destruccidon de tejido provoca una

disminucién en el tamafo y peso del érgano (Goswami et al., 2015).
[ll. Lesiones cutaneas:

La susceptibilidad de la piel a la exposicion de las mostazas depende de la
temperatura de la piel, la humedad y localizacién. Zonas humedas con capa

epidérmica delgada (escroto, regién anal) son mds sensibles.

El inicio de los sintomas depende de la dosis absorbida. Generalmente el
eritema se observa entre las cuatro y ocho horas tras la exposicion (con dosis en

vapor de 100-300 mg por minuto/m? y liquida: 10-20 g/cm?).
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La formacién de ampollas (histolégicamente se muestra separacion de la
epidermis de la dermis) se producen con dosis mas elevadas; aparecen como
pequeiias vesiculas en la zona eritematosa y se van uniendo hasta formar una gran
ampolla de pared delgada y llena de liquido amarillo claro. Las dreas afectadas
muestran signo de Nikolsky positivo por friccidn de la piel; las ampollas pueden

perdurar semanas después.

Las lesiones mas graves consisten en ulceracién de estructuras de la dermis y

necrosis con susceptibilidad a la infeccidn (Kehe Kai and Szinic Ladislaus, 2005).

Clasificacion de las lesiones cutaneas:

1. Forma eritematosa: comienza con una proliferacion basal acelerada de
queratinocitos y sus nlcleos empiezan a degenerar volviéndosen picnéticos.
Aparece edema en dermis, dilatacion de sus capilares, infiltrado intersticial y

perivascular.

2. Exfoliacidon pigmentaria, con desorganizacién de la capa basal.

3. Vesicular superficial con forma ampollosa: pasadas nueve o doce horas de
exposicion, los queratinocitos migran a otras zonas por lo que se pierden las
uniones entre los queratinocitos y ello permite la formacién de pequeias
vesiculas, que se van rellenando y uniendo entre ellas formando grandes ampollas

(Smith Kathleen J. et al., 1995).

4. Necrotizacién bullosa: se mueren las células que forman as ampollas.

5. Necrotizante profunda

6. Reacciones alérgicas de contacto y toxicos de la piel.
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Con frecuencia se observan cicatrices hipertréficas tardias con alteraciones en la
pigmentacion. Esta hiperpigmentacion puede persistir durante décadas. También se
observan zonas de hipopigmentacién junto a las dreas hiperpigmentadas dando una

apariencia seria similar a la de la poiquilodermia (Kehe Kai et al, 2008)

Figuras 9 y 10: A la izquierda podemos ver un corte histolégico de la piel con la
formacién de una vesicula (Smith Kathleen J. et al, 1995). A la derecha
observamos ampollas (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010)

IV. Lesiones renales:

Se ha observado atrofia del tejido renal con claro descenso del peso de estos
6rganos tras la exposicion. Microscépicamente se produce dilataciéon de los
capilares de los glomérulos, alteracidon del filtrado glomerular puesto que las
concentraciones séricas de BUN y creatinina son mas elevadas y cambios sutiles
en los tubulos contorneados proximales. También se ha visto que entre 72 y 120
horas tras la exposicién se producia diferentes estadios de deshidratacion, incluso

el shock (Goswami et al., 2015).
V. Lesiones del aparato digestivo y hepaticas:

En este aparato se produce distrés epigastrico, anorexia, diarrea y caquexia.

Microscépicamente, inflamacién y vacuolizacidon, edema del tejido, nucleos
celulares picnéticos, muerte celular en las células de las vellosidades intestinales,

reduccion del nuimero de placas de Peyer, eosinofilia y un incremento
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considerable de macréfagos entre las células de la mucosa de las vellosidades.

También se vio dilatacion de los vasos linfaticos y por supuesto, apoptosis celular.

En el higado se produce una gran atrofia, con dilataciones de los sinusoides
hepaticos. Sin embargo, no se observd esteatosis, ni focos inflamatorios o
marcadores de dafio celular o la muerte, pero los hepatocitos parecen tener

menos citoplasma lo que indicaria la pérdida de liquidos (Goswami et al., 2015).
VI. Lesiones del aparato respiratorio:

Se producen lesiones mas leves que van desde irritacion de la mucosa nasal con
rinorrea, hasta lesiones mas graves que ocurren a lo largo de periodos de tiempo
mas largos, como es el cancer de pulmdn; las estirpes histoldgicas suelen ser

carcinoma escamoso de pulmén y adenocarcinoma.

Otros sintomas que se incluyen son espasmos laringeos, disminucién de los
sentidos del olfato y del gusto, traqueobronquitis, edema de las vias respiratorias
gue condicionan el paso del aire o ulceraciones de las vias respiratorias y edema
del parénquima pulmonar que mds tardiamente evoluciona en enfisema

pulmonar.

Las complicaciones mas frecuentes relacionadas con el dafo epitelial de la
mucosa de las vias respiratorias y la supresién de la inmunidad es la infeccidn

(Chauchan S. et al., 2008).

Tratamiento de las lesiones y antidotos de SM

Inicialmente, se lleva a cabo una descontaminacion. La descontaminacion se debe

hacer en menos de 30 min por su rapida absorcion. Lo mejor es utilizar previamente al

lavado un material absorbente y a continuaciéon lavar con agua o con una solucion de

hipoclorito sédico al 0,5%. Sobre los ojos esta indicada la utilizacion inmediata de

abundante agua o de suero fisioldgico.
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Actualmente no existen antidotos frente a estas intoxicaciones. Por ello el objetivo
es aliviar los sintomas y evitar las infecciones, estimulando la reepitelizacion y la
cicatrizacion. Mantener el estado metabdlico adecuado y reemplazar la pérdida de

fluidos y electrolitos.

No existe consenso en si se deben o no romper las ampollas y en la forma de
tratamiento (vendajes o no; humedos o secos). Sin embargo, la experiencia de los
profesionales sanitarios en paises afectados como es el caso de Irdn, recomiendan
romperlas (excepto en las de tamafio pequefio o menores de 2 cm) y posteriormente,

colocar vendajes con antisépticos locales.

En las lesiones oculares, los analgésicos locales pueden aumentar el dano de la
cornea por lo que se debe recurrir a analgésicos sistémicos. Si existen lesiones de la
cornea se deben administrar midridticos para prevenir adherencias entre el iris y la

cornea (Pita R. and Vidal-Asensi S., 2010).

E. Aplicaciones terapéuticas de SM

Se han realizado diversos estudios en cuanto a las indicaciones que pueden tener
estos compuestos en las areas de dermatologia y oncologia (quimioterapia) y al

tratamiento de ciertas patologias (Hansson Johan et al., 1987).

Se sabe que existen oncogenes, como el oncogén ras en las zonas del genoma con
un alto contenido en guanina y que algunos virus como el virus de Epstein-Barr tienen
un alto contenido de guanina. Esta informacion no sélo es util para estudiar los efectos
cancerigenos de estos agentes y la prediccion de tumores malignos que pueden ser
susceptibles a NH2, sino que también sirve para la identificaciéon de areas especificas
del material genético del virus que se incorpora en el genoma humano, poder
destruirlo para evitar que puedan desempeiiar su papel en el desarrollo de lesiones

clinicas (Smith et al., 1995).
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Segln el mecanismo de acciéon de las mostazas, no sélo provocan la muerte
celular, sino que ademas impiden la division celular, contribuyendo a la destruccién y
freno de la invasidn y extension de tumores. Se han realizado estudios sobre el

tratamiento con estas mostazas en melanomas (Hansson Johan et al., 1987).

También han ensayado el tratamiento con mostaza de nitrdgeno en células T
malignas de linfomas cutdneos y en enfermedades inmunoldgicas y se ha visto que
tienen efectos sobre la enfermedad de Hodgkin, linfomas no Hodgkin y también en

tumores cerebrales (Sharma Manoj et al., 2010).

F. Quercetina

La quercetina es otra sustancia que se ha utilizado para la realizaciéon de uno de los
estudios que se incluyen en este trabajo. Es un flavonoide que se encuentra en
vegetales y frutas (Sax NI, L. R., 1993). Es uno de los flavonoides mas abundante y
habitual en la mayoria de las dietas humanas encontrandose en mayor medida en las
cebollas, manzanas, pimientos, ajos, té, citricos, tomates, brécoli, moras, frutos secos...
entre otros. También podemos encontrarla en productos manufacturados como en el

vino tinto.

La quercetina de la dieta se metaboliza principalmente en higado, aunque también
lo realiza en las células del epitelio intestinal antes de entrar en la circulacién, rifién y
otros tejidos que contienen enzimas de conjugacion (Murota K. M. Y. et al., 2004). En
el estudio de Gee en 1998 llevado a cabo con voluntarios humanos, se observé que los
glicésidos de quercetina pueden ser absorbidos en el intestino delgado en mayor
porcentaje que la aglicona (quercetina sin el grupo azucar) (Hollman P. C. de Vries et
al, 1995). Una probable explicacion de ello es porque se facilita la absorcidn a través
de desglicosilacion (Day. A. J., et al, 1998) o de un transporte mediado por
transportadores. En el intestino humano, la molécula de quercetina se conjuga con los

grupos metilo, sulfato y acido glucurdénico para generar ciertos conjugados, como el
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guercetin-3-O-sulfate (Harwood M., et al, 2007). En humanos, la mitad de la quercetin-
3-rutinosido se metaboliza a acido phenyl-C2 por medio de la microflora del colon

(Manach C. et al, 2005).

Posee propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombéticas,
antialérgicas, antitumorales y antioxidantes. De esta Ultima se ha observado que inhibe
el estrés oxidativo, la generacion y liberacion de ROS como el anién superdxido (0,.)

evitando el dafio en el ADN (Bors W., Michel C., 2002).

Algunos estudios, como el de Panchal de 2012, demuestran que la quercetina
podria atenuar factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares. Otros estudios,
como el de Olson y colaboradores en 2008 y 2010, comprueban que es una sustancia
gue protege tanto in vivo como in vitro de los rayos UV inhibiendo los procesos de

inflamacion.

Reduce la mortalidad de los fibroblastos irradiados con UVB y UVC, la produccién
de radicales libres inducidos y el potencial de membrana mitocondrial (Casanova A.,

2015).
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Planteamiento y Objetivos

A. Planteamiento

Muchos toxicos, tanto naturales como los utilizados en la guerra quimica, acttan
generando radicales libres de la misma manera que el sulfuro de mostaza. Asi mismo,
tenemos experiencia con el antirradical libre quercetina por su potente actividad

barredora lo que nos ha inducido a valorar su posible actividad protectora.

Muchos trabajos sobre los téxicos se realizan en animal completo, siendo pocos
los realizados a nivel celular; en este estudio se pretende analizar la toxicidad de
sulfuro de mostaza a nivel celular utilizando un modelo de fibroblastos humanos
cultivados y buscar antidotos protectores que sirvan tanto para este tdxico como para

otros que tengan el mismo mecanismo de accion.
B. Objetivos

Medida de la toxicidad del sulfuro de mostaza sobre los fibroblastos humanos en

cultivo

Estudio del mecanismo de accidn del téxico analizando el tipo de muerte celular

inducida.

Determinacion de los efectos protectores de la quercetina.
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Material y métodos

Para la realizaciéon de este estudio se han requerido la puesta en marcha de
cultivo primario de fibroblastos humanos en frascos de Flask 75 cm? hasta que se
encuentran confluyentes. En ese momento tripsinizaremos y cultivaremos en placas
de cultivo de 96 pocillos. En este soporte realizaremos el tratamiento y posterior

analisis.

A. REACTIVOS

I.  Medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con glucosa al 1% vy
fenolftaleina (un indicador del pH del medio que nos resulta indicativo
para ver si el medio estd agotado). El medio de cultivo hay que

complementarlo con:

a) Suero fetal bovino (SFB): es el suero universal utilizado para el
cultivo y proliferacion de células in vitro y produccién biolégica de
células animales. Sus componentes principales son proteinas para
facilitar la adhesidn de las células a la superficie del frasco, factores
de crecimiento, lipidos, vitaminas o minerales entre otros.

b) Antibidticos: se han administrado al medio de cultivo penicilina y
estreptomicina al 1% para evitar el crecimiento de ciertas bacterias

gue hayan podido contaminar el cultivo de fibroblastos.

II.  Solucion PBS (Phosphate Buffered Saline):

Soluciéon salina amortiguada por fosfatos constituye una solucién
amortiguadora de pH empleada en procedimientos bioquimicos. Su

osmolaridad y concentracién de iones (CI', Na* y K*) es muy semejante a la
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VI.

del liquido extracelular de los mamiferos, es isotdnica y no-téxica para las
células de los mamiferos. Se emplea como vehiculo neutro para células, ya
gue no modifica el perfil de expresién y funcionamiento celular normal,
también para lavar células que posteriormente se centrifugan, como

diluyente para métodos de desecacién de biomoléculas, entre otros.

Tripsina EDTA:
Enzima de origen porcino que se utiliza para disociar las células adheridas,
junto a la sal sédica del acido etilendiaminotetracécico (EDTA) como

agente quelante del calcio y el magnesio.

Bromuro de 3-(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT):
Es un liguido que permite determinar el efecto citotéxico de un agente, en
este caso SM, sobre lineas celulares tumorales o en este caso cultivos

primarios de células normales (de Castro de Pardo Clemencia., 2006).

Isopropanol:
Es un liquido que se utiliza para poder realizar la lectura de las microplacas

en el lector de Eon.

Anexina V:

Es una proteina celular, capaz de difundir a través de la membrana, que
tiene como funciéon modular la actividad de las fosfolipasas A, y es un
inhibidor en la cascada de la coagulacidon ya que compite por sitios de
unién de la fosfatidilserina. Las células viables tienen fosfatidilserina en el
interior de la membrana citoplasmatica pero al inicio de la apoptosis se
transloca al exterior de ésta siendo detectada por el citémetro; por tanto

es marcador de viabilidad celular.
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Es una molécula fluorescente impermeable a la membrana celular y por

tanto no puede introducirse en células vivas. Si una célula sufre una

alteracién en su membrana, esta molécula entra en la célula uniéndose al

ADN vy produce fluorescencia cuando es excitado por un laser. Por tanto

esta molécula se utiliza en citometria junto con anexina V para determinar

viabilidad celular, apoptosis, necrosis o necroptosis.

B. Material fungible y equipos

Como material fungible se han utilizado los siguientes elementos: Frascos Flask 75

y 25 cm’ tipo Falcon, tubos 50 cm? tubos eppendorf, gradillas, micropipetas de

capacidad de 1000, 200, 100 y 50 microlitros con sus respectivas puntas de plastico,

pipetas de vidrio, bafio de agua caliente, estufa a 372C con CO2 al 5%, nevera,

congelador, cabina estéril de trabajo, placas de 96 pocillos, centrifuga, microscopio

invertido y como equipacion importante para la lectura y obtencion de datos:

I. Espectrofotometro de microplacas termostatizado Eon

Figura 11. Lector Eon (SAl
Zaragoza)

Citomica, Universidad de

Es una herramienta que nos
sirve como lector de microplacas de
6 hasta 384 pocillos. Esa medida la
realiza mediante la lectura de
absorbancia en una seleccién
continua de longitudes de onda
desde 200 hasta 999 nm en
incrementos de 1 nm (SAI Citdmica.

Universidad de Zaragoza).
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Il. Sistema morfocitométrico ImageStream X AMNIS

Es un sistema que combina la captura microscépica de imagenes a alta
velocidad con la citometria de flujo, para crear una plataforma estadisticamente sélida,

ofreciendo una amplia gama de nuevas aplicaciones de analisis celular.

Este equipo esta formado por cinco laseres, 12 canales de imagen, tres
objetivos de microscopia de 20, 40 y 60 aumentos, campo claro que permite utilizar el
espectro luminico completo para conseguir la imagen deseada y un sistema de
termostatizacién para mantener las células a una temperatura adecuada mientras se

realiza el andlisis (SAl Citdmica. Universidad de Zaragoza).

Figura 12. AMNIS ISX (SAl Citomica, Universidad de Zaragoza)
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I. Cloroetil sulfuro (CES) o sulfuro de mostaza de (SM)

Nombre cientifico

2-cloroetil etil sulfato

Formula quimica C4H9CIS
Formula lineal CICH2CH2SC2H5
Peso molecular 124.63 g/mol

Densidad a 25°C 1.07 g/ml

H
o >Ng L He

GHS05, GHS06, GHS08

Figura 13. Propiedades CES (www.sigmaaldrich.com)

CES es un derivado del conocido “gas mostaza” que se ha utilizado en este trabajo

puesto que estd prohibida la comercializacién del original. Este toxico se ha obtenido a

través de su compra en la empresa Sigma Aldrich.

Este compuesto carcinégeno de categoria 12 y mutagénico en células germinales,

es un liquido amarillo palido, casi incoloro, que tiene una pureza de un 97.5%.

La Comunidad Europea lo clasifica como un liquido inflamable de categoria 3 cuyo

punto de inflamabilidad es 522C, corrosivo en metales, piel (categoria 1B) y ojos.

La Union Europea lo clasifica también como un téxico agudo para la

reproduccién y en ciertos érganos. Por via oral, cutanea e inhalatoria esta clasificado

como categoria 3.
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D. Sustancias “protectoras” del sulfuro de mostaza

l. Quercetina

Este flavonoide se ha obtenido a través de su compra en la empresa Sigma Aldrich.

Nombre cientifico Quercetina

Formula quimica 3,3,4°, 5,7-pentahydroxylflavone

Férmula lineal C15H1007
Peso molecular 302.24 g/mol
Densidad 1.8 g/cm3

Figura 14. Propiedades y formula de quercetina (www.sigmaaldrich.com)

Es una sustancia que en este trabajo se ha tomado como “protectora”, pero hay
gue tener en cuenta que también puede llegar a ser toxica. En 1951 se investigd en
ratones la dosis LD50 oral de quercetina y establecieron una dosis letal oral de 160
mg/kilo de peso y LD50 subcutanea de 100 mg/kg de peso; posteriormente esos
valores se modificaron porque a dosis LD50 eran toleradas. Los sintomas de toxicidad
si la administracidén es intravenosa son movimientos atipicos y respiracion dificultosa

(Harwood M., et al, 2007).

E. Protocolos de experimentacion:

I. Cultivo y mantenimiento de un cultivo celular

El modelo de investigacion de cultivo de fibroblastos humanos se obtiene de un
cultivo primario de fibroblastos humanos. Este cultivo de fibroblastos se redistribuye

en varios frascos de 75 cm” de forma que la poblacién celular vaya creciendo. Las
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condiciones de mantenimiento son en estufa a 372C y con ambiente de oxigeno 95% y

5% de CO,) hasta conseguir el 90-95% de confluencia.

Método de cultivo y siembra en placas:

1. Se extrae el medio de cultivo del frasco y las células que estan adheridas en el
fondo se lavardn tres veces con PBS.

2. Se afade tripsina en el frasco de cultivo dejandolos en la estufa unos minutos
hasta que observemos mediante el microscopio que las células estan
despegadas de la base del frasco.

3. Tras la tripsinizacidn es necesario frenar esta reaccién enzimatica afiadiendo
SFB a 4°C.

4. Inmediatamente se recoge el contenido de los frascos en un tubo Falcon de
50 mL, se lavan las células con PBS, se resuspenden y se centrifugan a 800
rom durante 5 min. Este procedimiento se realiza tres veces para conseguir
una concentracién aproximada de 3x10° células/mlL.

5. El pellet celular se resuspende en DMEM y se siembra en placas de 96
pocillos.

6. Tras unas 48 horas de incubacion en estufa a 37°C y 5% CO; las células ya se
han aclimatado y han crecido en cada uno de los pocillos.

7. A continuacidn, se procedera a realizar el tratamiento con gas mostaza para
posteriormente medir el porcentaje de células muertas/vivas y calcular su

toxicidad.

II. Estudio de viabilidad celular con MTT tras exposicion a CES

Fase 1. Tras el cultivo de fibroblastos en placas de 96 pocillos, se realizan las

mediciones de concentraciones de los tratamientos que se llevaran a cabo.

Para el tratamiento con cloroetil sulfuro (SM), se ha determinado la molaridad

resultando un valor de 8.6 molar. Las diferentes concentraciones con las que se ha
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trabajado a partir de un stock de 10 mM realizado previamente han sido: 200 uM
para 2ul de SM, 500 uM para 5 pl de SM, 1000 uM para 10 pl de SM y de 2000 uM
para 20 pl de SM.

Fase 2. Se vierte SM con las diferentes concentraciones sobre los pocillos que

contienen los fibroblastos y se dejan expuestas las células 30 minutos.

Fase 3. A continuacion se disuelve MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium) en agua
destilada a 5mg/ml. Tras la espera de 30 minutos se cargan en cada pocillo 100 pl

de cultivo con 10 ul de MTT.

Fase 4. Tras el tratamiento con MTT se introduce la placa en la estufa a 372Cy se

esperan 4 horas.

Fase 5. Se disuelven 175 ul de isopropanol en cada pocillo y se agita para que se
mezcle adecuadamente, esto es mediante la observacion de cristales en el

microscopio y el cambio de coloracién del pocillo, que resulta un tono violaceo.
Fase 6. Se retira el sobrenadante intentando no retirar el MTT.

Fase 7. Tras todo lo anterior, se procede a la lectura. Se introduce la placa en el

lector de microplacas de Eon.

Fase 8. Se procede a la recogida de datos y elaboracion de graficos.

[Il. Estudio de viabilidad celular con MTT tras exposicion a CES y quercetina

Fase 1. En este estudio se han sembrado fibroblastos cultivados previamente
en varias placas de 96 pocillos donde se les ha administrado gas mostaza de un
stock de 1 mM en todos los pocillos excepto el grupo control; en otras
columnas de pocillos quercetina 0.5%, en otras quercetina 2.5% y por ultimo

varias columnas con SM.
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Fase 2. Se introducen en la estufa y se mantienen expuestas 30 minutos.

Mientras tanto se disuelve MTT en agua destilada a razén de 5 mg/ml.

Fase 3. Se cargan en cada pocillo 100 pl de cultivo en la placa de 96 pocillos con

los 10 pul de MTT y se introduce en la estufa para esperar 5 horas.

Fase 4. Se disuelven 175 pul de isopropanol en cada pocillo y se agita para que
se mezcle correctamente observando cristales en el microscopio y cambio de

coloracién de pocillo los pocillos.

Fase 5. Se retira el sobrenadante intentando no retirar el MTT y se procede a la

lectura con el lector de microplacas de Eon.

Fase 6. Se procede a la recogida de datos y elaboracion de graficos.

IV. Determinacién de 5 poblaciones celulares con citometria de imagen

Fase 1. Sembrado de cultivo primario de fibroblastos en placa de 96 pocillos.

Fase 2. Administracion de SM a 1mM en varias columnas de la placa excepto en

aquellas que sean controles.

Fase 3. Tras 30 minutos de exposicidon se retira el tratamiento de SM y se

cambia el medio (DMEN con antibiético y SFB) de los fibroblatos.

Fase 4. Esta placa se introduce en la estufa a 372C y 5% CO, y se mantiene

durante 24 horas.

Fase 5. Se procede a la tripsinizacion de cada uno de los pocillos para

repartirlos sobre tubos de ensayo.

Universidad de Zaragoza - 33 -



TFG- Material y métodos

Fase 6. Los tubos de ensayo, unos son controles y los otros contienen
fibroblastos que habian estado expuestos a SM. Para después centrifugar

durante 5 minutos a 800 rpm.

Fase 7. Se retira el sobrenadante y se procede al lavado con 100 pl de PBS en
cada tubo de ensayo para introducir las células en los tubos eppendorf que

requiere el citémetro.

Fase 8. De nuevo los fibroblastos, esta vez en tubos eppendorf, vuelven a ser

centrifugados durante 5 minutos a 800 rpm.

Fase 9. Se retira el sobrenadante con cuidado de no retirar el pellet y se afiade

a las células los fluorocromos anexina V e ioduro de propidio.

Fase 10. Tras unos minutos de espera y estando tapados los tubos con papel de
aluminio (evitando que la luz solar interfiera en los fluorocromos) se

introduciran en el citdémetro de imagen AMNIS para su lectura.

Fase 11. Por ultimo, se determinan los distintos tipos de muerte celular que el

citdmetro ha registrado.

Con la tincién doble anexina V / ioduro de propidio se obtendran las

diferentes poblaciones:

- Doble negativo: el ioduro de propidio no se habrd introducido
dentro de la célula puesto que la membrana estd intacta en las

células vivas y la anexina V solo se veria en células apoptdticas.

- loduro de propidio positivo: la membrana estara dafiada con lo que

se observara tincion con ioduro de propidio, pero no con anexina V

al no ser apoptoticas. Esto es propio de células necréticas.
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Anexina V positiva: la fosfatidilserina se encontrard en la parte

externa de la membrana citoplasmatica pero la membrana
permanecera todavia intacta y no incorporara ioduro de propidio.

Esto es propio de células apoptoticas tempranas.

Doble positivo: las células incorporaran anexina V + ioduro de
propidio ya que la membrana no estara danada pero Ila

fosfatidilserina se encontrard en el exterior de las células. El
problema reside en que existen dos tipos de muertes celulares que

cuadran en este marcaje, la apoptosis tardia y necroptosis.

DOBLE DOBLE
POSITWO POSITIVO
= = N e & .; = 4
.° . @ — e} "
. ! Apoptdticas
Necrdptoticas Tardias

ANEXINA V
POSITIVO
[ -

bl . ’
Apopitdticas
Tempranas

Figura 15. Representacion en dibujo que permite diferenciar las 5 poblaciones que se
pueden identificar con ioduro de propidio y anexina V (Casanova Flor de Lis Alvaro, 2015).
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F. Método LD 50

Es la dosis de una sustancia o radiacién que resulta mortal para la mitad de un

conjunto o poblacidn de células o de animales.

Este valor se utiliza como indicador general de la toxicidad aguda de una
sustancia. Suele expresarse en miligramo de sustancia toxica por kilogramo de peso

del animal.

G. Estadistica:

Para estudiar si los datos tienen una distribucion paramétrica se aplicaron las
medidas estadisticas de Skewness and Kurtosis a cada variable cuantitativa.
Posteriormente se aplicaron los test de ANOVA vy test de t-Student cuando los
resultados eran “paramétricos” y la prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon si las

muestras eran “no paramétricas”.

El citdmetro de imagen AMNIS aplica test estadisticos especificos para citometria

de flujo en los que se valora la media, desviacion estandar y coeficiente de variacién.

Con la recogida de los datos obtenidos de la lectura de placas de Eon se ha
procedido a la realizacién de los datos estadisticos para posteriormente crear los
graficos. Para ello se ha usado un test paramétrico de la t de Student para la
distribucién de probabilidad que surge del problema de estimar la media de una

poblaciéon normalmente distribuida cuando el tamafio de la muestra es pequefio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A. Resultados

En este trabajo se han estudiado varios experimentos que consisten en el
estudio del efecto sobre la viabilidad celular con MTT tras exposiciéon a sulfuro de
mostaza a diferentes concentraciones, la determinacidn de cinco poblaciones celulares
tratadas con sulfuro de mostaza mediante citometria de imagen-AMNIS,
determinacién de cuatro poblaciones celulares muertas para estudiar los tipos de
muerte celular que se producen tras exposicién a SM con citometria y por ultimo
estudio de la viabilidad celular tras exposicion a SM y quercetina asi como valoracion

de la proteccién que ofrece quercetina a las células ante SM.

I. Estudio de viabilidad celular con MTT tras exposicidén a CES

En esta primera gréafica se estudian los efectos de someter las células a varias
concentraciones de cloroetil sulfuro (200 uM, 500 uM, 1100 uM y 2 mM) durante 30
minutos, comparando las muestras tratadas frente a los controles para valorar el
efecto sobre mortalidad y viabilidad celular con la técnica MTT (grafica 1). El

compuesto demostré ser citotéxico de manera dosis dependiente.
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Grafica 1. Célculo de dosis letal 50 para el sulfuro de mostaza (CES) mediante test MTT.

Segln se observa en la gréfica 1, la viabilidad del grupo control de células es del
100% porque no llevan ningun tdxico. Cuando se aplica a los fibroblastos una
concentracién muy baja de 200 uM del téxico las células mueren aproximadamente un
30% con un valor calculado de viabilidad del 70,33% con una desviacion estandar de
+1,68%. Con el tratamiento de 500 uM del sulfuro de mostaza, la mortalidad es
aproximadamente del 35% y viabilidad del 66.56% con una desviacion estandar de
13,58%. Con dosis de 1000 puM la mortalidad es aproximadamente de un 45% y la
viabilidad del 56.27% +2.58% deduciendo de esta cifra la dosis letal 50 en 1290 uM. A
concentraciones muy altas de 2000 uM, la mortalidad celular calculada era de
aproximadamente 70% (viabilidad 33.57+1.99). Nosotros utilizaremos una DL50 de

1000 uM para el resto de los experimentos, porque resulta préxima a 1290 uM.
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Il. Determinacién de viabilidad celular mediante citometria de imagen

La determinacion de 5 poblaciones celulares realizada con anexina V/IP
mediante citometria de imagen AMNIS permite determinar la poblacién de células
vivas que se han tratado con 1 mM de CES y calcular el porcentaje de toxicidad

producido por este tratamiento.
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Grafica 2. Determinacion por citometria de imagen de los porcentajes de células vivas y
de toxicidad en 5 poblaciones celulares tratadas con CES a 1mM.

La grafica 2 muestra la disminucion de la poblacién de células vivas de las
muestras tras realizar un tratamiento de 1 mM de CES (se utiliza este valor por ser el
mas cercano al LD50) obteniendo una viabilidad de 55.30£2.946%. Mediante estos

valores se puede calcular la toxicidad de la dosis 1ImM en 33.33+1.595% como vemos

en la grafica.

Se puede observar como los valores obtenidos de viabilidad mediante

citometria de imagen y mediante el test de MTT son bastante similares y congruentes

entre si.
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[ll. Determinacion de tipos de muerte celular mediante citometria de

imagen tras exposicion a CES

Tal como se ha descrito anteriormente existen diversos tipos de muerte celular,
la citometria de imagen-AMNIS permite valorar caracteristicas morfoldgicas unidas a la
tincion de ioduro de propidio-anexina V. En el apartado anterior se mostraba la
poblacion de células vivas y en la gréfica 3 se muestran los cuatro tipos de muerte

celular estudiados con un tratamiento de 30 minutos con CES tras 24 horas.
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Grafica 3. Valoracién de los tipos de muerte celular producidos en fibroblastos tratados
con CES por citometria de imagen.

La grafica 3 muestra los cambios en la poblacién debida al tratamiento con CES
1mM. Se pueden observar cambios en todas las poblaciones celulares siempre
encontrando un aumento con el tratamiento. Sin embargo, las poblaciones de
apoptoéticas tempranas y necrdticas que en el control son de 1.82+0.289% vy
1.42+0.445% respectivamente, aplicando CES aumentan solamente hasta
3.21740.532% y 2.227+0.414% lo que implica una subida muy leve de estas
poblaciones debido al téxico. Sin embargo, la poblacién control de apoptdticas tardias
(6.697+0.860%) y de necroptdticas (1.867+0.362%) aumentan por efecto del
tratamiento CES hasta 25.383+1.787% y 12.779+0.388% respectivamente. Esto indica
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un aumento de mads de 4 veces en la poblacién de apoptéticas tardias y casi 7 veces

mas para el caso de las necroptéticas.

Los valores obtenidos permiten concluir que el tratamiento con CES 1mM

incrementa principalmente la muerte por apoptosis tardia y necroptosis.

IV. Estudio de viabilidad celular con MTT tras exposicion a CES y

quercetina
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Grafica 4. Vitalidad de fibroblastos tras exposicion a CES 1mM frente a proteccion que ofrece
guercetina, a dosis de 0.5 uM y 2.5 uM mediante MTT.

Se realizdé una segunda tanda de experimentos mediante test de MTT para
evaluar el efecto protector de la quercetina frente a los dafos producidos por CES. En
este experimento se utilizé la dosis de 1mM de CES por ser la mds cercana al LD50 y se

han calculado valores de vitalidad de 53.27+3.80%
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Se sometid a las células a un tratamiento conjunto de 1 mM CES y quercetina
0.5y 2.5 uM para evaluar si existia algln tipo de proteccién por este Ultimo. Como se
aprecia en la grafica 4 la quercetina aumento la vitalidad de las células tratadas con
1mM de CES desde los 53.27+3.80% hasta 84.22+4.30% en dosis de 0.5 pM vy hasta
94.85+2.51% para 2.5 uM de quercetina. De esta forma, la quercetina demostré
proteger frente al dafo celular producido por CES de manera dosis dependiente,
calculando una proteccién de 66.22+2.88% y 88.96+2.22% para dosis de 0.5y 2.5uM

respectivamente.

B. Discusion

La mayoria de los autores, como Kai Kehe en 2013, Arroyo en 2000 y Shahin C.
en 2001, han utilizado concentraciones de CES entre 100-300 pM para intentar
describir los mecanismos vesicantes que se producen tras la exposicion a CES; es decir,
la alquilaciéon de estructuras celulares y moleculares y toda la cascada de
acontecimientos que confluyen hasta la muerte celular. En 1992 Khan S. y
colaboradores se atreven a utilizar concentraciones mas elevadas de hasta 1.5 mM
pero de mostaza nitrogenada en hepatocitos, muy parecida a la del azufre; con la
referencia de estos autores se ha decidido realizar estos experimentos a

concentraciones en torno a las descritas.

Kai Kehe y colaboradores en 2013 describen un modelo de queratinocitos en
cultivo en que aplican sulfuro de mostaza a concentraciones entre 0.3 y 300 uM,
detectando enlaces entre CES y ADN. En este mismo articulo se sefiala que se
producian efectos del toxico en soldados iranies intoxicados con unas concentraciones
sistémicas de 0.9 uM; es decir, que a esas concentraciones tan pequefias de CES ya se
alcanzan ciertas citotoxicidades, aunque las lesiones macroscépicas y sistémicas

probablemente se produzcan a dosis mucho mas elevadas.
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En la grafica 1 se ha calculado la dosis letal del 50% (LD50) del téxico CES en 1
mM, cuando se han expuesto los fibroblastos durante 30 minutos. La mayoria de los
autores referenciados en la bibliografia, plantean los estudios en animales de
experimentacion y no calculan la LD50; por tanto, las dosis utilizadas no son
comparables a las realizadas en nuestro trabajo, a excepcion de Khan S en 1992,
guienes utilizaron mostaza nitrogenada y un modelo celular de hepatocitos logrando
determinar a concentracién de 1.5 mM una mortalidad celular de casi un 50% (LD50)
tras 120 minutos de exposicién, mientras que a concentraciones de 1 mM de esta
mostaza nitrogenada la mortalidad era de un 25%; es decir que practicamente la
letalidad celular in vitro con el mismo tiempo de exposiciéon (30 minutos) y a la misma
concentracién (1 mM) la mostaza sulfurada de nuestro estudio es doblemente agresiva

y letal que la nitrogenada en cuanto a tiempo de exposicidn/concentracion.

Sharma Manoj en 2008 afirman que la toxicidad del sulfuro de mostaza es

mayor que la nitrogenada cuando la via de administracion es subcutanea.

En la grafica 2 se aprecia un aumento de la mortalidad de los fibroblastos de

un 33.33% con 1mM de CES, préoxima a LD50.

Los autores Smith K. J. en 1997, Simbulam-Rosenthal en 2006 y Kehe K. en
2000, observaron mediante experimentos in vitro con queratinocitos un aumento en la
poblacién de células apoptodticas utilizando concentraciones de 100 uM, sin especificar
gue esta dosis fuera LD50. Por tanto, para estos autores esta concentracién es
significativa en términos de citotoxicidad in vitro puesto que comienza a producirse la
cascada de acontecimientos (modificaciones de la membrana celular y nucleo

picnético) que desencadena la apoptosis celular.

En cuanto a los tipos de muerte celular seglin se demuestran en los resultados
obtenidos mediante citometria de imagen en la grafica 3, se ha observado que se
produce necrosis, necroptosis, apoptosis temprana y tardia, pero a concentraciones
del téxico mas elevadas de las que utilizan los autores mencionados. En ninguno de los

articulos se describe necroptosis celular ni distinguen entre apoptosis temprana y
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tardia. En esta misma grafica, se ha podido observar que los dos tipos de muerte
celular predominantes tras la exposicién a CES son la apoptosis tardia (25.38311.787%)

y la necroptosis (12.77940.388%).

Smith J. en 1995 solamente describe la muerte por necrosis como Unico
mecanismo de muerte celular en el que participa el CES. Tres afios mas tarde, en 1998
Rosenthal fue capaz de diferenciar una poblacién apoptoética producida por efecto de
CES, de forma que la muerte por necrosis no es la Unica via de accién de la toxicidad
del CES. Posteriormente autores como Sharma M. en 2010, Greenberg Shari en 2006 o
Kehe Kai en 2008, corroboran que se dan dos tipos de muerte celular: necrosis y

apoptosis.

En la grafica 4 se ha podido comprobar mediante test de MTT el gran efecto
protector que ofrece la quercetina ante la exposicion a CES. Concentraciones de
quercetina de 0.5 uM ofrecen una proteccion de 66.22% y a dosis 2.5 UM una
proteccion todavia mas significativa del 88.96%. El toxico libera radicales libres, tal y
como describen los autores Kehe Kai y Szinicz Ladislaus, en 2005. Basandonos en
nuestros resultados podemos suponer que la reduccidén de la muerte celular con
tratamientos de quercetina, conocido antioxidante (Bors W., Michel C., Casanova A.,

2002, 2005 y 2015), podria ser debida al efecto antiradicales libres de esta sustancia.

Dado que en la revision bibliografica realizada, no existen estudios recientes
sobre la aplicacidon preventiva y/o protectora de quercetina para la exposicion a CES,

no se ha podido comparar nuestros resultados con ningln autor.
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CONCLUSIONES

En nuestro modelo los resultados de viabilidad y mortalidad celular para el téxico
CES obtenidos tanto con MTT, como por citometria de imagen AMNIS, son muy

similares.

En el cultivo de fibroblastos humanos, el toxico CES induce la muerte celular de

manera dosis dependiente, con una dosis letal 50 de 1290 pM.

El tipo de muerte celular inducida por el téxico CES, es mayoritariamente por
apoptosis tardia y necroptosis, ambas poblaciones celulares han incrementado siete

veces los valores control.

La quercetina ha mostrado proteger contra la exposicién al téxico con gran
eficacia. Para exposiciones de CES 1 mM, la quercetina 0,5 y 2,5 uM disminuyd la

mortalidad celular en un 66.22% y 88.96% respectivamente.
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