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GLOSARIO

CKII Caseína cinasa I I

Con A Concanavalina A

DAG Diacilglicerol

DMA Ácido dimetilarsínico

DNA Ácido desoxirribonudéico

GDP Guanosina 5'difosfato

GEF Factor ¡ntercambiador de nucleótidos de guanina

GSH Glutatión

GT? Guanosina 5'trifosfato

hsp Proteínas de choque térmico

IL-2 Interleucina 2

IP3 Inositol trifosfato

rtAM Inmunorreceptor con motivos de activación basados en tirosina

MAP Mitogen activated protein kinase (proteína cinasa activada por mitógeno)

MHC Complejo principal de histocompatibilidad

MMA Ácido monometilarsónico

NaAsO2 Arsenito de sodio

NF-KB Factor nuclear-icB

NF-AT Factor nuclear de activación en células T

PBMC Células mononudeares de sangre periférica

PHA Fitohemaglutinina

PKC Proteína cinasa C

PWM Mitógeno Pokewed

RIL-2 Receptor de IL-2

SAM S-adenosilmetionina

SCEs Intercambio de cromátidas hermanas

TCR Receptor de la célula T
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I. INTRODUCCIÓN

1.1 METALES

Los metales y metaloides representan un grupo importante de contaminantes ambientales,

no sólo por su amplia distribución en la naturaleza, sino también porque la actividad tecnológica del

hombre ha incrementado su emisión en los últimos años, por lo que las exposiciones humanas

ocupacionales, ambientales o accidentales se presentan con mayor frecuencia. Se conocen bien los

efectos inmediatos en la salud, sin embargo los efectos a largo plazo son menos conocidos. Se sabe

que algunos metales pueden afectar adversamente la respuesta inmune, alterando la resistencia del

individuo a agentes infecciosos y al desarrollo de tumores, así como provocando enfermedades

autoinmunes (Bigazzi, 1999; Vega, 1998). Dentro de este grupo de contaminantes ambientales, el

arsénico es uno de los compuestos tóxicos de mayor importancia pues está identificado como

carcinógeno para el hombre y está ampliamente distribuido en la corteza terrestre con una

abundancia relativa de 2 a 5 ppm (IARC, 1987).

1.2 ARSÉNICO

1.2.1 Propiedades fisicoquímicas

El arsénico está clasificado como un metaloide, aunque tiene muchas de las propiedades de

los metales pesados. Pertenece al grupo VA de la tabla periódica, su número atómico es 33 y su

peso atómico 74.9. En la naturaleza se encuentra en los estados de oxidación -3, +3 y +5; en el

estado -3 el compuesto más importante es la arsina (AsH3). En los estados +3 y +5 el arsénico

forma fundamentalmente arsenitos (As3+) y arsenatos (As5+), siendo los arsenitos !as formas más

tóxicas del arsénico.

En la naturaleza el arsénico está presente principalmente en forma Ass+. El As3+ se

encuentra en donde prevalecen las condiciones reductores, tales como en depósitos profundos de

agua. El agua de bebida usualmente contiene algunos microgramos de arsénico por litro, pero en

algunas regiones donde el agua está en contacto con rocas que son ricas en minerales que

contienen arsénico se puede llegar a tener más de 1 mg/L (Máki-Paakkanen et al., 1998).

De manera natural el arsénico se encuentra formando alrededor de 150 diferentes

minerales, y es liberado al ambiente como resultado de la actividad volcánica y la erosión de los

depósitos minerales. Las principales actividades humanas responsables de la emisión de arsénico al



medio son: la generación de energía eléctrica, procesos de fundición y refinación de metales no

ferrosos, el uso de combustibles fósiles, el uso del arsénico como barniz en dispositivos sólidos

como los transistores, y el arsenuro de galio como un material láser para convertir la electricidad en

luz coherente (semiconductores). El arsénico inorgánico está presente en pesticidas, raticidas y

herbicidas (Harrison y McCoy, 2001). Por otra parte, el arsénico tiene una larga historia de uso en la

medicina como antibiótico. Recientemente, ha ganado interés en el tratamiento det cáncer,

especialmente en leucemias (Chen, 1997).

1.2.2 Metabolismo

En forma soluble el arsénico es eficientemente absorbido en el tracto gastrointestinal (70-

90%) y distribuido a otros órganos. Cerca del 50-60% del arsénico ingerido es excretado en la

primera semana después de su ingestión. La mayoría de los mamíferos metabolizan el arsénico

inorgánico a ácido monometilarsónico (MMA) y ácido dimetilarsínico (DMA). Se cree que la

metilación ocurre por una reducción del Ass+ a As3+ y !a adición de un grupo metilo (Fig 1). Los

tioles, en particular el glutatión (GSH), juegan un papel muy importante en la reducción del As5+ a

As3+. La vía principal de metilación en el organismo requiere de metionina, en su forma activada de

S-adenosilmetionina (SAM), que actúa como cofactor, y el GSH reducido, que actúa como donador

de electrones para la reducción de los compuestos arsenicales. El grupo metilo es tranferido de la

SAM al arsénico en su estado trivalente de oxidación por medio de metil transferasas. Se ha

demostrado en estudios in vitro que la actividad metíladora se localiza en el citosol de las células

hepáticas y que la vitamina B12 (cianocobalamina), coenzima B12 (5'-deoxiadenosil-cobalamína) y

metil B12 (metilcobalamina) pueden actuar como donadores de grupos metilo previos a SAM (Healy

et al., 1998; Styblo y Thomas, 1997; Vahter, 2000).

OH + 2 e . OH +CH3+ CH3 +CH3* CH3

I I I I
HO - As- OH HO - As - OH HO - As - OH HO - As - CH3

II II II
O Metiltransferasa I Q Hetiltransferasa I I o

ÁCIDO A C I D ° - A C I D 0 -
ACIDO ARSÉNICO ADCPwncn MONOMETILARSONICO DIMETILARSÍNICO

Figura 1. Metabolismo del arsénico inorgánico en mamíferos (Yamaka y Okada 1994).



Estudios experimentales han mostrado que una fracción importante del As5+ es

rápidamente reducida a As3+ en la sangre. Sin embargo, el arsénico ingerido por vía oral es

metilado principalmente en la fracción citosólica del hígado, aunque la metilación puede llevarse a

cabo en diferentes órganos como el cerebro, el pulmón, el intestino y el riñon (Mass y Wang, 1997).

En el hombre los principales productos excretados encontrados en orina son: el arsénico

inorgánico, el ácido monometiíarsónico (MMA) y el ácido dimetilarsíníco (DMA) en proporciones de

10-20, 10-15 y 60-80%, respectivamente. Recientemente, fue identificada una población con una

baja excreción de MMA, lo cual sugiere que puede existir un polimorfismo en la metilación del As.

Sin embargo, estas diferencias en la excreción de las formas metiladas del As también dependen

del estilo de vida y la alimentación de los individuos expuestos (Vahter, 2000).

Por otro lado se sabe que los compuestos metilados del arsénico no se desmetilan para

formar arsénico inorgánico (Salazar, 1998). El proceso de metilación del arsénico fue sugerido como

la vía principal de destoxificación en los mamíferos. Por otra parte Bogdan y cois. (1994) sugieren

que la unión del arsenito a las proteínas puede ser una ruta primaria de destoxificación en los

mamíferos, así como la unión del As3+ a ditioles presentes en moléculas que presentan grupos tioles

vecinales (glutatión, 2,3-dimercaptopropanol, etc.) (Styblo y Thomas, 1997).

1.2.3 Vías de exposición

Una de las vías de exposición al arsénico es la ingestión de alimentos de origen marino,

entre las cuales los peces y los crustáceos presentan los niveles más altos de arsénico; sin

embargo, la ingestión de agua proveniente de subsuelos ricos en depósitos minerales que contienen

arsénico es la fuente más significativa de exposición tóxica y constituye un problema de salud

pública descrito en diversas áreas geográficas del mundo (Taiwán, Argentina, Chile, India, Estados

Unidos y México) (Hsu et al., 1997), ya que millones de personas están expuestas de forma crónica

al arsénico inorgánico (Harrison y McCoy, 2001). En estas regiones se excede la concentración de

10 ng/L de As en el agua, que es la norma permitida por la Organización Mundial de la Salud (WHO

1993).

México es uno de los principales países en la producción de arsénico y existen zonas en los

estados de Puebla, Chihuahua, Hidalgo, Morelos, Nuevo León, Coahuila y Durango, con agua

contaminada, donde el problema de hidroarsenicismo crónico en los habitantes de estas regiones es

preocupante (Salazar, 1998).



1.2.4 Toxicidad

Las sales solubles de arsénico inorgánico son altamente tóxicas. La dosis letal de trióxido de

arsénico ingerido es de 1-3 mg/kg en humanos (WHO, 1981). Los síntomas de intoxicación por

arsénico incluyen náuseas, dolor de cabeza, dolor abdominal severo debido al daño en la mucosa

gastrointestinal, vómito y diarrea causadas por parálisis del control capilar en el tracto intestinal

(Dock y Vahter, 1998). Eventualmente el epitelio gastrointestinal puede desprenderse, seguido por

la disminución del volumen de sangre, baja de presión, alteración del funcionamiento del corazón,

falla del sistema cardiovascular, falla de las funciones del cerebro y muerte. Intoxicaciones agudas

no fatales pueden resultar en daño al sistema nervioso periférico, manifestándose como pérdida

sensorial debida a una degeneración axonal, anemia y leucopenia, fiebre, anorexía, hepatomegalia

y melanosis. Por otra parte, la inhalación de arsénico afecta el tracto respiratorio causando rinitis,

laringitis y bronquitis. En altos niveles de exposición han sido reportados hiperplasia y atrofia en el

tracto respiratorio y perforación del septo nasal (Dock y Vahter,1998).

Exposiciones subcrónicas y crónicas a arsénico inorgánico han sido asociadas con la

reducción de la velocidad de conducción nerviosa y daño hepático. Se ha observado daño en el

sistema vascular periférico en personas expuestas a arsénico en agua de bebida (Jha et al., 1992;

Li y Chou, 1992). Este daño vascular puede provocar gangrena de las extremidades inferiores,

conocida como enfermedad del pie negro. La ingestión de arsénico también provoca alteraciones en

la pigmentación de la piel; áreas de hiper- o hipopigmentación son frecuentemente vistas en el

cuello, pecho y espalda. Otras áreas son la palmoplantar y papular y éstas eventualmente pueden

desarrollarse en lesiones malignas (Hsu et al., 1997; Menzel et al., 1999; Simeonova et al., 2000).

La arsina (AsH3) es otra forma altamente tóxica del arsénico; causa anemia hemolftica

severa seguida por falla renal aguda. La toxicidad es observada en exposiciones menores a 10

ppm. La hemolisis ocurre después de ía fijación de la arsina en forma no volátil por la hemoglobina

(Dock y Vahter, 1998).

El mecanismo más importante que se postula para explicar la toxicidad de los compuestos

de arsénico trivalentes es por su afinidad a los grupos sulfhidrílo de las proteínas. Las enzimas son

particularmente afectadas si el grupo tiol está ubicado en el sitio activo o en un sitio crítico para su

actividad (Menzel et al., 1999) o para su estabilidad estructural. Por otro lado, e! arsénico

pentavalente puede sustituir al grupo fosfato en reacciones catalizadas enzimátícamente, afectando

procesos como la producción de ATP y síntesis de ADN (Hu et al., 1998; Voet y Voet, 1992). Sin

embargo, es difícil evaluar su contribución tóxica debido a la reducción del As5+ a As3* en el



organismo.

1.2.5 Efectos carcínogénícos

Los efectos tóxicos agudos del arsénico se manifiestan en los sistemas respiratorio,

gastrointestinal, cardiovascular, nervioso y hematopoyético. Sin embargo, en poblaciones expuestas

crónicamente a dosis no letales de arsénico se ha encontrado una mayor incidencia de

enfermedades como hiperqueratosis, pie negro, cáncer de piel, pulmón, vejiga, hígado, de tracto

gastrointestinal, de cavidad nasal y de riñon (Ramírez et al., 1997)

Un incremento en la incidencia de cáncer en gente expuesta a arsénico fue observada

desde principios del siglo XIX. Iniciaímente se observó un incremento en la incidencia de cáncer de

pulmón en trabajadores de fundidoras y en mineros, continuando con reportes de incidencia

elevada de cáncer en pacientes usando medicinas con arsénico. La asociación entre la ingestión de

arsénico y el desarrollo de cáncer de piel ha sido confirmada por estudios en áreas donde el agua

de bebida contiene altas concentraciones de arsénico (Máki-Paakkanen et al., 1998). Varias formas

de cáncer de piel relacionadas con la ingestión de arsénico han sido descritas, incluyendo carcinoma

de células básales y carcinoma de células escamosas. Recientemente se ha observado un

incremento de mortalidad por cáncer de órganos internos (hígado, pulmón, riñon y vejiga) en

poblaciones expuestas a arsénico (Dock y Vahter, 1998; Máki-Paakkanen et al., 1998).

Aunque los estudios epidemiológicos consideran que el arsénico es un agente carcinogénico

para los humanos, no se ha encontrado que ios compuestos arsenícales puedan producir cáncer en

los modelos animales y no existe una clara explicación para esta diferencia de toxicidad entre los

humanos y los modelos animales (Menzel et al., 1999).

1.2.6 Mecanismo de acción

1.2.6.1 DNA

A nivel celular el arsénico inhibe la reparación del daño inducido por la radiación ultravioleta

o por el metilmetanosulfonato. Recientemente, varios estudios apoyan la alteración de los

mecanismos de reparación inducida por el arsénico (Jha et al., 1992). En esta dirección se ha

propuesto que el arsénico inhibe el reensamble de las cadenas rotas de DNA al interactuar con los

grupos ditioles de las enzimas de reparación. Además, se ha evaluado la reparación por excisión de

nucleótidos en fibroblastos tratados con arsenito después de una radiación con rayos UV,



encontrándose alteradas la unión de los fragmentos del DNA y la transcripción acoplada a

reparación (Jha et ai., 1992; Snyder, 1989). También existe evidencia de que los compuestos de

arsénico pueden interferir en los procesos de reparación del DNA, incluyendo la inhibición de la

remoción de dímeros de pirimidina en células humanas SF34 después de irradiarlas con luz.UV, el

bloqueo de la reparación del DNA dañado por rayos X y luz UV, inhibición de la reparación post-

replícación del daño inducido por luz UV y la inhibición de la actividad de la DNA ligasa I I de

mamíferos (Li y Rossman, 1989).

Ef arsénico induce aberraciones cromosómicas (estructurales y numéricas) y micronúdeos

(Ostrosky et al., 1991; Gonsebatt et ai., 1992; Vega et al., 1995). La ingestión de agua con arsénico

incrementa ef intercambio de cromátidas hermanas (SCEs) en linfocitos de sangre periférica, así

como en linfocitos tratados con As3+ t'n vitro (Hsu et al., 1997). Se ha demostrado que ios

compuestos de arsénico trivalentes son más efectivos en la inducción de aberraciones

cromosómicas que los compuestos pentavalentes de arsénico, mientras que los SCEs son inducidos

a dosis más bajas de arsénico de las que son requeridas para inducir aberraciones cromosómicas. El

mecanismo propuesto por el cual el arsénico induce efectos en los cromosomas es mediado por los

efectos del arsénico en las enzimas de reparación del DNA (Rasmussen y Menzel., 1997). Sin

embargo, se ha reportado que el arsenito induce proteínas asociadas a los rompimientos de

cadenas de DNA (Vega, 1998), lo cual podría explicar las aberraciones inducidas y los SCEs.

En cultivos de linfocitos humanos tratados in vitro con arsenito de sodio se ha demostrado

el efecto aneugénico debido a la alteración de la estructura del citoesqueleto (Ramírez et a l , 1997;

Vega et al., 1995).

Se ha demostrado que los compuestos de arsénico inducen amplificación de genes y

alteraciones en la expresión de genes en células de mamífero (Corsini et a l , 1999; Hu et al., 1998;

Mass y Wang, 1997; Roussel y Barchowsky, 2000). El arsenato y arsenito de sodio son potentes

incrementadores de la amplificación del gen de la dihidrofolato reductasa en células de ratón 3T3

(Lee et al., 1988); el mismo gen es amplificado en queratinocitos humanos transformados por el

virus SV40 (Rossman, 1992). El NaAsO2 induce la expresión de genes de proteínas de respuesta a

estrés (hsps) que incluyen: a) ubiquitina, la cual está involucrada en la degradación de proteínas

por el proteosoma; b) hps 90 asociada con la transducción de señales (Deaton et a l , 1990); c) hsp

70, proteínas asociadas con la traslocación de proteínas a través de las membranas (Deaton et al.,

1990; Hu et a l , 1998; Ohtsuka et al., 1990); d) también incrementa la expresión del gen de

resistencia múltiple a drogas (MDRI); e) el gen de hemooxigenasa (Hu et a l , 1998; Keyse et al.,

1990) y de oncogenes y factores de crecimiento como c-fos, c-jun, c-myc, así como el TGF-a



(transforming growth factor a). También modula la cascada de MAP cinasas, que da como resultado

la activación de factores de transcripción como AP-1, el cual es un importante regulador del

crecimiento celular (Germolec et al., 1996; Simeonova et al., 2000; Roussel y Barchowsky, 2000).

Por otra parte se ha demostrado que el As3+ modifica la actividad del factor transcripción-KB NF-KB

(Corsin¡,1999; Roussel y Barchowsky, 2000).

1.2.6.2 Proliferación celular.

Se ha descrito que la cinética de proliferación de los linfocitos de individuos que consumen As en el

agua de bebida está disminuida, pues es evidente un retraso en la progresión del ciclo celular

(Ostrosky et al., 1991).. Resultados similares se han reportado al tratar con As in vitro linfocitos

provenientes de presonas no expuestas crónicamente a As por agua de bebida (Gonsebatt et al.,

1994; Ostrosky et al., 1991). Por otra parte, se ha demostrado que el NaAsO2 provoca la activación

o inactivación de p53 y otros oncogenes que controlan la proliferación celular (Salazar et al., 1997).

1.2.6.3 Proteínas

El arsenito es un efectivo inductor de proteínas de choque térmico (hsp) como son las de 70

kDa a los 90 kDa y que se sabe tienen importantes funciones en las células. Las proteínas de

choque térmico de 70 kDa están asociadas con la translocación y secreción de algunas proteínas así

como al proceso de importación de proteínas mitocondriales, mientras que las proteínas de choque

térmico de 90 kDa están identificadas como proteínas unidas a receptores de glucocorticoides entre

otros. Cada proteína alterada por el arsenito puede tener cierta función ¡ntracelular y los cambios

en los niveles de estas proteínas podrían afectar diferentes funciones celulares (Aoki et al., 1990).

El arsénico incrementa el estado de fosforilación de las proteínas celulares causando

hiperfosforilación de las proteínas de respuesta a estrés y disminuyendo la fosforilación de otras.

Otra proteína afectada por el arsénico es la piruvato deshidrogenasa, por interacción del

arsenito con el grupo sulfhidrilo del ácido lipoico (Farrel y Costa, 1997; Hu et al., 1998). La toxicidad

del arsenito parece ser el resultado de la afinidad de éste por los grupos sulfhidrilo. Algunas

proteínas y enzimas son alteradas por la exposición a arsenito. Por otro lado el arsénico afecta a las

enzimas mitocondriales y altera ia respiración, lo cual es relevante en la toxicidad celular (Farrel y

Costa, 1997; Li y Chou, 1992). Las proteínas del citoesqueleto contienen una gran cantidad de

residuos de cisteína y ciertos grupos -SH de la tubulina son cruciales para la polimerización de esta

proteína, por lo que el citoesqueleto es un blanco importante para el daño por As3+ (Li y Chou,



1992). El arsénico inorgánico se une a grupos -SH y la unión es más fuerte con grupos -SH vecinos,

por ejemplo en la queratina del pelo, uñas y piel, por lo que estos tejidos generalmente muestran

las más altas concentraciones de arsénico. Los tejidos que retienen por mayor tiempo As, expuestos

a su forma dimetilada, son el pulmón, la tiroides y el cristalino de los ojos (Dock y Vahter, 1998).

El NaAsO2 y el NaAsO3 inducen alteraciones morfológicas de células de roedor en cultivo

(Lee et al., 1985), La concentración para la inducción de estos cambios son las mismas que son

requeridas para la amplificación de genes (Lee et al., 1988). El NaAsO2 es más potente que el

NaAsO3 en estos ensayos biológicos y se ha sugerido que es debido a diferencias en la

incorporación celular del arsénico trivalente en relación al arsénico pentavalente.

1.2.7 Efectos en el sistema inmune

El arsenito es un compuesto que tiene efectos inmunotóxicos, alterando la inmunidad

humoral y celular (Gonsebatt et al., 1992; Yoshida et al., 1986; Vega et al., 1999). El arsenito

puede suprimir la respuesta inmune por la inducción de apoptosis en células del sistema inmune

(macrófagos, neutrófilos y células derivadas de linfoma) (Rousselot et al., 1999; Wolson et al.,

1990). Alternativamente, el arsenito puede interferir también con la inmunidad por interacción con

enzimas involucradas en la respuesta inmune. El arsénico trivalente puede inducir apoptosis en

células del sistema inmune a concentraciones que están presentes en los individuos expuestos

crónicamente (Harrison y McCoy, 2001). Se sabe que existe un incremento en la susceptibilidad a

infecciones con pseudorabia y al virus de la encefalitis en ratones tratados con arsenito de sodio

(NaAsO2), trióxido de arsénico (AsO3) o arsenato de sodio (Na2HAsO) (Vega, 1998).

Cuando ratones son expuestos a arsenuro de galio (GaAs), la producción de IgM decrece en

el 97% de los animales y la actividad de los macrófagos se ve reducida (Sikorski et al,, 1991). Un

efecto similar fue observado cuando se expusieron a NaAsO2 (Sikorski et al., 1991). El tratamiento

de ratones con GaAs disminuye la expresión del receptor de IL-2, lo cual sugiere que los

compuestos de arsénico pueden afectar la activación de la célula T y su función, probablemente por

interferencia con las señales primarias o secundarias que dirigen la respuesta antigénica,

comprometiendo la respuesta inmune celular (Burns et al., 1991). También, se ha demostrado que

el NaAsO2 inhibe la producción de interferón en ratones (Blakley et al., 1980). Dosis de 26.6 mg/kg

en ratas incrementan el peso del hígado, bazo, glándulas adrenales y testículos, disminuye el peso

del timo y deprime la hipersensibilidad retardada, pero no afecta el número de células formadoras

de placa IgM en estos animales (Instiróris et al., 2000). La presencia de NaAsO2 2.5-3.0 \iM in vitro

provoca una reducción en la proliferación en linfocitos T humanos de sangre periférica inducida por



PHA, así como una concentración de 6-10 (iM de NaAsO2 tiene el mismo efecto en linfocitos T

bovinos de sangre periférica (Burns et al., 1991). Por otro lado una concentración de NaAsO2 de

0.5-1.0 nM disminuye la cantidad de células formadoras de placa en bazo de ratón (Descotes,

1986).

Se sabe que el arsenito induce activación de algunas proteínas MAP cinasas (Burns et al,,

1991), algunas de las cuales juegan un papel clave en la inducción de apoptosis en células linfoides.

Existe evidencia de que microdominios de la membrana plasmática de células de mamíferos,

enriquecidos con colestrerol y glicoesfingolípidos llamados "rafts", juegan un papel importante en la

señalización intracelular esencial para una efectiva transducción de señales del TCR. El arsenito de

sodio también induce la activación de caspasas a través de microdominios lipidíeos de la membrana

celular promoviendo la producción de superóxidos y la activación de JNK (Hossain et al., 2000).

1.3 ACTIVACIÓN DEL UNFOCITO T

La activación de los linfocitos T es consecuencia de múltiples interacciones ligando-receptor

que ocurren en la interfase de una célula T y una célula presentadora de antígeno. Esta interacción

inicia eventos bioquímicos intracelulares en la célula T que hacen que los linfocitos T entren en

mitosis y adquieran su actividad efectora, que culmina en la respuesta inmune celular. La activación

del linfocito es controlada por rutas de señalización iniciadas por los receptores del antígeno y

moléculas coestimuladoras. El ligando fisiológico para la activación de la célula T es un péptido

extraño unido a una molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), presentado en

la superficie de una célula presentadora de antígeno (Acuto y Cantrell, 2000). Por otra parte,

existen productos derivados de bacterias y virus que pueden activar a una gran cantidad de células

T a los que se les denomina superantígenos. Estos superantígenos estimulan a las células T debido

a su capacidad de interactuar con algunas regiones del TCR que están fuera del sitio de unión

péptido-MHC. Existen otras moléculas como las lectinas que se han usado para estimular de forma

policlonal a los linfocitos T. Las lectinas son proteínas derivadas de las plantas que se caracterizan

por poseer en su estructura varios grupos de carbohidratos. Éstas pueden inducir una respuesta

proliferativa, son comunmente llamadas mitógenos, y entre los cuales encontramos a la

fitohemaglutinina (PHA), concanavalina A (Con A) y el mitógeno pokewed (PWM). Éstos se unen a

fas glucoproteínas expresadas en la membrana plasmática y entrecruzan receptores importantes

involucrados en la activación fisiológica de las células T. Anticuerpos dirigidos contra el TCR o CD3

así como ¡onóforos de calcio también han sido usados para estimular a las células T (Paul et al.,

1998).



Las señales bioquímicas iniciadas por el receptor de la célula T determinan la especificidad

de la activación, pero los eventos iniciados por otras proteínas de membrana tales como los

receptores del MHC CD4/CD8, coestimuladores como CD2, CD28 e integrinas, modulan las señales

intracelulares requeridas para iniciar la activación de una célula T (Acuto y Cantrell, 2000).

El receptor de las células T está compuesto por las cadenas ap o yS que se asocian a las

cadenas del CD3 y, 5, e y C, (Fig 2). Durante la activación, las cadenas del CD3 se fosforilan

rápidamente en los residuos de tirosina, por las cinasas de residuos de tirosina Fyn y Lck. Fyn

interactúa directamente con el complejo CD3, mientras que Lck se une a las regiones citoplásmicas

de las moléculas correceptoras CD4, CD8 y CD2.

Una vez que los inmunorreceptores con motivos de activación basados en tirosina (UAMs)

de las cadenas del receptor han sido fosforiladas, pueden reclutar a la cinasa de tirosina fosforilada

en residuos de tirosina ZAP-70. Ésta se une a la cadena t, fosforilada en residuos de tirosina del

CD3 y es activada por la interacción de SH2 y la fosforilación directa por Lck. Una vez activada ZAP-

70, el siguiente paso incluye a la enzima fosfolipasa C-y (PLC-y) que sirve para propagar la señal a

la membrana celular y eventualmente comunicarla al núcleo. La fosforilación de un residuo de

tirosina en la PLC-y activa a la enzima, la cual rompe al fofatidilinosítol bifosfato, que es un

fosfoíípldo de membrana, en dos partes: el inositol trifosfato (IP3) y el diacilgliceroi (DAG). La

difusión de IP3 tiene como consecuencia la liberación de Ca2+ en el citosol proveniente de vesículas

del retículo endoplásmico por lo que hay un incremento inmediato en la concentración de Ca2+

intracelular, esto dispara la apertura de ios canales de Ca2+ en la membrana plasmática, lo cual

provoca un mayor incremento de Ca2+ dentro de la célula que conduce a la activación de la

calmodulina (proteína que se une a Ca2+ para su activación). La activación de esta proteína es

requerida para la translocación al núcleo del factor nuclear de las células T activadas (NF-AT) el

cual es esencial en la activación del gen de IL-2 (Abbas, 2000).

El otro producto del rompimiento de PIP2 es DAG, el cual permanece asociado con la

superficie interna de la membrana plasmática. El DAG ayuda a activar a la proteína cinasas C (PKC),

que fosforila residuos de serina/treonina, y que se cree inicia una cascada de señalización dirigida al

núcleo.
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Figura 2. Modelo de la transducción de señales mediadas por el TCR dirigidas a la
transcripción del gen de la IL-2 (Paul etal. 1998).
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Otra señal que es requerida para la respuesta de las células T es la activación de proteínas

pequeñas G, las cuales son proteínas que sirven para propagar señales de los receptores asociados

a tirosin-cinasas. Las proteínas G pequeñas se encuentran normalmente en un estado inactivo

unidas a GDP; su activación involucra al factor intercambiador de nucleótidos de guanina (GEF) el

cual intercambia GDP por GTP. Ras y otras proteínas pequeñas G son redutadas en el sitio del

receptor por proteínas adaptadoras y son activadas por los GEFs unidos a fas proteínas

adaptadores. Una vez activada, Ras activa la cascada de proteínas cinasas conocidas como

proteínas-cinasas activadas por mitógeno (MAP cinasas). La cascada de MAP cinasa conduce

directamente a la fosforilación y activación de factores de transcripción en el núcleo. En particular,

la familia de factores de transcripción AP-1, que son heterodímeros de los oncogenes fosyjun, así

como NF-AT (nuclear factor of activation ¡n T cells) y NF-KB que son factores de transcripción

involucrados en la regulación del gen de la IL-2 (Fig 2), así como del gen de la subunidad a del RIL-

2 (CD25) (Paul, 1998).

I.3.1CD4yCD8

CD4 y CD8 son moléculas determinantes no polimórficas expresadas en la superficie de las

dos principales subpoblaciones de células T maduras. Estas moléculas se unen a regiones no

polimórficas del MHC clase I I y clase I respectivamente y están acopladas a la cinasa de residuos de

tirosina pS6lck. Ambos complejos liberan señales accesorias que sinergizan con el complejo

TCR/CD3 en complemento en la activación de las células T. En general, las células CD4+ están

involucradas en la función cooperadora celular, en respuesta a antígenos exógenos. Por el

contrario, las células T CD8+ son las células efectoras citolíticas y reconocen péptidos que son

derivados de la vía biosintética endógena (Paul, 1998).

CD4 y CD8 son glucoproteínas integrales de membrana. El dominio extracelular del CD4

consiste de cuatro dominios de inmunoglobulina unidos en tándem. Los dominios N-terminal

interactúan con el domino (32 de las moléculas de MHC clase I I . CD8 es un heterodímero de una

cadena a y una cadena p, pero puede ser expresada como un homodímero de cadenas a/a. El

dominio N-terminal de inmunoglobulina de la cadena a se une a el dominio ct3 de las moléculas de

MHC clase I (Paul, 1998)

Los correceptores CD4 y CD8 pueden contribuir a la formación de una interacción más

estable del TCR con el complejo que forma el MHC con el péptido, y también están involucrados en

eventos de transducción de señales por la interacción de sus dominios intracelulares con la cinasa

LcK. Ambos correceptores interactúan no covalentemente con la región N-terminal de Lck vía
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residuos de cisterna apareados. La interacción de Lck con CD4 es de mayor afinidad que con CD8.

La unión del TCR con estos correceptores puede incrementar la transducción de señales por el

TCR. En la respuesta inmune, se requiere del CD4 o CD8. En general, los anticuerpos dirigidos

contra CD4 y CD8 pueden bloquear la respuesta de los subtipos celulares a los antígenos durante la

respuesta primaria pero no en la respuesta secundaria. El grado de participación de una célula T

individual CD4 o CD8 es altamente dependiente de la clona. En el caso de CD4, su contribución a la

respuesta al antígeno depende no sólo de su dominio extracelular que ¡nteractúa con el MHC clase

I I , sino también de las secuencias en su domino citoplásmico que ¡nteractúa con Lck (Paul, 1998).

Se han reportado alteraciones en las funciones de estas moléculas por algunos compuestos

de Fe. In vitro el Fe disminuye la eficiencia clonal de las células T CD4+ y suprime la proliferación de

los linfocitos activados con mitógenos como PHA o Con A. Se sabe que el dtrato férrico modula los

complejos CD4-lck y CD8-lck en linfocitos T de sangre periférica humana en reposo y reduce la

expresión de CD4 en la superficie de linfocitos T en reposo. (Arosa y Sousa, 1995).

1.3.2 CD69

El CD69 humano es un homodímero de superficie formado por la asociación de dos

cadenas, una de 28 kDa y otra de 32 kDa, unidas por puentes disulfuro. Las dos cadenas resultan

de la glucosilación diferencial de un polipéptido de 199 aminoácidos de largo y codificado por un

solo gen. Este producto puede ensamblarse en dímeros 28-28, 28-32 y 32-32 kDa; existen también

dímeros menos frecuentes que son los no glicosilados de 22-22 kDa. Existe sólo un sitio potencial

de glucosilación, para una N-glucosilación en la parte extracelular de cada cadena, que está

localizado en el a.a. 166, sugiriendo una heterogeneidad cualitativa en la glucosilación de la cadena.

En la parte intracelular presenta 8 residuos de serina, de los cuales, las de las posiciones 18 y 30

representan sitios potenciales de fosforilación para la caseína cinasa I I (CKII) y la proteína cinasa C

(PKC), respectivamente. En células tanto humanas como de ratón existe una fosforilación

constitutiva.

La porción extracelular de la molécula (138 a.a.) contiene un dominio tipo C de unión a

lectinas (Otype lectin-binding), el cual pone a CD69 dentro de la familia de receptores de superficie

tipo lectinas C (C-type lectin family of surface receptors). Seis residuos de cisteína que son

conservados entre las especies son responsables de la estructura del dominio y posiblemente de la

unión entre cadenas (Hutchínson et al., 1999).
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CD69 fue inicialmente descrito como un antígeno expresado en la activación temprana de

células íinfoides. Linfocitos de sangre periférica en reposo no expresan CD69, pero es rápidamente

inducido por la estimulación de la célula T por medio del receptor TCR/CD3, entrecruzamiento de la

inmunoglobulina de membrana en las células B y por IL-2, IFN-y o estimulación de CD16 en células

NK. En las células T, los transcritos de CD69 son detectables a los 30-60 min después de la

estimulación de CD3 y declina rápidamente después de 4-6 horas. La expresión en la superficie

puede ser detectada a las 2-3 h y el pico de expresión ocurre a las 18-24 h (Ángulo y Fulcher, 1998;

Santis et al., 1995). La expresión declina con tiempo medio de ~24 h si se quita el estímulo. La

inducción de CD69 requiere el incremento sostenido de la concentración de calcio citosólico. El

incremento de Ca2+ es transitorio, pues cae en menos de 5 min provocando la expresión de CD69.

La elevación prolongada de Ca2+, que sigue del entrecruzamiento óptimo del TCR/CD3 es

igualmente necesaria para sostener la activación de PKC, que es un importante requerimiento para

la inducción de CD69 en linfocitos T. Sin embargo, el evento clave responsable de la expresión de

CD69 en células íinfoides parece ser la activación de Ras. La expresión del gen de v-Ha-ras que

codifica para una proteína de tipo "GTP-bound active Ras" es suficiente para inducir óptimamente

CD69 cuando ocurre la estimulación del linfocito T por medio del TCR/CD3, que sugiere un papel

central de Ras en la expresión de CD69 en células T (Rutella et al., 1999).

CD69 es expresado constitutivamente en las plaquetas, en las que presenta características

bioquímicas similares al CD69 expresado en células NK y T, incluyendo la fosforilación constitutiva.

También ha sido encontrado en precursores mieloides en médula ósea, neutrófilos activados y

eosinófilos, en monocitos circulantes y células de Langerhans epidermales. Esta amplia distribución

implica un papel general para CD69 en la biología de las células hematopoyébcas (Tesrj et al.,

1994).

Se ha demostrado que la estimulación de CD69 en presencia de PMA induce la expresión

transitoria del gen c-fosy la formación del complejo AP-1 en células T. También se ha encontrado

que ta inducción del complejo AP-1, junto con la inducción del complejo NF-AT, después del

entrecruzamiento de CD69 en presencia de PMA, participa en la regulación transcripcional de la

expresión del gen de IL-2 en linfocitos T (Testis et al., 1994).

1.3.3 Interleucina 2

Dentro del sistema inmune periférico, la producción de IL-2 está confinada principalmente a

la población de linfocitos T CD4\ La secreción de IL-2 es uno de los principales eventos en la

activación de la célula T y es el resultado final de una cascada de segundos mensajeros que



integran señales de múltiples receptores de la superficie celular que relacionan a las células T con

su microambiente (Fernández-Botran et al., 1996; Gaffen et al., 1998; Paul et al., 1998; Smith,

1988).

La IL-2 humana es una glucoproteína de 15 kD (Gaffen et al., 1998), con un dominio de

unión a lectinas, el cual tiene un papel crítico en el tránsito y ruta intracelular de esta molécula. La

IL-2 presenta un puente disulfuro, cuya ruptura elimina su actividad biológica. La estructura

tridimensional de la IL-2 humana se ha descrito de acuerdo a los datos cristalográficos con una

resolución de 3-A y a la predicción de la estructura secundaria derivada de la comparación de las

secuencias primarias de atocinas relacionadas. El "núcleo" de la IL-2 está constituido por cuatro

hélices a antiparalelas y dos asas entrecruzadas que contienen hojas p (Fig 3) (Gaffen, 1998;

Rozwarski et al., 1994; Smith, 1988; Smith, 1992).

COOH

Figura 3. Modelo de la estructura tridimensional de la IL-2 humana (Gaffen et al. 1998).
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La secuencia esencia! de aminoácidos de esta proteína es similar en varias especies de

mamíferos, incluyendo una estricta conservación de tres residuos de cisterna. Los 153 aminoácidos

de la IL-2 de su traducción primaria sufren un procesamiento postraduccional que incluye: el corte

de 20 residuos de aminoácidos que forman el péptído señal, la adición de carbohidratos al residuo

de treonina en la posición 3 (thr-3) y la formación de un puente disulfuro entre fos residuos de

cisterna 58 y 105 (Smith,1992; Robb y Greene, 1987).

Los efectos biológicos de la IL-2 están mediados por receptores específicos presentes en las

células blanco. El receptor funcional de alta afinidad de la IL-2 (RIL-2) está compuesto de tres

distintas subunidades asociadas a la membrana: una cadena a de 55 kDa, una cadena p de 70-75

kDa y una cadena y de 64 kDa (Paul et al., 1998; Smith, 1992). El extremo N-terminal de la hélice A

de fa IL-2 es la que se une a la subunidad p del complejo receptor de la IL-2. El asa que conecta a

las hélices A y B de la IL-2 se une a la subunidad a del receptor de IL-2 y el extremo C-terminal de

la hélice a puede ser la responsable de la interacción con la cadena y del receptor (Gaffen et al.,

1998).

El gen de la IL-2 humana está localizado en el cromosoma 4q en las bandas 26-28 (Seigel

et al., 1984). In vivo la expresión de este gen es inducible y es regulada a nivel transcripcional por

un elemento "enhancer" 5' (Ullman et al., 1990). Entre las secuencias O Í que se han identificado en

el gen de la IL-2 que actúan como secuencias reguladoras, están los sitios de unión para NFAT-1,

NF-KB, AP-1 y OCT-1 (Janeway et al., 1999). La expresión del gen de la IL-2 es regulado

postranscripcionalmente a través de un mecanismo que implica la estabilización del RNA mensajero

del IL-2, mediado por unas secuencia rica en AU que se encuentra en la región 3-no transcrita del

mensajero (Ullman et al,, 1990).

La cantidad de IL-2 secretada por los linfocitos T CD4+ es un factor determinante de la

respuesta inmune, ya que ejerce efectos pleiotrópicos, participando en la regulación de células

activadas por antígenos, estimulando el crecimiento de células NK y monocitos, la secreción de

anticuerpos e induciendo la secreción de IFN-y en células NK y T CD8* (Gaffen et al., 1998; Peltier

et al., 1999).

La síntesis denovoy la secreción de IL-2 es disparada por antígenos, anticuerpos anti-CD3

o mitógenos que inducen la activación de los linfocitos T maduros. La unión de fa IL-2 a su receptor

de alta afinidad, un evento que ocurre a través de un mecanismo parácrino o actócrino, promueve

la expansión de las células T induciendo la progresión del ciclo celular de Gl a S, G2 y M. Esta
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propiedad de promover el crecimiento celular es la mejor caracterizada y quizá la más importante

función de esta linfocina. Algunas evidencias han sugerido que la IL-2 es importante en el desarrollo

tímico (Gaffen et al., 1998). La expresión de IL-2 y su receptor en el timo se han detectado y los

efectos proliferativos de la IL-2 en timocitos han sido reportados (De la Hera et al., 1986; De la

Hera et al., 1987; Toribio et al., 1989). Anticuerpos dirigidos contra el receptor de la IL-2 han

demostrado la inhibición del desarrollo tímico (Kündig et al., 1993). La IL-2 también parece ser un

factor de diferenciación ya que es capaz de inducir la producción de otras linfocinas como IFN-y e

IL-4 (Farrar et al., 1982; Howard et al., 1983). Por otro lado, células tales como linfocitos B, células

NK, macrófagos y monocitos primarios de sangre periférica presentan en la superficie receptor para

IL-2 paneway et al, 1999).

Una variedad de diferentes estados de inmunodepresión están asociados con una

producción reducida de IL-2. Estados de inmunodeficiencia heredados tales como la

inmunodeficiencia severa combinada, el síndrome de Nezelof, y la agamaglobuiinemia de Burton,

son caracterizados por una secreción defectuosa de IL-2 por los linfocitos de sangre periférica. De

manera similar, la ¡nmunodeficiencia adquirida, provocada por una irradiación linfoide total, terapia

con ciclosporina A, glucocorticoides o ciclofosfamida, edad avanzada, parasitosis, tumores sólidos o

infección con el virus de la inmunodeficiencia humana están acompañados por alteraciones en la

secreción de IL-2 (McCabe, 1997).

La producción de IL-2 es inhibida por una serie de mediadores producidos durante el

proceso inflamatorio. Los glucocorticoides actúan en el curso de la respuesta inmune sistémica,

inhibiendo selectivamente la producción de IL-2 por las células Th l . La IL-10 también regula

negativamente la producción de IL-2 (Redondo et al., 1998; Lu y Sharom, 1995).

1.3.4 Receptor de IL-2

El receptor de la IL-2 humana está formado por la subunidad a (p55, Tac, CD25), está

codificado por un gen en el cromosoma 10, pi4-15 (Leonard et al., 1985). La proteína madura

contiene un dominio extracelular de 219 aminoácidos, una región transmembrana I de 19

aminoácidos y un dominio C-terminal intracelular de 13 aminoácidos. El dominio extracelular de la

proteína contiene 11 cisteínas, algunas de las cuales participan en puentes disulfuro intracadena

(Fig 4). El rompimiento de cualquiera de estas uniones inter-cisteínas reduce en gran parte la

capacidad de IL-2Ra de unirse a la IL-2. Estudios de deleción interna han demostrado que los 163

aminoácidos de la región M-terminal contienen toda la información necesaria para unir a la IL-2

(Burns y Munson, 1993).
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La subunidad p (p70), está codificada por un solo gen localizado en el cromosoma 22,

qll.2-12. Tiene un peso molecular de 58.3 kDa. Contiene un dominio extraceluíar de 214

aminoácidos con cuatro sitios potenciales de N-glucosilación y ocho residuos de cisternas, una

región transmembrana I de 25 aminoácidos y un dominio citoplásmico de 286 aminoácidos. Los 112

aminoácidos del extremo N-terminal son suficientes para unir a su ligando en ausencia de otras

subunidades del receptor (Fig 4).

La cadena y (p64) del receptor de IL-2 humano está codificada por un solo gen localizado

en el cromosoma X, q l3. La proteína contiene un dominio extraceluíar de 232 aminoácidos, un

dominio transmembranal de 29 aminoácidos y un dominio citoplásmico de 86 aminoácidos. El

dominio extraceluíar contiene algunas características que lo identifican como miembro de la

superfamila de receptores de atocinas. La cadena y también forma parte de los complejos

receptores para la IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15 (Fig. 4) (Gaffen et al., 1998).
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II. HIPÓTESIS

El NaAsO2 reduce los índices mitótico y de replicación en linfocitos T humanos de sangre

periférica estimulados con PHA, lo que produce una disminución en su proliferación y también

provoca una disminución en la secreción de IL-2, a las 24 h de ser estimulados. El NaAsO2 interfiere

con el ensamble de los microtúbulos y con la estabilidad del citoesqueleto en estas células.

Ya que el citoesqueleto es el responsable de la organización estructural del aparato de

Golgi, el cual es necesario para la secreción de proteínas, se propone que si el arsénico altera el

citoesqueleto y por lo tanto afecta el transporte intracelular y la secreción de la IL-2 está disminuida

porque habrá una acumulación de esta línfocina dentro de la célula.

I I I . OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto el NaAsO2 en la proliferación de linfocitos T derivados de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas por diversos métodos.

2. Analizar la expresión de moléculas implicadas en la activación y en la proliferación de los

linfocitos T.

3. Determinar la producción y secreción de la IL-2
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS

IV.l. SOLUCIONES PARA CULTIVO DE CÉLULAS

IV. 1,1 Medios de cultivo

Se utilizó medio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con HEPES 25mM (SIGMA) y 0.2% de

NaHCO3 (SIGMA). La composición de los diferentes medios usados se muestra a continuación:

COMPOSICIÓN

Aminoácidos no escenciales (10 mM)(GIBCO)

Píruvato de sodio (lmM) (GIBCO)

Glutamina (2mM) (GIBCO)

p-mercaptoetanol (SOjiM) (SIGMA)

Suero fetal bovino (10%) (GIBCO)

MEDIOS

A

X

-

X

-

X

B

X

X

-

-

X

c
X

X

X

X

X

Tabla 1. Composición de los diferentes medios empleados

IV. 1.2 Dulbecco's Phosphate Buffer Satine (DPBS)

IV. 1.3 NaAsO,

NaCI

KCI

KH2PO4

Na2HPO4

H2O bidestilada

PH7.2

138 mM

2.7 mM

1.2 mM

8.1 mM

1000 mi

Se preparó una solución estéril de NaAsO2 (Sigma) 1M en H2O bidestilada estéril y se filtró

por un filtro de 0.22fjm (Millipore) y se guardó a -2Q°C. Por diluciones se obtuvieron las

concentraciones finales deseadas. A los cultivos de células mononucleares se agregaron las

diluciones de NaAsO2 en medio completo.
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IV.2 CULTIVO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFÉRICA

IV.2.1 Donadores de sangre

Se obtuvo sangre entera heparinizada (10 unidades de heparina (SIGMA) por mi de

sangre), por venopuncíón de 8 donadores sanos, no fumadores, varones, de 22-40 años y mujeres

entre 22-35 anos. La sangre se usó inmediatamente después de obtenerse.

IV.2.2 Aislamiento de células mononudeares de sangre periférica (PBMC)

La sangre periférica heparinizada obtenida de los donadores se diluyó 1:1 (vol/vol) con

DPBS (Dubelco's Phosphate Buffer Saüne). Diez mi de sangre diluida se vertió lenta y

cuidadosamente sobre 3 mi de Ficoll-Hypaque (Pharmacia) a 37°C en tubos cónicos de 15ml (Nalge

Nunc). Se aislaron las células mononudeares por centrifugación (30 min a 469 x g) a temperatura

ambiente. Las células de la ¡nterfase se recuperaron con pipeta Pasteur y se resuspendieron en

DPBS. Se lavaron con el mismo buffer 2 veces (lavar se considera resuspender a las células en

medio o DPBS y centrifugar 5 min a 469 x g) y se resuspendieron en medio RPMI1640 completo A.

IV. 2.3 Ensayo de proliferación: incorporación de [3H]-timid¡na.

Se sembraron 10s células mononudeares por pozo en 50 jil de medio completo A en cajas

de cultivo de 96 pozos (Costar) y se agregaron 50 y\ de medio completo A con NaAsO2 para tener

una concentración final de 0.01, 0.1 y 1.0 pM, por triplicado. Se incubaron las células durante 24 h

y posteriormente se agregaron 50 ni de medio completo A con fitohemaglutinina (PHA, GIBCO), 50

|il por 106 células y 50 ftl de medio completo con NaAsO2, para mantener la concentración de 0.01,

0.1 y 1.0 \iM, en un volumen final de 200 ^l por pozo. Las células se incubaron por 48 h más y 16-

18 h antes de cosecharlas se agregaron 20 (il de medio / pozo con [3H]-timidÍna (0.5 |iCi por pozo)

(Amersham Pharmacia Biotech), Las células se cosecharon en un cosechador automático (Skatron).

La incorporación de [3H]-tim¡dina se midió por espectroscopia en un contador Betaplate (Wallac).

Los resultados se reportan en porcentaje de incorporación de [3H]-timid¡na (media de cpm de

células expuestas a As / media de cpm de células no expuestas a As por 100).

22



IV.2.4 Ensayo de proliferación: obtención de sobrenadantes y citometría de flujo

Un millón de células mononucleares fueron sembradas por pozo en cajas de 24 pozos en 1

mi de medio completo A con 0.01, 0.1 y 1.0 nM de NaAsO2 e incubadas por 24 h, luego se

estimularon con 10 p\ de PHA / 106 células en medio completo A, manteniendo la concentración de

0.01, 0.1 y 1.0 MM de NaAsO2 en un volumen final de 2 mi. Se mantuvieron en cultivo por 48 h

más y al término de la incubación se recuperaron las células y se centrifugaron 5 min. 469xg; el

sobrenadante de cada muestra se recuperó, se pasó por un filtro de 0.22 ym (Millipore) y se

guardaron a -20°C para posteriormente cuantificar la IL-2 secretada por los linfocitos. Las células

fueron utilizadas para la determinación de IL-2 ¡ntracelular por citofluorometría.

IV.3 DETERMINACIÓN DE IL-2

IV.3.1 Cultivo de células CTLL-2

La línea celular CTLL-2 dependiente de interleucina-2 (IL-2) fue cultivada en botellas de

cultivo de 25 cm2 (Nunclor) con 5ml de medio completo C y 4 U/ml de IL-2 recombinante humana

(Boehringer Mannheim). Las células se diluyen 1/20 cada 3-4 días con medio completo C,

agregando nuevamente IL-2 recombinante humana para mantener el cultivo ya que las células son

dependientes de IL-2. Las células tienen una apariencia amorfa cuando están viables y creciendo,

misma que se redondeada cuando los nutrientes y la IL-2 se consumen.

IV.3.2 Cuantificación de IL-2 por bioensayo

Las células CTLL-2 para ser utilizadas como un bioensayo en la cuantificación de IL-2 en

sobrenadantes de cultivos de linfocitos T expuestos a As, debían estar en gran concentración y con

la menor cantidad de IL-2 en el medio; esto se tiene cuando las células comienzan a tomar una

forma redondeada y el medio de cultivo se acidifica ligeramente después de dos o tres días de

cultivo (dependiendo de la última dilución hecha). Las células bajo las condiciones anteriormente

mencionadas se recuperaron de las botellas de cultivo y se lavaron 3 veces con medio completo C

sin IL-2 recombinante humana (5 min a 469xg), luego se resuspendieron en 10 mi del mismo

medio y se incubaron por 4 h. Posteriormente se lavaron 3 veces más y se resuspendieron en

medio completo C. Se sembraron 104 células CTLL-2 en 100 M' de medio completo C por pozo en

cajas de 96 pozos y se agregaron diluciones de sobrenadantes (1:10, 1:30 y 1:100) de los cultivos
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de células tratadas con As por triplicado en 100 ni de medio completo C para tener un volumen

final de 200 fj| por pozo. De forma paralela se hizo una curva estándar de IL-2 recombinante

humana, en donde se agregaron cantidades conocidas de IL-2 recombinante humana (0.01, 0.03,

0.1, 0.3, 1, 3 U/ml ) en 100nl de medio completo C a 104 células en 100nl de medio completo C

(para cada ensayo se hizo una curva estándar bajo las mismas condiciones experimentales) y se

incubaron por 48 hrs. Cuatro a seis horas antes de cosecharlas se les dio un pulso de [3H]-timidína

(0.5 ^Ci por pozo en 20 jil de medio completo C). Las células se cosecharon en un cosechador

automático. La incorporación de [3H]-timidina se midió por espectroscopia con líquido de centelleo

en un contador Betaplate. Los resultados de los problemas se interpolaron en la curva estándar, y

se reportan como unidades de IL-2.

IVA. CITOFLUOROMETRÍA

VI.4.1 CITOFLUORÓMETRO (FACS)

El citómetro de flujo usado fue el FACScan (Beckton Dickinson) equipado con un láser de

argón con una longitud de onda de exitación de 488 nm. Los parámetros de tamaño (Forward

Scatter, FSC) y granularidad (Side Scattered Light, SSC) fueron colectados en una escala lineal. Las

emisiones de los fluorocramos fueron detectadas a 530 nm (Isotiocianato de fluoresceína, FTTC),

575 nm (Ficoeritrina, PE) y >613 nm (Cy-Crome 5 [Cy5] y Cy-Chrome [Cy-C]). El sobrelapamiento

de las diferentes longitudes de onda de emisión fueron minimizadas por una compensación

electrónica antes de cada análisis. Se capturaron 10,000 ó 20,000 eventos como mínimo de cada

muestra de acuerdo al ensayo. La calibración del citómetro fue hecha con microesferas

fluorescentes (CaliBrite beads, Becton Dickinson). El análisis de las muestras capturadas se realizó

en los programas Lysis I I (Beckton Dickinson) y Cell Quest (Beckton Dickinson}.
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IV.4.2 REACTIVOS

IV .4 .3 Anticuerpos usados

Anticuerpo

Anti-CD3
Anti-CD3

Anti-CD3

Anti-CD69

Anti-II-2

Ant¡-CD4
Anti-CD4
Anti-CD8
Ant¡-CD8
Control negativo
Control negativo

Pluorocromo

FITC
FTTC

Cy-Chrome

FTTC

PE

-
PE
Cy5
-
Cy5
PE

Clona

OKT3
UCHT1

UCKT1

FN5O

MQ1-17H12

OKT4
RPA-T4
DK25
OKT8
Desconocida
Desconocida

Especificidad

CD3 humano
Cadena s del CD3
humano
Cadena e del CD3
humano
CD69 humana
XDímero)
IL-2 humana
recom binante
CD4 humano
CD4 humano
CD8 humano
CD8 humano
Desconocida
Desconocida

Clase/Especie

IqG?3 ratón
I g d ratón

IgGi ratón

IgGi ratón

IgG2a rata

IqG2b ratón
IqGi ratón
IqGt ratón
IqG? ratón
IqGt ratón
IqGi ratón

Tabla 2. Anticuerpos usados y sus características

IV.4.4 Diacetato de 5', 6' carboxifluoresceína, succinimidil ester (CFSE)

El CFSE (Molecular Probes) se resuspendió en DMSO para obtener una concentración de 5

mM. Se distribuyó en alícuotas de 10^1, las cuales se almacenaron a -20°C en vacío. Las alícuotas

se usaron 1 o 2 veces como máximo y se desecharon.

IV .4 ,5 Solución de lavado y marcado para inmunofluorescencia

DPBS

NaN3 0.1%

suero bovino fetal 1 %

IV .4 .6 Solución de marcado para ciclo celular

Tris HCI

MgCI2

Tritón X-100

0.2 M pH 7.5

4mM

0.5% v/v

(Preparar fresco en cada ensayo)
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IV.5 DETERMINACIÓN DE LA DIVISIÓN CELULAR CON CFSE

IV. 5.1 Tinción con CFSE

Se obtuvieron células mononucleares como se describió previamente y 5xlO6 células se

resuspendieron en 1 mi de DPBS con 1 jil de CFSE 5mM; estas células se incubaron durante X5 min

a 37° C con agitaciones ocasionales (3-4 veces durante la incubación). Para detener la reacción de

tinción se agregaron 10 mi de medio completo B y se centrifugó 5 min a 469xg; se retiró el

sobrenadante y se resuspendieron las células en medio completo B para ser usadas en diferentes

ensayos.

IV.5.2 Determinación de la división celular por citofluorometría con CFSE

Un millón de células mononucleares teñidas con CFSE por pozo en cajas de 24 pozos

fueron Incubadas en 2 mi de medio B con una concentración de arsenito de sodio de 1 uM y

estimuladas con 10 ul de PHA/106 células durante 96 h. Al término de la incubación fas células

fueron recuperadas y lavadas 2 veces con DPBS a temperatura ambiente (5 min. 460xg) y

finalmente fueron resuspendidas en 500 ni de DPBS para ser analizadas en el citofluorómetro. Se

midió la fluorescencia del CFSE usando un filtro de 519 nm (verde), que es la longitud de onda de

emisión de este colorante. Se capturaron 20,000 eventos y los resultados se muestran como

porcentaje de células divididas, según fa fórmula descrita por Lyons (2000).

Para calcular el porcentaje de células dividas de las cuales surgieron las células que proliferaron, se

obtiene el número de células en cada división dada (Dn) y se divide entre 2 n ; se repite el procedimiento

para cada pico de división. La suma de los valores obtenidos representa el número total de

células precursoras en el cultivo; para obtener la proporción de células que entraron a ciclo

celular se divide el número número total de células precursoras entre la sumatorla de las

células en MI (que son las células que no se dividieron) + el número total de células

precursoras y se multiplica por 100.

IV. 6 Inmunofíuorescencía directa

Se recuperaron las células del cultivo y se lavaron 3 veces con buffer de marcado a 4 °C y

se centrifugaron 5 min a 469xg en tubos cónicos de 15 mi. Se contaron las células y se pusieron

106 células por tubo. Se agregaron 100 \x\ de buffer de marcado con 1 ug de anticuerpo marcado y
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se incubaron 30 min a 4°C en oscuridad; finalmente se lavaron 3 veces con 2 mi de buffer de

marcado frío y se resuspendieron en 500 pl de DPBS para ser inmediatamente analizadas en el

citómetro. En caso de que no fuera posible analizarlas, se resuspendieron en 500 fxl de DPBS con

1 % p-formaldehído fresco y se guardaron en oscuridad a 4 °C Una vez fijadas las muestras se

pueden conservar hasta por una semana. Se capturaron 10,000 eventos y los resultados se

reportan como porcentaje de células positivas para el antígeno analizado y media de la intensidad

de fluorescencia.

IV. 7 Inmuno fluorescencia indirecta

Se recuperaron las células del cultivo y se lavaron 3 veces con buffer de marcado a 4 °C y

se centrifugaron 5 min a 469xg en tubos cónicos de 15 mi. Se contaron las células y se colocaron

106 células por tubo. Se agregaron 100 jil de sobrenadante de los cultivos de los hibridomas anti-

OKT3, 0KT4 y OKT8 (ver tabla 2); se incubaron a 4 °C durante 30 min y se lavaron 3 veces con

buffer de marcado; se incubaron con 100 ul de un anticuerpo de cabra anti-ratón acoplado a FUC

(1:300 en buffer de marcado), durante 30 min en oscuridad, se lavaron tres veces con buffer de

marcado y finalmente las células se resuspendieron en DPBS para ser analizadas en el

citofluorómetro. Se capturaron 10,000 eventos y los resultados se reportan como porcentaje de

células positivas para el antígeno analizado y media de la intensidad de fluorescencia.

IV.8 Determinación de IL-2 intracelular

Se recuperaron y se lavaron las células, se marcaron con anticuerpo ant¡-CD3-rTTC como

se mencionó en el apartado IV.6. Se resuspendieron en 250 ni de solución permeabilizadora y de

fijación (Pharmingen) y se incubaron por 20 min a 4 °C; se lavaron 2 veces con 1 mi de solución de

permeabilizado y lavado (Pharmingen) y finalmente se incubaron con 1 \xg de anticuerpo antÍ-IL2-

PE/ 106 células en 100 jil de solución de permeabilizado y lavado + 100 ni de buffer de lavado. Se

lavaron 2 veces con 1 mi de solución de permeabilizado y lavado, se resuspendieron en 500 y\ de

DPBS para posteriormente ser analizadas en el FACS. Se capturaron 10,000 eventos y los

resultados se expresan en porcentaje de células positivas para CD3 e IL-2.

IV. 9 Determinación de viabilidad por yoduro depropidio

Se recuperaron los linfodtos y se lavaron con DPBS 2 veces, se resuspendieron en 500 ni

de DPBS y se adicionaron 10 \x\ de yoduro de propidio (Sigma) a una concentración de 1 (ig/ml, se

incubaron 5 min a temperatura ambiente y se analizaron en el citofluorómetro. Se capturaron
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10,000 eventos y los resultados se expresan como porcentaje de células viables (PI) en cada

muestra.

IV. 10 Ciclo Celular

Se recuperaron células del cultivo, después de 72 h de ser estimuladas con PHA, se lavaron

con 5 mi de DPBS y 106-107 células fueron resuspendidas en 0.5 mi de DPBS hasta separarlas

perfectamente. Posteriormente se fijaron las células en 4.5ml de etanol al 70% y se mantuvieron

en incubación a 4 °C durante 2 h. Posteriormente se centrifugaron las células a 200xg y se lavaron

con 5 mi de DPBS. Finalmente las células se resuspendieron en el buffer de marcado para ciclo

celular adicionado con yoduro de propidio (50 fig/ml), y RNasa (50 ng/ml) y se analizaron en el

citofluorómetro. Se capturaron 10,000 eventos y los resultados se expresan como porcentaje de

células en fase GQ/GI, S O G2/M.
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V. RESULTADOS

V.l EFECTO DEL NaAsO2 EN LA PROLIFERACIÓN DE LOS UNFOCITOS T

Para determinar el efecto del arsénico en la proliferación celular, se realizaron ensayos de

proliferación por incorporación de [3H]-timidina de células T de sangre periférica de 8 donadores

sanos, de 21-38 años, no fumadores. Las células se trataron con NaAsO2 durante 24 h y

posteriormente se estimularon con PHA por 48 h. Estos ensayos de proliferación se repitieron dos o

tres veces por cada donador en diferentes ocasiones para evaluar la variabilidad intraindividual del

efecto del NaAsO2,

Inicialmente se probaron dosis de 0.01, 0.1, 1.0 y 10.0 JÍM de NaAsO2 en PBMC de 4

donadores: 2 varones (donadores A y B, Fig 5) y 2 mujeres (donadores C y D, Fig 5). Como se

puede observar en la Fig. 5, todos los donadores presentaron una inhibición en la proliferación, de

manera dosis-dependiente. Sin embargo, se observó variabilidad en el porcentaje de inhibición

entre los diferentes donadores: a la concentración más baja (0.01 |iM) el donador A no presentó

inhibición alguna, mientras que el donador D presentó un 50% de inhibición; en el caso del donador

C se observó un incremento de la proliferación, incluso en presencia de 0.1 nM. A concentraciones

de 0.1 y 1.0 tiM, se observó una disminución en la proliferación en todos los donadores, que va del

16% (donador C) hasta un 65% (donador D). En todos los casos se observó una inhibición > 98%

en presencia de 10.0 nM; sin embargo, se ha reportado que a esta concentración el As tiene un

efecto tóxico sobre las células (Salazar, 1998), por lo que en experimentos posteriores se trabajó

con dosis de 0.01, 0.1 y 1.0 JIM. De este experimento concluímos que el NaAsO2 inhibe la

proliferación de PBMC estimuladas con PHA, aún cuando el comportamiento de las células de los

diferentes donadores varía en cuanto al porcentaje de inhibición.

Sin embargo, cuando se hicieron repeticiones del ensayo con estos mismos donadores

observamos que el comportamiento de las células de las mujeres es variable, pues el arsénico no

siempre disminuye la proliferación de estas células; incluso se observó que en ocasiones la

presencia del As aumenta la proliferación celular, como se muestra en la Fig 6 A. En las células de

los varones el comportamiento de inhibición de la proliferación siempre se mantuvo, aunque con

pequeñas variaciones en el porcentaje de inhibición en la proliferación (Fig 6 B). Por esta razón

decidimos trabajar sólo con donadores varones en los experimentos posteriores.

El siguiente experimento consistió en determinar si el efecto inhibitorio era observado en un

mayor número de donadores y al mismo tiempo reproducible, por lo que se hicieron ensayos de
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Figura 5. Inhibición de la proliferación de Hnfocitos T humanos de sangre periférica por
NaAsO¡. Se incubaron PBMC durante 24 h con 0, 0.01, 0.1, 1.0 y 10 ¡iM de NaAsQ* y
posteriormente se estimularon con PHA durante 48 h más. la proliferación se determinó por
incorporación de [3H]-tÍmidina. (A y B) varones, (C y D) mujeres.
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Figura 6. Proliferación de linfocitos T humanos de sangre periférica de dos donadores.
Se incubaron PBMC durante 24 h con 0, 0.01, 0.1 y 1.0 nM de NaAsO2 y posteriormente se
estimularon con PHA durante 48 h más. La proliferación se determinó por incorporación de [3H]-
timidina. (A) mujer, (B) varón. ( • ) ler ensayo, ( A ) 2° ensayo.
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Donador 1
Donador 1
Donador 2
Donador 3
Donador 3
Donador 4
Donador 4

120

Donador 5
Donador 6
Donador 6
Donador 7
Donador 8

NaAsO2

Figura 7 . Proliferación de linfocitos T humanos tratados con NaAsO2. Se incubaron PBMC
durante 24 h con 0, 0.01, 0.1 y 1.0 JIM de NaAsO2 y posteriormente se estimularon con PHA
durante 48 h más. La proliferación se determinó por incorporación de [3H]-t¡mÍdina. (A y B)
Donadores varones.
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proliferación de células de 8 donadores varones en presencia de 0.01, 0.1 y 1.0 j*M de NaAsO2 (Fig

7). En estos experimentos encontramos que hay disminución en la proliferación de forma dosis-

dependiente, aunque existen diferencias en el porcentaje de inhibición en la proliferación de los

diferentes donadores que va del 6% (donador 4) al 98% (donador 1) (Fig 7 A), 98%, (donado 8) y

98% (donador 6) (Fig 7 B). Cuando las células fueron expuestas a 1.0 nM de NaAsO2/ la tendencia

a una disminución en la proliferación fue generalizada. Esta variación en el porcentaje de inhibición

entre donadores se ha reportado en trabajos anteriores (Vega, 1998).

V.2 DETERMINACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN POR TINCIÓN CONCFSE

Tratando de obtener más información sobre el efecto del NaAsO2 en la proliferación de los

linfocitos T se decidió determinar la proliferación de estas células por medio de la técnica de tinción

con CFSE.

El análisis de la proliferación de las células se hizo seleccionando una región (Gl), que es la

región donde se localizan las células blásticas, en una gráfica de tamaño (FSC-H) vs granularidad

(SSC-H), y posteriormente se analizó la fluorescencia del CFSE de la región Gl en un histograma.

Como se puede observar en la Fig 8, las células no expuestas a As presentan 7 picos de

fluorescencia; el pico de la extrema derecha (MI) corresponde a las células sin dividirse, y cada pico

hacia la izquierda corresponde a una división sucesiva, en las cuales el CFSE se diluye y por lo tanto

las células contienen la mitad de fluorescencia del pico anterior. Por lo tanto, en esta gráfica

podemos ver que (as células que no fueron expuestas a As se dividieron 6 veces (picos M2 a M7).

Sin embargo, las células expuestas a As se dividieron 5 veces (picos M2 a M6).

Ai analizar el porcentaje de células en cada pico de división, encontramos que en las 3

primeras divisiones (picos M2-M4) hay mayor porcentaje de células en presencia de As, mientras

que en las 2-3 últimas divisiones (picos M5-M7), el porcentaje de células en presencia de As es

menor con respecto al control (Tabla 3). Estos resultados nos indican que la proliferación de los

linfocitos T se encuentra retardada en presencia de NaAsO2.
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Divisones

1

2

3

4

5

6

Porcentaje de células

0.0 M " NaAsO2

4.5

6.8

16.5

23.2

29.5

9.0

1.0 fiM NaAsO2

7.2

12.3

21.8

17.6

10.8

0

(A)

+2.7

+5.5

+5.3

-5.6

-1.9

-9

Tabla 3. Porcentaje de células en cada división expuestas y no expuestas a NaAsO2.

10
CFSE

10"

Figura 8. Patrón de división de células mononucleares estimuladas con PHA durante
96 h en presencia o ausencia de 1 pM de NaAsO2. Línea sólida = control, sin NaAsO2;
línea punteada = células expuestas a 1 |tM de NaAsO2.
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Con la finalidad de obtener mayor información sobre el retraso del ciclo celular observado

en presencia de As, analizamos los datos obtenidos de acuerdo a Lyons et al. (2000), para calcular

el número de células originales ("células divididas") que entraron a división. De esta manera,

encontramos un 44.7% de "células divididas" en el control, mientras que en presencia de As hay

sólo un 26.1% de estas célula, lo que sugiere que el NaAsO2 inhibe la entrada de las células a

división.

Este ensayo se repitió con varios donadores más, y los datos fueron analizados de igual

manera. Los resultados se muestran en la Tabla 3. Como podemos observar en todos los casos la

presencia de As disminuye el porcentaje de "células divididas".

Donador

1

2

3

4.

5

6

7

8

X + SD

% células

0.0 nM [NaAsO2]

44.73

40.4

26.0

46.1

26.6

47.3

69.7

68.2

46.1 +16.3

divididas

1.0 uM [NaAsO2]

26.1

31.1

12.0

37.5

17.8

31.3

61.1

51.8

31.8 ± 16.2

% de disminución
de células
divididas

41.6

23.0

53.8

18.7

33.0

33.8

12.0

24.1

Tabla 4. Porcentaje de células divididas expuestas y no expuestas a 1 jiM de NaAsO2 de 7
donadores. Se calculo el porcentaje de células divididas según la fórmula reportada por Lyons (2000) (ver
mataterial y métodos).

Con estos resultados podemos concluir que el arsénico inhibe ia entrada a división celular de las

células en Go {"células divididas"), y además retrasa la división de las células que logran entrar a

ciclo celular.

V.3 DETERMINACIÓN DELA VIABILIDAD POR CITOMETRÍA DEFLUJO

Para descartar la posibilidad de que la disminución de la proliferación pudiera ser causada por un

efecto citotóxico del NaAsO2, se determinó la viabilidad de las células a lo largo del experimento por

el método de incorporación de yoduro de propidio. El yoduro de propidio es un colorante
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fluorescente derivado del fenantridio con doble carga positiva que se incorpora al DNA

incrementando su fluorescencia una vez que se introduce a la célula. En las células vivas con

membranas intactas el yoduro de propídio es excluío, y por lo tanto, son no fluorescentes. Las

células son analizadas en un citofluorómetro y debido a que se analiza una gran cantidad de células

la sensibilidad del análisis se incrementa.

Se determinó la viabilidad de las células expuestas a 1.0 \xM de NaAsO2 durante 24 h sin

estimular y 48 h después de estimularlas. Ambos ensayos se realizaron con células del mismo

donador. Se analizó la viabilidad en una gráfica de tamaño (FSC-H) vs yoduro de propidio (FL2-H)

de la población total de células, expuestas y no expuestas a NaAsO2. Como se puede observar en la

Fig 9 (A), no hay diferencias en el porcentaje de células muertas (PI+) expuestas a 1.0 |iM de

NaAsO2 (10%) con respecto a las células no expuestas a NaAsO2 (13.7%) después de una

incubación de 24 h previa a la estimulación con PHA. Por lo tanto podemos concluir que la dosis de

1 JÍM de NaAsO2 (que es la máxima concentración que utilizamos en nuestros ensayos) no tiene un

efecto citotóxico en las PBMC. En la Fig 9 B se muestran las gráficas de las células estimuladas

durante 48 h, donde se puede ver que no hay diferencias significativas en el porcentaje de células

muertas (PI4") en las células sin NaAsO2 (49%) y las expuestas a 1 jiM de NaAsO2 (53%). El

porcentaje de células muertas entre el control y las células expuestas a arsénico no presenta

diferencia. Por lo tanto 1 nM de NaAsO2 tampoco tiene efecto citotóxico en los linfocitos T

estimulados con PHA.

Este ensayo se realizó en 8 donadores más y los resultados obtenidos se muestran en la

tabla 5. El porcentaje de células muertas no varía significativamente en estos donadores (P>0.05).

En las células expuestas a 1 |JM de NaAsC>2 por 24 h no estimuladas va del 6% en el donador 2

hasta el 2 1 % en el donador 5, y en las células no expuestas a NaAsO2 por 24 h no estimuladas va

del 8% del donador 1 al 20% en el donador 4. De igual forma no se observa una diferencia

significativa en el porcentaje de células muertas estimuladas (P>0.05) expuestas a 1 (iM de NaAsQ2

que va del 44% en el donador 1 al 58% en el donador 5, y el porcentaje de células muertas no

expuestas a NaAsO2,que va del 45% en el donador 3 al 55.5% del donador 6. Con estos resultados

se demuestra que la disminución de la proliferación de los linfocitos T humanos no es debida a un

efecto citotóxico del NaAsO2.
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Figura 9. Determinación de la viabilidad de PBMC estimulados y no estimulados
expuestos a l jaM de NaASO2. PBMC fueron incubados durante 24 h en presencia o ausencia
de 1 JJM de NaASO2 y la viabilidad se determinó por citofluorometría con yoduro de propidío
(porcentaje de células muertas, IP+) (A). Porcentaje de células muertas en cultivos de PBMC
estimulados con PHA durante 48 h en presencia oausencia de AS (B). FSC=tamaño, FL2=yoduro de
propidio.
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Donador

1

2

3

4

5

6

7

8

X±SD

24 h
[NaAsO2]

0.0 nM 1.0 uM
8.0%

6.0%

8.5%

19.5%

17.0%

16.0%

16.5%

12.0%

12.9 ± 4.9

10.0%

6.0%

11.0%

17.0%

22.0%

19.0%

14.5%

13.0%

14.1 ± 5.2

(A)

+2.0

0.0

+2.5

-2.5

+5.0

+3.0

-2.0

+1.0

+1.2

48 h
[NaAsO2]

0.0 uM 1.0 nM
46".0%

41.0%

45.0%

45.0%

45.0%

55.5%

49.0%

50.0%

47.1 ± 4.4

44.0%

52.0%

54.0%

46.0%

57.0%

52.0%

53.0%

44.0%

50.3 + 4.9

(A)

-2

+11

+19

+1

+12

-3.5

+4

-6

+3.2

Tabla 5. Porcentaje de células muertas (PI+).

V.4 DETERMINACIÓN DE MARCADORES DE ACTIVACIÓN TEMPRANA

Una de las posibles causas de que el número de células expuestas a NaAsO2 que entran a

división celular sea menor que el número de las no expuestas podría deberse a que la activación de

las células T se estuviera alterando por el As, por lo que decidimos determinar la expresión de CD69

y CD25, que son moléculas que se expresan en la superficie de los linfocitos T cuando son

activados.

Se estimularon PBMC con PHA en presencia o ausencia de As durante 24 hrs. como se

menciona en "Material y Métodos" y se hizo una inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti-

CD69, anti-CD25 y anti-CD3. El análisis se hizo a partir ele gráficas de tamaño (FSC-H) vs CD3+

(FL3-H) donde se delimitó la región de las células CD3+, y esta región se analizó posteriormente en

un histograma para determinar la expresión de CD25 y CD69 en las células CD3+. En la Fig 10 A se

puede observar que fa expresión de CD69 en las células CD3+ no varía en las células expuestas a 1

í*M de NaAsO2 con respecto al control, ya que no se alteran la media de intensidad de

fluorescencia, (243.0 en el control y 246.0 en células expuestas a As) ni el porcentaje de células

positivas para este marcador (51.2% en el control y 51.6% en las células expuestas a As). De igual

forma en la Fig 10 B observamos que la expresión de CD25 en las células CD3+ expuestas a 1 nM

de NaAsO2 no se encuentra tampoco alterada siendo la media de la intensidad de fluorescencia en

las células control de 134.0 y en las células expuestas a As de 140.0; en este caso el porcentaje de

células CD3+ que expresan el marcador CD25 es de 92.5% y en las células expuestas a As es de

91.0%, es decir no se altera el porcentaje de células CD3+ CD25+ al exponerlas a 1 nM de NaAsO2.
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Figura 10. Determinación de la expresión de CD69 y CD25. PBMC se incubron
con 1 tiM de NaAsO2 por 24 h y posteriormente se estimularon con PHA en
presencia o ausencia de 1 nM de NaAsO2 durante 24 h. Las células se marcaron
con anticuerpos anti-CD69-F!TC y anti-CD25-PE. Los histogramas muestran la
expresión de: CD69 (A) y CD25 (B). Línea verde=isotipo, azul=control, roja=NaAsO2.
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Estos ensayos se repitieron con varios donadores más y los resultados se muestran en la

tabla 6; como se puede apreciar en ninguno de los donadores se encontró diferencia significativa

(P>0.05) en la expresión de los marcadores mencionados al ser expuestas las células a As.

Donador

1

2

3

4

%CD69+

0 uM TNaAsO2] 1 uM [NaAsO;]
73.5

64.9

72.0

66.3

72.8

52.6

59.0

66.7

%CD25
0 uM [NaAsO2] 1 uM TNaAsO,]

82.3

80.8

78.5

80.9

79.0

74.28

-

Tabla 6. Porcentaje de células positivas para CD69 y CD25.

V.SDETERMINACIÓN DELA EXPRESIÓN DE MARCADORES CELULARES CD3, CD4 YCD8

Una vez que determinamos la expresión de CD69 y CD25 no se alteran por NaAsO2,

pasamos a determinar la expresión de CD3, CD4 y CD8

Se incubaron los PBMC en presencia o ausencia de 1 \iM de NaAsO2 durante 24 h y

posteriormente se estimularon durante 48 h más. Se recuperaron las células y se hizo una

inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos ant¡-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. Se hizo un

histograma para analizar la intensidad de la fluorescencia de los marcadores CD4 y CD8. El análisis

se hizo a partir de una región (Rl) donde se encuentran las células blásticas, que se delimitó en

una gráfica de tamaño (FSC-H) vs. granularidad (SSC-H), y posteriormente se analizó la intensidad

de la fluorescencia en un histograma (Fig 11), donde la región MI delimita a las células positivas

para los marcadores CD3, CD4 o CD8.

Como se puede ver en la Fig 11 (A) no existen diferencias en la expresión del CD3 entre las

células control que tienen una media de intensidad de fluorescencia de 38.9 y en las células

expuestas a NaAsO2 la media de intensidad de fluorescencia es de 36.2. La expresión de la

molécula CD3 por lo tanto no está siendo alterada en las células expuestas a NaAsÜ2.
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CD3

Figura 11. Determinación de la expresión de CD3, CD4 y CD8. PBMC se incubaron con 1
nM de NaAsO2 por 24 h y posteriormente se estimularon con PHA en presencia o ausencia
de 1 nM de NaAsO2 durante 48 h. Las células se marcaron con anticuerpos anti-CD3-FlTC,
anti-CD8-Cy-5 y anti-CD4-PE. Los histogramas muestran la expresión de: CD4 (A) y CD8
(B) y CD3 (C). Línea verde=isotipo, azul=control, roja=NaAsO2.
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Analizamos la expresión de CD3 en varios donadores más y como se puede observar en la

tabla 7 no hay diferencias en la media de la intensidad de fluorescencia en las células de los

diferentes donadores, expuestas y no expuestas a 1 îM de NaAsO2 (P>0.05). En otras palabras, el

As a esta molaridad no altera la expresión de la molécula CD3.

DONADOR

1

1

3

4

Media de la intensidad de fluorescencia
0 uM [NaAsO21 1 uM [NaAsO2]

12.8

30.2

38.5

44.2

11.0

29.1

36.7

43.1

(A)
14.0

3.6

4.6

2.4

Tabla 7. Media de la intensidad de fluorescencia de CD3 en células expuestas y no
expuestas a 1.0 \M de NaAsO2.

Como se puede observar en la Fig 11 (B) la expresión de CD8 en las células expuestas a 1

fiM de NaAsO2 disminuye ya que la medía de la intensidad de fluorescencia de las células no

expuestas a As es de 248 mientras que en presencia de As la media es de 219. Es decir hay un

11.7% de disminución en la expresión del marcador CD8. En la tabla 8 se muestra et análisis de la

expresión de CD8 en tres donadores más. En todos los donadores analizados encontramos una

disminución en la expresión de CD8, sin embargo esta disminución no es significativa (P>0.05).

Donador

1

2

3

Media de la intensidad de fluorescencia
0 uM [NaAsO2l 1 \M [NaAsOz]

416.6

97.5

148

388.7

57.3

123.9

(A)

6.7

41.2

16.3

Tabla 8. Media de la intensidad de fluorescencia de CD8 en células expuestas y no
expuestas a 1.0 [iM de NaAsO2.

En la Fig 11 (C) se muestra la expresión de la molécula CD4 en las células no expuestas y

expuestas a 1 uM de NaAsO2. Como se puede observar la expresión de CD4 en las células

expuestas a NaAsO2se encuentra disminuida ya que la media de fluorescencia en las células control

es de 97.4 y en las células expuestas es de 64.7, es decir hay una disminución del 34.3% en la

expresión de este marcador.

El ensayo se hizo con tres donadores más y los resultados se muestran en la tabla 9; en

esta tabla podemos ver que en todos los donadores hay una disminución en la expresión de CD4,
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sin embargo esta diferencia en la expresión de CD4 no es estadísticamente significativa (P>0.05)/

por lo tanto demostramos que el NaAsO2 no altera la expresión de CD4.

Donador

1

2

3

Media de la intensidad de fluorescencia
0 MM [NaAsO21 1 nM [NaAsOz]

49.3

98.9

49.1

43.9

72.8

44.1

(A)

11.0

26.4

10.2

Tabla 9. Media de intensidad de fluorescencia de CD4 en células expuestas y no
expuestas a 1.0 nM de NaAsO2.

V.6 DETERMINACIÓN DEIL-2 INTRACELULAR POR CITOMETRÍA DE FLUJO

En estudios previos se cuantificó la secreción de la IL-2 de células T expuestas a NaAsO2 y

se encontró disminuida. Por otro lado, se ha determinado la expresión del gen de la IL-2 en células

T humanas tratadas con NaAsO2 a concentraciones similares a las usadas por nosotros y se

encontró que no existe alteración en la expresión del gen (Vega 1998). También se sabe que el

arsénico altera la polimerización de los microtúbulos (Ramírez 1997), lo cual podría alterar el

transporte intracelular de las proteínas.

En base a estos datos previos nosotros propusimos la hipótesis de que el arsénico

probablemente estuviera interfiriendo con la secreción de la linfocina y no con su síntesis, por lo

que decidimos determinar la IL-2 dentro de las células T tratadas con NaAsO2 por medio de la

técnica de FACS,ya que esta técnica es específica y sensible.

Se estimularon PBMC con PHA en presencia o ausencia de As, como se explicó

anteriormente y al término de la incubación, se recuperaron las células y se marcaron con

anticuerpos anti-CD3 y anti-IL-2, por medio de la técnica descrita en materiales y métodos. Se

analizó el porcentaje de células CD3+ IL~2+ en cada una de las muestras. Para esto se hicieron

primero gráficas de tamaño (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) de la población total; en estas gráficas

se delimitó una región (Rl) que comprende a los finfocitos T (blastos) y de esta región se hizo una

gráfica de CD3 (FL1) vs IL-2 (FL2); de estas gráficas se obtuvieron los porcentajes de células CD3+

En la Fig 12 A se puede ver la población total de células en gráficas de FSC-H vs SSC-H y la

región donde están comprendidos los blastos expuestos a diferentes concentraciones de NaAsC»2.
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Como se puede observar el patrón de tamaño y granularidad no está alterado en ninguno de los

casos y la región Gl se mantiene inalterada en todas las muestras.

En la Fig 12 B tenemos las gráficas de CD3+ e IL-2+ de la región Rl , donde podemos ver el

porcentaje de células CD3+ IL -2 \ En las células expuestas a 0.01 y 0.1 uM de NaAsO2 el porcentaje

de células positivas para CD3 e IL-2 no varió significativamente con respecto a las células no

expuestas a NaAsO2 (en el donador 7 es del 43% en el control y del 44% y 42% en las células

expuestas a 0.01 pM y 0.1 jiM de NaASO2, respectivamente). Sin embargo en las células expuestas

a 1.0 JIM de NaAsO2 hay una disminución significativa en el porcentaje de células CD3* IL-2+ que va

del 43% en el control al 23% en las células tratadas con NaAsO2. También se observa una

disminución en el porcentaje de células CD3" IL-2+, que va del 20% en las células no expuestas al

11% en las células expuestas a NaAsO2 (datos no mostrados). Estos resultados muestran

claramente que hay una disminución de células CD3+ productoras de IL-2 tratadas con 1.0 nM de

NáAsO2, lo cual es contrario a lo que esperábamos, ya que nuestra hipótesis inicial proponía que la

IL-2 se estaba acumulando dentro de la célula.

Los ensayos se repitieron en 7 donadores más para corroborar la reproducibilidad del

ensayo. En la tabla 10 se pueden ver los porcentajes de células CD3* IL-2+ y CD3' IL-2+, expuestas

y no expuestas a 1 u.M de NaAsO2, de cada uno de estos donadores.

Donador

1

2

3

4

5

6

7

% de células CD3+ IL-2+()
0 MM [NaAsO:] lflM [NaAsO2]

25

21

23

16

19

36

12

11

4

3

5

7

26

9

Tabla 10. Porcentaje de células CD3+ IL-2* en células tratadas y no tratadas con
NaAsO2
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En todos los casos la IL-2 íntracelular disminuye significativamente (P<0.05) en las células

CD3+ expuestas a 1 |iM de NaAsO2. Los resultados fueron reproducibles en todos los donadores,

con pequeñas diferencias entre donadores en los porcentajes de células positivas para IL-2 y CD3.

Debido a que nuestra hipótesis era que el arsénico interfería con la secreción de la IL-2,

incluímos un control de células no expuestas a NaAsO2 pero incubadas con monensina; este

compuesto es un ionóforo que impide el transporte Íntracelular de las proteínas y la usamos como

un control positivo de la acumulación de la linfodna dentro de la célula.

El porcentaje de células CD3+ IL-2* se incrementa en las muestras tratadas con monensina,

de 43% en el control a 59.1%. Nuestro control positivo para la acumulación de la linfocina actuó

como esperábamos acumulando a la proteína dentro de fa célula.

V.7 EL ARSÉNICO NO IMPIDE EL PEGADO DE LOS ANTICUERPOS AL CD3 Y A LA IL-2

El arsénico inorgánico en su forma trivalente se une a los grupos -SH disponibles de

cualquier proteína, por lo que existía la posibilidad de que el NaAsO2 estuviera impidiendo que los

anticuerpos utilizados para determinar la expresión de CD3 e IL-2 se unieran a sus epítopes. Por

esta razón decidimos realizar un ensayo para verificar que la disminución de la IL-2 Íntracelular que

observamos fuera debida al efecto del As sobre los linfocitos T y no a que el As estuviera

impidiendo el pegado de los anticuerpos.

Para este ensayo los PBMC se mantuvieron 24 h en cultivo expuestos y no expuestos a 1

JIM de NaAsOz durante 24 h y posteriormente todas se estimularon con PHA durante 48 h más. Por

otra parte a células estimuladas durante 46 h, en ausencia de As, se les agregó 1 \i\A de NaAsO2 y

se incubaron dos horas más. En el caso de que el As se uniera al CD3 y a la IL-2 e impidiera la

unión de los anticuerpos (anti-CD3 y anti-IL-2), 2 horas serían suficientes para que el arsénico se

incorporara a las células y se uniera a las proteínas con grupos -SH disponibles. Un grupo más de

células fueron expuestas a 1 MM de NaAsO2 durante la incubación con los anticuerpos únicamente.

Las células se recuperaron y se marcaron con los anticuerpos correspondientes como se mencionó

en "Material y Métodos".

En la Fig 13 A tenemos a las células expuestas a As únicamente durante la incubación con

los anticuerpos, y como podemos observar no existen diferencias en el porcentaje de células CD3+

IL-2* de las células no expuestas (29%) y las células expuestas a NaAsO2 (31.5%) por lo que eí As

no está impidiendo el pegado de los ant icuerpos. En la Fig 13 B observamos que
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Figura 13. El NaAsO2 no impide el pegado de los anticuerpos aCD3 y ctIL-2. PBMC
se estimularon durante 48 horas en presencia o ausencia de As. Se marcaron con anticuerpos
aCD3, se permeabilizaron y se marcaron con aIL-2. (A) Células incubadas con los anticuerpos en
presencia de As. (B) Células incubadas con As 2 horas antes de marcarlas con anticuerpos. (C)
Células incubadas con As 48 horas antes de marcarlas con anticuerpos. FL1=CD3, FL2=IL-2.
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en las células expuestas durante 2 h a As no presentan una diferencia significativa en el porcentaje

de células CD3+ IL2+ (30.9%) con respecto a las células no expuestas a As (30.9%). Finalmente en

la Fig 13 C se muestra a las células expuestas 48 h a As y su control de células no expuestas a As;

aquí podemos observar la disminución del porcentaje de células CD3+ IL-2+ en las células expuestas

a NaAsO2 (21.2%) con respecto al control (33.0%), como se había observado en experimentos

previos. Estos experimentos demuestran que la disminución en el porcentaje de células CD3+ IL-2+

no se debe a una inhibición del pegado de los anticuerpos por el As sino a un efecto det arsénico

sobre las células productoras de IL-2,

V.8 CUANTIFICACIÓN DE IL-2 EN LOS SOBRENADANTES

Una vez que determinamos las células productoras de IL-2, el siguiente ensayo fue

cuantificar esta linfoctna en los sobrenadantes de los cultivos de células expuestas y no expuestas a

NaAsO2. Se recuperaron los sobrenadantes de las células estimuladas por 48 h con PHA

(sobrenadantes de las mismas células que utilizamos para determinar la IL-2 intraceluiar) y se

cuantificó la IL-2 por bioensayo con células CTLL-2 como se mencionó anteriormente. En la tabla 11

se muestran las U/ml de IL-2 en los sobrenadantes de las células expuestas a 1 nM de NaAsO2 y de

los controles de tres diferentes donadores.

Donador

1

2

3

IL-2 [U/ml]
0 [NaAsO2] 1MM [NaAsO2]

7.02± 2.1

4.0+ 0.5

13.9+1.6

6.29+1.2

5.51+ 1.1

16.8±2.8

Tabla 11. IL-2 [U/ml] en sobrenadantes de células no expuestas y expuestas a 1
NaAsO2 a las 48 h post-estimutación

Como se puede observare en la tabla 11, la cantidad de IL-2 en el sobrenadante de los

cultivos de células expuestas a NaAsO2 no varia con respecto al control (P>0.05). Estos resultados

son contrarios a lo observado anteriormente (Vega 1998). La diferencia entre lo reportado

anteriormente y nuestros resultados es el tiempo en que se cuantificó la IL-2. En los experimentos

previos cuantificaron la IL-2 en los sobrendantes 24 h después de estimular a las células con PHA,

mientras que nosotros la cuantificamos 48 h después de estimular a las células. Por lo tanto,

decidimos cuantificar la IL-2 cada 24 h hasta el término del experimento (72 horas), tanto la IL-2

intracelular como la secreción de IL-2.
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Expusimos PBMC 24 horas a 1 jiM de NaAsO2 y posteriormente estimulamos a estas células

con PHA. Se determinó la IL-2 intracelular en estas células a las 24, 48 y 72 h después de haberlas

estimulado. Los resultados se muestran en la tabla 12. Como se puede observar en las células no

expuestas a As el porcentaje de células CD3+ IL-2+ se incrementa paulatinamente hasta llegar un

máximo a las 72 horas, mientras que las células expuestas a As presentan un comportamiento

similar pero el porcentaje de células CD3+ IL-2+ es menor, es decir hay una menor cantidad de

células productoras de IL-2 en las células expuestas a 1 ̂ M de NaAsO2.

Tiempo (h)

24

48

72

% células CD3+IL-2+]
0 MM [NaAsO2] 1 nM [NaAsO2]

18.5

37.7

73.0

8.0

24.0

57.1

Tabla 12. Porcentaje de células CD3+ IL-2* de cultivos de PBMC estimulados con PHA
durante 24, 48 y 72 h

Paralelamente cuantificamos la IL-2 [U/ml] en los sobrenadantes de los mismos cultivos.

Como se puede observar en la Fig 14 la producción de IL-2 tiene su máximo entre las 24 y 48 h,

disminuyendo significativamente a las 72 h, mientras que en las células expuestas a As la IL-2 en

los sobrenadantes a las 24 h no es detectable, sin embargo a las 48 y 72 h de estimulación la

producción y secreción de IL-2 en estas células se incrementa teniendo su pico máximo a las 72 h.

m*m 1.0 pM NaAsO2

Figura 1 4 . Determinación de IL-2 en sobrenadantes en presencia de As. Se recuperaron
bs sobrenadantes de cuttwos celulares de PBMC estmulados con PHA durante 24, 48 y 72 h en
presencia o ausecia de 1 jiM de NaAsO2 y se cuantRcó b IL-2 por bbensayo con células CTLL-2.
* ND (<: 0.03 U/ml).

49



Con estos resultados llegamos a !a conclusión de que debido a que hay un retraso en la

proliferación de los linfocitos T, como consecuencia hay una menor cantidad de células productoras

de IL-2, y por lo tanto menor cantidad de IL-2. Sin embargo, la producción de IL-2 se va

recuperando con el paso del tiempo ya que la cantidad de células productoras de IL-2 se

incrementa.

Estos ensayos se repitieron con cuatro donadores más (datos no mostrados). En todos los

casos se observa que la producción de IL-2 se encuentra retrasada. Con estos resultados llegamos

a la conclusión de que la síntesis de la proteína no está siendo alterada, sino que la disminución en

la producción de la IL-2 es por el retraso en la proliferación de los linfocitos T ya que si la síntesis

de esta proteína estuviera siendo afectada específicamente por el As como pensamos inícialmente.

V.9 CICLO CELULAR

Por los resultados obtenidos al evaluar la proliferación de los linfocitos T y las cinéticas de

producción de IL-2, parecían indicar que el ciclo celular de los linfocitos T estaba retrasado; sin

embargo, con los ensayos realizados hasta este momento no podíamos afirmarlo, por lo que

evaluamos el ciclo celular por la técnica de citofluorometía por incorporación de yoduro de propidio.

Para realizar este ensayo se incubaron PBMC con As durante 24 h y se estimularon

posteriormente durante 72 h. Al término de la incubación se recuperaron las células y se tiñeron

con yoduro de propidio, para ser analizadas posteriormente en el citofluorómetro.

Las células se analizaron en una gráfica de amplitud (FL2-W) vs área bajo la curva (FL2-A)

de la fluorescencia detectada. Se seleccionó la región Gl , con fa finalidad de descartar los restos

celulares así como los posibles agregados celulares que nos pudieran dar la fluorescencia de células

en fase G2/M. De la región Gl se hizo un histograma para yoduro de propidio (FL2)t En,*sté

histograma el pico MI corresponde a las células en fase Gi/G0 del ciclo celular, *él pico M2

corresponde a las células en fase S y las células en el pico correspondiente a M3 son las que se

encuentran en fase G2/M del ciclo celular, es decir son las células que están entrando a división

celular y por lo tanto tienen el doble de contenido de DNA; la medía de fluorescencia de este pico

M3 corresponde al doble de la media de fluorescencia de! pico MI donde las células están en fase

Go (Fig 15).

Los porcentajes de las regiones MI, M2 y M3 se muestran en la tabla 13, como se puede

observar en los cultivos que no se expusieron a As el pico M3 que corresponde a la fase G2/M y
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contiene el 12.5% de las células, mientras que los cultivos expuestos a 1 MM de NaAsO2 el pico M3

contiene el 6.4%, es decir hay menos células en división en las células expuestas a As. En el caso

de la región M2 que corresponde a la fase S en las células expuestas a As tenemos un menor

porcentaje con respecto al control. En la región MI que corresponde a la fase Go/Gu el porcentaje

de células es mayor en las células expuestas a As, es decir menor número de células entraron a

división celular cuando se expusieron a As. Con estos resultados confirmamos nuestras

observaciones anteriores sobre el retraso en el ciclo celular. Por lo tanto podemos concluir que hay

un retraso en el ciclo celular de las células T expuestas a 1 ^M de NaAsO2.

- M1] 4
i J '

M2

ü
T-

M3

1

H

CONTROL

200' 400 600
FL2-H

800 1000

As

200 400 600 800 1000
FL2-H

Figura 15. Evaluación del ciclo celular de células T expuestas a As. Se incubaron
PBMC por 24 h en presencia o ausencia de 1 ^M de NaAsO2. Posteriormente se estimularon durante
72 horas. Las células fueron fijadas en etanol y marcadas con yoduro de propidio. (A) 0 fiM de
NaAsO2 (B) Células expuestas a 1 u^ de NaAsO2. FL2-H=yoduro de propidio.
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Fases del ciclo celular

Go/G!

S

GJM

Porcentaje de células
0 i¡M [NaAsO2] 1 fiM [NaAsO2]

77.2

6.8

12.6

85.3

3.96

6.4

Tabla 13 . Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular de células
expuestas y no expuestas a 1 JÍM de NaAsO2.
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VI. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

El arsénico es un inmunotóxico que altera la inmunidad humoral y la inmunidad celular

(Harrison y McCoy 2001; Gonsebatt et al., 1992; Vega et al., 1999; Yoshida et al., 1986), sin

embargo el mecanismo bioquímico de este efecto no ha sido bien caracterizado. En el presente

trabajo demostramos que el NaAsO2 retrasa el ciclo celular de los linfocitos T humanos estimulados

con PHA y llegamos a la conclusión de que la alteración en la producción y secreción de IL-2 es

debida a que: 1) el número de células que entran ciclo celular es menor en las células expuestas a

As, 2) las células que entran a ciclo celular lo hacen más lentamente y como consecuencia se

retrasa la síntesis y secreción de la IL-2 durante las primeras 48 h del cultivo, 3) 24 horas más

tarde los linfocitos expuestos a NaAsO2 tienen un incremento en la producción de IL-2.

Inicialmente nuestro objetivo fue determinar la causa de la disminución de la secreción de

la IL-2 en linfocitos T humanos expuestos a NaAsO2, como una de las causas aparentes de la

disminución en la proliferación de las células T, debido a que la IL-2 es ia citocina que regula,

principalmente, la proliferación de los linfocitos T. En estudios previos se reportó que el NaAsO2

disminuye la secreción de IL-2 en linfocitos T humanos activados con PHA pero no altera la síntesis

del RNAm de IL-2 (Vega, 1998). También se ha reportado que el NaAsO2 provoca alteraciones en el

citoesqueleto (Li y Broome, 1999; Li y Chou, 1992; Ramírez et al., 1997; Vega, 1995), por lo que

propusimos la hipótesis de que el transporte intracelular de la IL-2 podría estar siendo alterado por

el NaAsO2.

Comenzamos por reproducir los experimentos de proliferación por incorporación de [3H]-

timidina de los linfocitos T humanos en varios donadores. Encontramos que el NaAsO2 disminuye la

proliferación de forma dosis dependiente en las dosis probadas por nosotros (0.01, 0.1 y 1.0 nM).

Resultados similares han sido reportados (Jha et al., 1992; Vega et al., 1999; Yu et al., 1998). En

este estudio probamos concentraciones superiores a éstas (10 y 100 nM) pero la mortalidad de las

células expuestas a estas dosis fue del 100% (datos no mostrados). Las concentraciones de As de

0.01, 0.1 y 1.0 fiM que utilizamos en nuestros ensayos son dosis a las que están crónicamente

expuestos grupos humanos en ciertas áreas geográficas como Taiwán, México, Chile, Argentina y la

India (Hsu et al., 1997; Harrison y McCoy, 2001; Vahter et al., 1999).

En nuestros resultados observamos que hay diferencias de susceptibilidad entre los

diferentes individuos así como diferencias de susceptibilidad intraindividual, es decir, aunque la

tendencia a la disminución en la proliferación se da en todos los casos, el efecto es en diferente

proporción. En estudios anteriores esta diferencia de susceptibilidad ya había sido observada (Vega,
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1998) y puede ser debida a factores como el estilo de vida, la alimentación, el fondo genético, la

exposición a contaminantes ambientales (Chiou et al., 1997; Hsu et al., 1997; Yu et al., 1992) y

también podría explicarse por una diferencia en el metabolismo del arsénico en cada individuo

(Chiou et al., 1997; Gebel, 2000; Vahter, 2000).

Una vez que verificamos la reproducibilidad de los ensayos de proliferación en nuestro

laboratorio, tratamos de obtener más información de la disminución en la proliferación de los

linfocitos T, para lo cual empleamos la técnica de CFSE, que nos permitió seguir la historia de

división de las células estimuladas (Ángulo y Fulcher 1998; Lyons et al., 2000). Con esta técnica

pudimos determinar que el arsénico provoca un retraso en la proliferación, y aplicando el análisis

descrito por Lyons (2000) encontramos que el NaAsO2 causa que un porcentaje menor de células

entren a división celular. Anteriormente se reportó alterada la cinética de proliferación en linfocitos

T de humanos expuestos a As (Gonsebatt et al., 1992; Ostrosky-Wegman et al., 1991),

determinada por métodos de citogenética. Por lo tanto concluimos que el NaAsO2 a una

concentración de 1.0 |iM retarda la proliferación de los linfocitos T humanos estimulados con PHA.

También confirmamos que los efectos sobre la proliferación de los linfocitos T no es debida

a un efecto citotóxico del arsénico, por medio de citofluorometría. Encontramos que no existen

diferencias significativas en el porcentaje de células muertas entre los cultivos celulares expuestos y

no expuestos a As. Nuestros resultados concuerdan con los reportados anteriormente (Salazar,

1998; Vega, 1998), sólo que el parámetro de viabilidad en estos casos fue determinado por

diferentes técnicas.

Debido a la importancia que tienen las moléculas CD4 y CD8 en la activación de los

linfocitos T evaluamos la expresión de estos marcadores en células T expuestas a As. Existen pocos

reportes sobre el efecto que tiene el As sobre estos marcadores, sin embargo hay trabajos donde

se ha reportado el efecto de otros metales sobre CD4 y CD8; por ejemplo, se sabe que el citrato

férrico suprime la proliferación de linfocitos estimulados con PHA que puede ser una consecuencia

de la reducción de la expresión de las moléculas CD4 y CD8 y la modulación negativa de la

actividad de los complejos CD4-lck de PMBC en reposo por el citrato férrico (Arosa y Sousa, 1995).

En nuestro trabajo encontramos que la exposición a 1 nM de NaAsO2 no reduce significativamente

la expresión de CD4, CD8 ni la expresión de CD3. Nuestros resultados los obtuvimos de células T

expuestas a As y estimuladas con PHA durante 48 h. Estos resultados concuerdan con los

resultados de reportados anteriormente (Vega, 1998).
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A nivel molecular, el arsénico causa toxicidad celular por múltiples mecanismos, incluyendo

la producción de especies reactivas de oxígeno y la alteración en la actividad de enzimas claves

involucradas en la proliferación celular (Namgung y Xia, 2001). El estrés oxidativo tiene el potencial

de modificar la función de las biomoléculas celulares, incluyendo el DNA. El daño al DNA y la

mutación en genes que controlan el crecimiento celular puede dirigir a la disfunción/desregulación

celular y a la transformación celular (Pahlavani y Vargas, 2000). De igual manera, el arsénico podría

tener como blanco de su efecto las moléculas involucradas en la activación de las células T (Hossain

et al 2000). También se ha demostrado que la exposición por 2 meses a 6 JIM de NaAsO2 induce

una desregulación de las proteínas involucradas en la señalización proliferativa en fibroblastos C3H

10T1/2 (Trouba et al., 2000). Estas evidencias nos hicieron pensar que la activación de las células T

podría estar alterada por el As, lo cual explicaría la disminución en la proliferación de estas células

por lo que determinamos la expresión de los marcadores de activación temprana CD25 y CD69. El

marcador de activación CD69, es una molécula coestimuladora en la proliferación de los linfocitos T

que se expresa tempranamente después de disparar la activación vía el CD2 o el TCR (Rutella et

al., 1998). Los linfocitos de sangre periférica tienen una pequeña expresión basal, pero la adición de

un estímulo da como resultado la inducción de CD69 en la superficie celular (Santis et al., 1995). En

nuestros experimentos encontramos que la expresión de este marcador no se altera en las células

expuestas a 1 |iM de NaAsO2. Aunque la expresión de este marcador no necesariamente indica que

la célula activada progrese a ciclo celular y prolifere (López-Cabrera et al., 1993), con los resultados

obtenidos podemos decir que la activación de los linfocitos T humanos expuestos a As no está

alterada.

Por otro lado determinamos la expresión de CD25 (cadena a del receptor de IL-2)y

encontramos que no se altera en las células T expuestas a 1.0 nM de NaAsO2. La mayoría de los

linfocitos de sangre periférica están en un estado de reposo (Go) y son CD25" (Abbas, 2000). La

estimulación de los linfocitos T con mitógeno o su antígeno induce el progreso del ciclo celular de Go

a Gi y a la expresión de CD25, la cual se asocia no covalentemente con las subunidades p y y para

formar el receptor de alta afinidad de IL-2 (Caspar-Bauguil et al., 1998). Esta molécula es

importante ya que se sabe que la expresión de este receptor en la superficie celular es crítica para

la respuesta de las células a la IL-2 (Hodge et al., 2000). Nuestros resultados están acorde a lo

reportado anteriormente en linfocitos T humanos (Vega, 1999). Sin embargo, se ha reportado que

compuestos de As alteran la expresión de CD25 e inhibe la proliferación de células T murinas (Burns

y Munson, 1993); también existen reportes donde el arsenito inhibe la expresión de CD25 en

linfocitos T humanos de pacientes con la enfermedad de Bowen (Yu et al., 1998). Las diferencias

entre nuestros resultados y los reportados pueden deberse en el primer caso a que se trata de

células murinas, y en el segundo caso, a que las células provenían de pacientes con un
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padecimiento bien determinado lo cual por sí mismo puede estar alterando la expresión de este

marcador (Yu et al., 1998). En nuestro caso en donadores sanos podemos decir que la inhibición de

la proliferación en los linfocitos T expuestos a As no es debida a una disminución en la expresión

del receptor de IL-2. Al no estar alterada la expresión de CD25 ni de CD69 podemos decir que los

eventos tempranos y tardíos (Abbas et al., 2000) de activación de los linfocitos T no se alteran por

la exposición a As.

La IL-2 es el principal factor de crecimiento de las células T. La producción de esta proteína

puede ser afectada por algunos metales como Ni y Zn que inducen la secreción de elevados niveles

de IL-2 de linfocitos de bazo de ratones en cultivo, y un aumento en la expresión del receptor de

IL-2. El Ni tiene el mismo efecto en PBMC de humanos (Karttunen et al., 1988), El abuso de drogas

modula la inmunobiología de la IL-2; la marihuana inhibe tanto la producción de IL-2 y la expresión

de su receptor; mientras que el etanol inhibe la respuesta a IL-2 (Jerrells y Prett, 1994). La cocaína

incrementa la producción de la IL-2 (Wang et al., 1994). Los pesticidas han mostrado tanto un

incremento como un decremento en la producción de IL-2. Estos estudios han diferido en la clase

de pesticida usado, ia ruta de administración y la especie animal probada. Se ha demostrado que la

exposición a solventes industriales como benceno y tolueno y 2-methoxyethanol inhiben la

producción de IL-2 (McCabe, 1997).

Nuestros resultados demuestran que hay una disminución de IL-2 intracelular (determinada

como células CD3+ IL-2+) en las células expuestas a 1.0 îM de NaAsO2. Sin embargo, estos

resultados son opuestos a lo que esperábamos, pues de acuerdo con nuestra hipótesis inicial,

donde planteamos que era probable encontrar alterado el transporte intracelular en las células

tratadas con arsénico, lo que estaría provocando la acumulación de la linfocina en el interior de las

células expuestas a As. Sin embago nuestros resultados concuerdan con los estudios hechos con

otros metales como Cu, Cd y Mn, en los que también se observó disminución en la producción de

IL-2 por PBMC estimulados con PHA (Theocaris et al 1991).

Anteriormente se encontró que la secreción de IL-2 en células T expuestas a As está

alterada (Vega 1998); estos resultados se obtuvieron de cultivos de células mononucleares

estimuladas con PHA durante 24 h. Por nuestra parte, hicimos la cuantificación de IL-2 en los

sobrenadantes de células mononucleares expuestas a As estimuladas durante 48 horas y

encontramos que la cantidad de IL-2 se incrementa ligeramente con respecto a las células control.

Esta diferencia en los resultados nos llevó a pensar que las células expuestas a As se estaban

recuperando conforme se incrementa el tiempo de cultivo y decidimos evaluar la IL-2 intracelular y

en los sobrenadantes de los cultivos de células expuestas a As a las 24, 48 y 72 h.
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Ai hacer esta cinética en la evaluación de IL-2 intracelular y secretada, encontramos que

efectivamente, las células se recuperan al incrementarse el tiempo de cultivo y el pico máximo de

síntesis y secreción de la linfocina se encuentra desplazado en el tiempo y la cantidad de IL-2

sintetizada y secretada es ligeramente menor en las células expuestas a As, sin embargo no deja de

sintetizarse.

En trabajos previos se demostró en diferentes líneas celulares que el As altera la progresión

del ciclo celular (Huang et al., 2000; Park et al., 2001; Salazar et al., 1997). El arsenito induce

aductos oxidativos en el DNA y entrecruzamientos DNA-proteína en células de leucemia humana

(HL60) y células de ovario de hámster chino (CHO-K1) tratadas con 2 nM de NaAsO2 Por otro lado,

se ha demostrado que el arsénico causa una elevación de los niveles de radicales superóxído en

células de tejido muscular humano, causando daño oxidativo al DNA. Sin embargo en el endotelío

aórtico de bovino y células CHO, se demostró que el daño producido en el DNA fue por un

incremento en la producción de óxido nítrico (Wang et al., 2001).

Los datos obtenidos en nuestro trabajo, sobre la cinética de proliferación de los linfocitos T

expuestos a As parecían indicar que e! ciclo celular se encuentra retrasado. Para confirmar ésto

evaluamos el ciclo celular por citofluorometría, encontrándose retrasado por el As. Nuestros datos

correlacionan con datos reportados sobre la alteración del ciclo celular en diferentes tipos celulares

(Park et al., 2001; Wang et al., 2001). Estas alteraciones en el ciclo celular causadas por el NaAsO2

podrían deberse a que el As genera especies reactivas de oxígeno que están involucradas en el

daño a DNA, proliferación celular y apoptosis (Wang et al., 2001).

El arsénico, específicamente en su forma trivalente, es un metaloide biorreactivo que se

une covalentemente a grupos sulfhidrilo, preferenciaImente a ditioles vecinos (Bogdan et al., 1994;

Healy et al., 1998) por lo que puede unirse a cualquier molécula celular que contenga grupos tilo;

por esta razón el efecto del As va a ser inespecífico y generalizado en la célula. Así tenemos que el

arsénico a nivel celular y molecular tiene variados efectos como estrés oxidativo (Harrison, 2001;

Hu et al., 1998; Lynn et al., 1999), altera la concentración de GSH (Li y Chou, 1992), modula la

metilación del DNA (Mass y Wang, 1997), altera la fosforilación de proteínas involucradas en la

proliferación (Trouba et al 2000), altera la transcripción de diferentes proteínas relacionadas con

estrés oxidativo, altera la conformación del citoesqueleto (Li y Chou, 1992; Ramírez et al., 1997) lo

cual da como resultado la alteración de la proliferación de los diferentes tipos celulares que han

sido expuestos in vitro a As.
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Con la demostración de que el NaAsO2 retrasa el ciclo celular de los linfodtos T humanos

llegamos a la conclusión de que la alteración en la producción y secreción de IL-2 es debida a que:

1) el número de células que entran ciclo celular es menor en las células expuestas a As, 2) las

células que entran a ciclo celular lo hacen más lentamente y como consecuencia de ésto se retrasa

la síntesis y secreción de la IL-2 durante las primeras 48 h del cultivo, sin embargo 3) 24 h más

tarde los linfocitos expuestos a NaAsÜ2 tienen un incremento en la producción de IL-2.
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