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Nosotros, anatomistas, no hacemos mds que interpretar la Obra v, en la medida en que
conseguimos tluminar alli donde antes habia sombras, no hacemos otra cosa que adorar af
Creador. La ciencia, tal como yo [a concibo, es ef medio para entender y entonces adorar
Su creacion, Mis modestisimas mdquinas no son mds que torpes remedos comparadas con
la Obra del Altisimo y no tienen otro propdsito que el de hacer comprensible, al menos,

una breve parte de la Creacion. .

Mateo Colon (EL Anatomista)
Federico Andahazi
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1. INTRODUCCION

I.1 METALES

Los metales y metaloides representan un grupo importante de contaminantes ambientales,
no solo por su amplia distribucion en la naturaleza, sino también porque la actividad tecnoldgica del
hombre ha incrementado su emisién en los Gitimos afios, 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 large plazo son menos conocidoes, Se sabe
que algunos metales pueden afectar adversamente la respuesta inmune, alterando fa resistencia del
individuo a agentes infecciosos v al desarrollo de tumores, asi como provocando enfermedades
autoinmunes (Bigazzi, 1999; Vega, 1998). Dentro de este grupo de contaminantes ambientales, el
arsénico es uno de los compuestos tdxicos de mayor importancia pues estd identificado como
carcindgeno para el hombre y estd ampliamente distribvide en la corteza terrestre con una

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

L2 ARSENICO

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas

El arsénico esta clasificado como un metaloide, aunque tiene muchas de ias propiedades de
los metales pesados. Pertenece al grupo VA de la tabla periddica, su nimero atémico es 33 y su
peso atémico 74.9. En la naturaleza se encuentra en los estados de oxidacin -3, +3 y-+5; en el
estado -3 el compuesto mas importante es la arsina (AsHs). En los estados +3 y +5 el arsénico
forma fundamentalmente arsenitos (As>") y arsenatos (As®"), siendo los arsenitos las formas mas

téxicas del arsénico.

En la naturaleza el arsénico estd presente principalmente en forma As™. E! As’™ se
encuentra en donde prevalecen las condiciones reductoras, tales como en depdsitos profundos de
agua. El agua de bebida usualmente contiene algunos microgramos de arsénico por litro, pero en
algunas regiones donde el agua esta en contacto con rocas que son ricas en minerales que

contienen arsénico se puede llegar a tener mas de 1 mg/L (Maki-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 volcanica y la erosidn de los

depdsitos minerales. Las principales actividades humanas responsables de la emision de arsénico al



medio son: la generacion de energia eléctrica, procesos de fundicion y refinacidn de metales no
ferrosos, el uso de combustibles fésiles, el uso del arsénico como bamiz en dispositivos sélidos
come los transistores, y el arsenuro de galio como un material laser para convertir la electricidad en
luz coherente (semiconductores). El arsénico inorganico esta 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 antibidtico. Recientemente, ha ganado interés en el tratamiento de! céncer,

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 drgancs. Cerca del 50-60% del arsénico ingerido es excretado en la
primera semana después de su ingestion. La mayoria de los mamiferos metabolizan el arsénico
inorgdnico a acido monometilarsénico (MMA) y &cido dimetilarsinico (DMA). Se cree que la
metilacion ocurre por una reduccion del As™ a As™ y 1a adicidén de un grupo metilo (Fig 1). Los
tioles, en particular el giutatidn (GSH), juegan un papel muy importante en la reduccion del As®* a
As**, La via principal de metilacién en el organismo requiere de metionina, en su forma activada de
S-adenosilmetionina (SAM), que actlia como cofactor, y el GSH reducido, que actia como donador
de electrones para la reduccidn de los compuestos arsenicales. El grupo metilo es tranferido de la
SAM al arsénico en su estado trivalente de oxidacidn por medio de metil transferasas. Se ha
demostrado en estudios /7 vitro que la actividad metiladora se localiza en € citosol de las células
hepéticas y que la vitamina B12 (cianocohalamina), coenzima B12 (5'-decxiadenosil-cobalamina) y
metil B12 (metilcobalamina) pueden actuar como donadores de grupos metilp previos a SAM (Healy
et al., 1998; Styblo y Thomas, 1997; Vahter, 2000).

OH +2e OH +CH;* C:-i; +CHg* CHy
i | I
HO-As-OH ———— HO-As-0H —— HO-As-OH ————— HO-As-CH;
11 Il I
Metiltransferasa I 0 Metilransferasa I 0
) ) Actbo ACIDO ACiDO.
ACIDO ARSENICC ARSENOSO MONOMETILARSONICO DIMETILARSINICO
(MMA) (DMA)

Figura 1. Metabolismo del arsénico inorganico en mamiferos { Yamaka y Okada 1994).



Estudios experimentales han mostrado que una fraccién importante del As™ es
rapidamente reducida a As®* en la sangre. Sin embargo, el arsénico ingeride por via oral es
metilado principalmente en la fraccidn citosdlica del higado, aunque la metilacion puede llevarse a
cabo en diferentes érganos como el cerebro, el pulmdn, el intestino y el rifidon (Mass y Wang, 1997).

En el hombre los principales productos excretados encontrados en orina son: el arsénico
inorganico, el &cido monometilarsonico (MMA) y el acido dimetilarsinico (DMA) en proporciones de
10-20, 10-15 y 60-80%, respectivamente. Recientemente, fue identificada una poblacidén con una
baja excrecion de MMA, lo cual sugiere que puede existir un polimorfismo en la metilacion del As.
Sin embargo, estas diferencias en la excrecién de las formas metiladas del As también dependen
del estilo de vida y la alimentacién de ios individuos expuestos (Vahter, 2000).

Por otro lado se sabe que los compuestos metilados del arsénico no se desmetilan para
formar arsénico inorganico (Salazar, 1998). El proceso de metilacidn del arsénico fue sugerido como
la via principal de destoxificacién en los mamiferos. Por otra parte Bogdan y cols. (1994) sugieren
que la unién del arsenito a las proteinas puede ser una ruta primaria de destoxificacién en los
mamiferos, asi como ia unién del As™ a ditioles presentes en moléculas que presentan grupos tioles
vecinales (glutation, 2,3-dimercaptopropanol, etc.) (Styblo y Thomas, 1997).

1.2.3 Vias de exposicién

Una de las vias de exposicidn al arsénico es la ingestion de alimentos de origen marino,
entre las cuales los peces y los crustaceos presentan los niveles méas altos de arsénico; sin
embargo, la ingestién de agua proveniente de subsuelos ricos en depdsitos minerales que contienen
arsénico es la fuente mas significativa de exposicion toxica y constituye un problema de salud
puablica descrito en diversas areas geograficas del mundo (Taiwan, Argentina, Chile, India, Estados
Unidos y México) (Hsu et al., 1997), ya que millones de personas estan expuestas de forma crénica
al arsénico Inorganico (Harrison y McCoy, 2001). En estas regiones se excede la concentracion de
10 pg/L de As en el agua, que es la norma permitida por la Organizacién Mundial de {a Salud {(WHO

1993).

México es uno de los principales paises en la produccidn de arsénico y existen zonas en los
estados de Puebla, Chihuahua, Hidalgo, Morelos, Nuevo Leon, Coahuila y Durango, con agua
contaminada, donde el problema de hidroarsenicismo cronico en los habitantes de estas regiones es

preocupante (Salazar, 1998).



1.2.4 Toxicidad

Las sates solubles de arsénico inorgénico son altamente téxicas. La dosis letal de triéxido de
arsénico 'ingerido es de 1-3 mg/kg en humanos (WHO, 1981). Los sintomas de intoxicacion por
arsénico incluyen nduseas, dolor de cabeza, dolor abdominal severo debido al dafio en la mucosa
gastrointestinal, vémito y diarrea causadas por paralisis del control capilar en el tracto intestinal
(Dack y Vahter, 1998). Eventualmente el epitelio gastrointestinal puede desprenderse, seguide por
la disminucién del volumen de sangre, baja de presién, alteracién del funcionamiento del corazdn,
falla del sistema cardiovascular, falla de las funciones del cerebro y muerte. Intoxicaciones agudas
no fatales pueden resultar en dafio al sistema nervioso periférico, manifestdndose como pérdida
sensorial debida a una degeneracion axonal, anemia y leucopenia, fiebre, anorexja, hepatomegalia
y melanosis. Por otra parte, la inhalacion de arsénico afecta el tracto respiratorio causando rinitis,
laringitis y bronquitis. En altos niveles de exposicién han sido reportados hiperplasia y atrofia en el
tracto respiratorio y perforacion del septo nasal {Dock y Vahter,1998).

Exposiciones subcronicas y cronicas a arsénico inorganico han sido asociadas con la
reduccidn de 1a velocidad de conduccidn nerviosa v dafio hepético. Se ha observado dafio en el
sistema vascular periférico en personas expuestas a arsénico en agua de bebida (Jha et al.,, 1992;
Li y Chou, 1992). Este dafio vascular puede provocar gangrena de las extremidades inferiores,
conocida como enfermedad del pie negro. La ingestion de arsénico también provoca alteraciones en
la pigmentacion de la piel; dreas de hiper- o hipopigmentacion son frecuentemente vistas en el
cuello, pecho y espalda. Otras dreas son la paimoplantar y papular y éstas eventualmente pueden
desarrollarse en lesiones malignas (Msu et al., 1957; Menzel et al., 1999; Simeonova et al., 2000).

La arsina {AsH:) es otra forma altamente tdxica del arsénico; causa anemia hemolitica
severa seguida por falla renal aguda. La toxicidad es observada en exposiciones menores a 10
ppm. La hemolisis ocurre después de fa fijacién de ta arsina en forma no volatil por la hemoglobina
(Dock y Vahter, 1998).

El mecanismo mas importante que se postula para explicar la toxicidad de los compuestos
de arsénico trivalentes es por su afinidad a los grupos sulfhidrilo de las proteinas. Las enzimas son
particularmente afectadas si el grupo tiol estd ubicado en el sitio activo 0 en un sitio critico para su
actividad (Menzel et al., 1999) o para su estabilidad estructural. Por otro lado, el arsénico
pentavalente puede sustituir al grupo fosfato en reacciones catalizadas enzimaticamente, afeckando
procesos como la produccién de ATP y sintesis de ADN (Hu et al., 1998; Voet y Voet, 1992), Sin
embargo, es dificil evaluar su contribucion téxica debido a la reduccidn del As™ a As™ en el



organismo.
1.2.5 Efectos carcinogénicos

Los efectos toxicos agudos del arsénico se wmanifiestan en los sisternas respiratorio,
gastrointestinal, cardiovascular, nervioso y hematopoyético. Sin embargo, en poblaciones expuestas
cronicamente a dosis no letales de arseénico se ha encontrade una mayer incidencia de
enfermedades como hiperqueratosis, pie negro, cancer de piel, puimén, vejiga, higado, de tracto
gastrointestinal, de cavidad nasal y de rifién (Ramirez et al., 1997}

Un incremento en la incidencia de cancer en gente expuesta a arsénico fue observada
desde principios def siglo XIX. Iniclalmente se observd un incremento en la incidencia de céncer de
pulmén en trabajadores de fundidoras y en mineros, continuande con reportes de incidencia
elevada de cAncer en pacientes usando medicinas con arsénico. La asociacidn entre la ingestion de
arsénico v el desarrollo de cancer de piel ha sido confirmada por estudios en dreas donde el agua
de bebida contiene altas concentraciones de arsénico {Maki-Paakkanen et al,, 1998). Varias formas
de cancer de piel relacionadas con la ingestién de arsénico han sido descritas, incluyendo carcinoma
de células basales y carcinoma de células escamosas. Recientemente se ha observado un
incremento de mortalidad por cincer de drganos internos (higado, pulmdn, rifdn y vejiga) en
poblaciones expuestas a arsénico (Dock y Vahter, 1998; Maki-Paakkanen et al., 1998).

Aunque los estudios epidemioldgicos consideran que el arsénico es un agente carcinogénico
para los humanos, no se ha encontrado que los compuestos arsenicales puedan producir cincer en
los modelos animales y no existe una clara explicacidn para esta diferencia de toxicidad entre los
hurmanos y los modelos animales (Menzel et at., 1999).

1.2.6 Mecanismo de accién

1.2.6.1 DNA

A nivel celular el arsénico inhibe la reparacién det dafio inducido por la radiacién ultravioleta
o por el metilmetanosulfonato. Recientemente, varios estudios apoyan la alteracion de los
mecanismos de reparacién inducida por el arsénico (Jha et ak, 1992). En esta direccidn 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 reparacion. Ademas, se ha evaluado la reparacidn por excisidn de
nucledtidos en fibroblastos tratados con arsenito después de una radiacidn con rayos UV,



encontrdndose alteradas la unidn de los fragmentos del DNA y la transcripcion acoplada a
reparacion {Jha et al., 1992; Snyder, 1989). También existe evidencia de que los compuestos de
arsénico pueden interferir en los procesos de reparacion del DNA, incluyendo fa inhibicién de la
remaocidn de dimeros de pirimidina en células humanas SF34 después de imadiardas con Tuz UV, el
blogqueo de la reparacidn del DNA dafiado por rayos X y luz UV, inhibicion de la reparacion post-
replicacion del dafio inducido por Juz UV y la inhibicidn de la actividad de la DNA ligasa II de

mamiferos (Li y Rossman, 1989).

Ef arsénico induce aberraciones cromosdmicas (estructurales y numéricas) y microndcleos
{Ostrosky et al., 1991; Gonsebatt et al.,, 1992; Vega et al., 1995). La ingestion de agua con arsénico
incrementa ef intercambio de cromatidas hermanas (SCEs) en linfocitos de sangre periférica, asi
como en linfocitos tratados con As™ in witro {Hsu et al, 1997). Se ha demostrado que os
compuestos de arsénico trivalentes son mas efectivos en la induccion de aberraciones
cromosomicas que los compuestos pentavalentes de arsénico, mientras gue los SCEs son inducidos
a dosis mas bajas de arsénico de las que son requeridas para inducir aberraciones cromosdmicas. El
mecanismo propuesto por el cual el arsénico induce efectos en los cromesomas es mediado por i0s
efectos de! arsénico en las enzimas de reparacién del DNA (Rasmussen y Menzel,, 1997). Sin
embargo, se ha reportado que el arsenito induce proteinas asociadas a los rompimientos de
cadenas de DNA (Vega, 1998), lo cual podria explicar las aberraciones inducidas y los SCEs.

En cultivos de linfocitos humanos tratados /7 vitro con arsenito de sodio se ha demostrado
el efecto aneugénico debido a la alteracidn de la estructura del citoesqueleto (Ramirez et al., 1997;
Vega et al., 1995).

Se ha demostrado que los compuestos de arsénico inducen amplificacién de genes y
alteraciones en la expresion de genes en células de mamifero (Corsini et al., 1999; Hu et al., 1998;
Mass v Wang, 1997; Roussel y Barchowsky, 2000). El arsenato y arsenito de sodio son potentes
incrementadores de la amplificacién del gen de la dihidrofolate reductasa en células de ratén 373
(Lee et al., 1988); el mismo gen es amplificado en gueratinocitos humanes transformados por el
virus SV40 (Rossman,-1992). El NaAsQ, induce la expresién de genes de proteinas de respuesta a
estrés (hsps) que incluyen: a) ubiquiting, la cual estd involucrada en la degradacién de proteinas
por el proteosoma; b} hps 90 asociada con [a transduccién de sefiales (Deaton et al., 1990); c) hsp
70, proteinas asociadas con la traslocacion de proteinas a través de las membranas (Deaton et al.,
1990; Hu et al., 1998; Ohtsuka et al., 1990); d) también incrementa la expresion del gen de
resistencia miltiple a drogas (MDRI); €) el gen de hemooxigenasa (Hu et al., 1998; Keyse et al.,
1990} y de oncogenes y factores de crecimiento como c-fos, c-jun, cmyc asi como el TGF-q



(transforming growth factor o). También moduia la cascada de MAP cinasas, que da como resultado
la activacién de factores de transcripcién como AP-1, el cual es un importante regulador def
crecimiento celular {Germolec et al.,, 1996; Simeonova et al., 2000; Roussel y Barchowsky, 2000).
Por otra parte se ha demostrado que el As*™ madifica la actividad de! factor transcripcion-«B NF-xB
{Corsini, 1999; Roussel y Barchowsky, 2000).

1.2.6.2 Proliferacion celular.

Se ha descrito que la cinética de proliferacion de los linfocitos de individuos que consumen As en el
agua de bebida estd disminuida, pues es evidente un retraso en la progresion del clclo celular
(Ostrosky et al., 1991).. Resultados similares se han reportado al tratar con As fn witro linfocitos
provenientes de presonas no expuestas crénicamente a As por agua de bebida (Gonsebatt et al.,
1994; Ostrosky et al., 1991). Por otra parte, se ha demostrade que el NaAsQ, provoca Iz activacion
o inactivacion de p53 y otros oncogenes que controlan la proliferacién celular (Salazar et al., 1997).

1.2.6.3 Proteinas

El arsenito es un efectivo inductor de proteinas 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 proteinas de
choque térmico de 70 kDa estan asociadas con la translocacion y secrecidn de algunas proteinas asi
como al proceso de importacion de protefnas mitocondriales, mientras gue las proteinas de chogue
térmico de 90 kDa estan identificadas como proteinas unidas a receptores de glucocorticoides entre
otros. Cada proteina alterada por el arsenito puede tener cierta funcién intracelular y los cambios
en los niveles de estas proteinas podrian afectar diferentes funciones celulares (Aoki et al., 1990).

El arsénico incrementa el estado de fosforilacion de las proteinas celulares causando

hiperfosforilacion de las proteinas de respuesta a estrés y disminuyendo la fosforilacién de otras.

Otra proteina afectada por el arsénico es la piruvato deshidrogenasa, por interaccidn del
arsenito con el grupo sulfhidrilo del acido 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
proteinas y enzimas son alteradas por la exposicidn a arsenito. Por otro lado el arsénico afecta a las
enzimas mitocondriales y altera [a respiracion, lo cual es relevante en la toxicidad celular (Farrel y
Costa, 1997; Li y Chou, 1992). Las proteinas del citoesqueleto contienen una gran cantidad de
residuos de cisteina y ciertos grupos -SH de la tubulina son cruciales para la polimerizacion de esta
proteina, par lo que el citoesqueleto es un blanco importante para el dafio por As™ (Li y Chou,



1992). El arsénico inorganico se une a grupos -SH y la union es mas fuerte con grupos -SH vecinos,
por ejemplo en la queratina del pelo, ufias y piel, por lo que estos tejidos generalmente muestran
las mas altas concentraciones de arsénico. Los tejidos que retienen por mayor tiempo As, expuestos
a su forma dimetilada, son el pulman, fa tircides y el cristalino de los ojos (Dock y Vahter, 1998).

El NaAsQ; v el NaAsO; inducen alteraciones morfoldgicas de c¢élulas de roedor en cultivo
(Lee et al., 1985). La concentracion para la induccion de estos cambios son fas mismas que son
requeridas para la amplificacion de genes (Lee et al., 1988). El NaAsO; es mds potente que el
NaAsOs; en estos ensayos bioldgicos y se ha sugerido que es debide a diferencias en la
Incorporacion celular del arsénico trivalente en relacidn al arsénico pentavalente,

1.2.7 Efectos en el sistema inmune

El arsenito es un compuesto que tiene efectos inmunotdxicos, alterando la inmunidad
humoral y celular (Gonsebatt et al., 1992; Yoshida et al., 1986; Vega et al., 1999). El arsenite
puede suprimir la respuesta inmune por la induccion de apoptosis en células del sistema inmune
{macréfagos, neutréfilos v células derivadas de linfoma) (Rousselot et al,, 1999; Wolson et al.,
1990). Alternativamente, el arsenito puede interferir también con la inmunidad por interaccién con
enzimas involucradas en la respuesta inmune. El arsénico trivalente puede inducir apoptosis en
células del sistema inmune a concentraciones que estan presentes en los individuos expuestos
cronicamente (Harrison y McCoy, 2001). Se sabe gue existe un incremento en la susceptibilidad a
infecciones con pseudorabia y al virus de la encefalitis en ratones tratados con arsenito de sodio
(NaAs0;), tridxido de arsénico {AsCs;) o arsenato de sodio (Na,HAsO) (Vega, 1998).

Cuando ratones son expuestos a arsenure de galio (GaAs), la produccién de IgM decrece en
el 97% de los animales y la actividad de los macrofagos se ve reducida (Sikorski et al,, 1991). Un
efecto similar fue chservado cuando se expusieron a NaAsO, (Sikorski et al., 1991). El tratamiento
de ratones con GaAs disminuye la expresion del receptor de IL-2, lo cual sugiere que los
compuestos de arsénico pueden afectar la activacion de la célula Ty su funcidn, probablemente por
interferencia con {as sefales primarfas o secundarias que dirigen la respuesta antigénica,
comprometiendo la respuesta inmune celular (Burns et al., 1991). También, se ha demostrado que
el NaAsQ, inhibe la produccion de interferon en ratones (Blakley et al., 1980). Dosis de 26.6 mg/kg
en ratas incrementan el peso del higado, bazo, glandulas adrenales y testiculos, disminuye el peso
del timo y deprime la hipersensibilidad retardada, pero no afecta el nlimero de células formadoras
de placa IgM en estos animales {Instirdris et al., 2000). La presencia de NaAsQ; 2.5-3.0 uM in vitro
pravoca una reduccion en la proliferacidn en linfocitos T humanos de sangre periférica inducida por



PHA, asi como una concentracion de 6-10 uM de NaAsQ, tiene el mismo efecto en linfocitos T
bovinos de sangre periférica (Burns et al., 1991). Por otro lado una concentracién de NaAsO, de
0.5-1.0 pM disminuye la cantidad de células formadoras de placa en bazo de ratén (Descotes,
1986).

Se sabe que el arsenito induce activacién de algunas proteinas MAP cinasas (Burns et al,,
1991}, algunas de las cuales juegan un papel dlave en la induccién de apoptosis en células linfoides.
Existe evidencia de que microdominios de la membrana plasmatica de células de mamiferos,
enriquecidos con colestrero! y glicoesfingelfpidos llamados “rafts”, juegan un papel importante en la
sefalizacion intracelular esencial para una efectiva transduccion de sefiales del TCR. El arsenito de
sodio también induce la activacion de caspasas a través de microdominios lipidicos de la membrana
celular promoviendo la produccion de superdxidos y la activacion de INK (Hossain et al., 2000).

L3 ACTIVACION DEL LINFOCITO T

La activacion de los linfocitos T es consecuencia de mUltiples interacciones ligando-receptor
que ocurren en la interfase de una célula T y una céluta preséntadora de antigeno. Esta interaccion
inicia eventos bloquimicos 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 activacidn
del linfocito es controlada por rutas de sefalfzacién iniciadas por los receptores del antigeno y
moléculas coestimuladoras. El ligando fisiclogico para la activacion de la célula T es un péptido
extrafio unido @ una molécula del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), presentado en
la superficle de una célula presentadora de antigeno (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 les que se les denomina superantigenos. Estos superantigenos estimulan a las células T debido
a su capacidad de interactuar con algunas regiones del TCR que estdn fuera del sitio de unidn
péptido-MHC. Existen otras moléculas como las lectinas que se han usado para estimular de forma
policlonal a fos linfocitos T. Las lectinas son proteinas derivadas de las plantas que se caracterizan
por poseer en Su estructura varios grupos de carbohidratos. Estas pueden inducir una respuesta
profiferativa, son comunmente Hamadas mitogenos, y entre los cuales encontramos a la
fitohemaglutinina (PHA), concanavalina A (Con A) y el mitégenc pokewed (PWM). Estos se unen a
las glucoproteinas expresadas en la membrana plasmética y entrecruzan receptores importantes
involucrados en la activacion fisiolégica de las células T. Anticuerpos dirigidos contra el TCR o CD3
asi como iondforos de calcio también han sido usados para estimular a las células T (Paul et al.,

1998),



Las sefiales bioguimicas iniciadas por el receptor de la célula T determinan la especificidad
de la activacion, pero los eventos iniciados por otras proteinas de membrana tales como los
receptores del MHC CD4/CD8, coestimuladores como CD2, CD28 e integrinas, modulan las sefiales
intracelulares requeridas para iniciar la activacion de una célula T (Acuto y Cantrell, 2000).

El receptor de las células T estd compuesto por las cadenas «ff 0 ¥ que se asocian a las
cadenas del CD3 v, &, ¢ ¥ { (Fig 2). Durante la activacion, las cadenas del CD3 se fosforilan
rapidamente en los residuos de tirosina, por las cinasas de residuos de tirosina Fyn v Lck. Fyn
interactia directamente con el complejo CD3, mientras que Lck se une a las regiones citoplasmicas
de las moléculas correceptoras CD4, CD8 y CD2.

Una vez que los inmunorreceptores con motivos de activacion basados en tirosina (ITAMs)
de las cadenas del receptor han sido fosforiladas, pueden reclutar a la cinasa de tirgsina fosforilada
en residuos de tirosina ZAP-70. Fsta se une a la cadena ¢, fosforilada en residucs de tirosina del
€D3 y es activada por la Interaccidn de SH2 y la fosforilacién directa por Lek. Una vez activada ZAP-
70, el siguiente paso incluye a la enzima fosfolipasa C-y (PLC-y) que sirve para propagar fa sefial a
la membrana celular y eventualmente comunicarfa al nlcleo. La fosforilacion de un residuo de
tirosina en la PLC-y activa a la enzima, la cual rompe al fofatidilinositol bifosfatc, gue es un
fosfolipido de membrana, en dos partes: el inositol trifosfato (IP;) vy el diacilglicerof (DAG). La
difusién de 1P, tiene como consecuencia la liberacion de Ca® en el citosol proveniente de vesiculas
del reticulo endoplismico por lo que hay un incremento inmediato en la concentracién de Ca®*
intracelular, esto dispara la apertura de los canales de Ca** en la membrana plasmatica, lo cual
provoca un mayor incremento de Ca®* dentro de la célula que conduce a fa activacion de la
calmodulina {proteina que se une a Ca®* para su activacién). La activacién de esta proteina es
requerida para la translocacién al nicleo del factor nuclear de las células T activadas (NF-AT) el
cual es esencial en la activacion del gen de IL-2 {Abbas, 2000).

El otro producto del rompimiento de PIP; es DAG, el cual permanece asociado con la
superficie interna de la membrana plasmatica. &l DAG ayuda a activar a la proteina cinasas C (PKC),
que fosforila residuos de serina/treonina, y que se cree inicia una cascada de sefializacidn dirigida al

nicleo.
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Figura 2. Madelo de la transduccidn de sefiales mediadas por el TCR dirigidas a la
transcripcion del gen de ta IL-2 (Paul et al. 1998).
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Otra sefial que es requerida para la respuesta de las células T es la activacion de proteinas
pequefias G, las cuales son proteinas que sirven para propagar sefiales de los receptores asociados
a tirosin-cinasas. Las proteinas G pequefias se encuentran normalmente en un estado inactivo
unidas a GDP; su activacion involucra al factor intercambiador de nucledtidos de guanina {GEF) &
cual intercambla GDP por GTP. Ras y otras proteinas pequefias G son reclutadas en el sitio del
receptor por proteinas adaptadoras y son activadas por los GEFs unidos a las proteinas
adaptadoras, Una vez activada, Ras activa la cascada de proteinas cinasas conocidas como
proteinas-cinasas activadas por mitdgeno (MAP dnasas). La cascada de MAP cinasa conduce
directamente a [a fosforilacion y activacidn de factores de transcripcidn en el nlcleo. En particular,
la familia de factores de transcripcidn AP-1, que son heterodimeros de los oncogenes fos y jun, asi
como NF-AT (nuclear factor of activation in T cells) y NF-xB que son factores de transcripcion
involucrados en fa regulacién del gen de la IL-2 {Fig 2), asi como del gen de la subunidad o del RIL.-

2 (CD25) (Paul, 1998).
1.3.1CD4 y CD8

CD4 y CD8 son moléculas determinantes no polimdrficas expresadas en la superficie de las
dos principales subpoblaciones de células T maduras. Estas moléculas se unen a regiones no
polimétficas del MHC clase I y clase I respectivamente y estan acopladas a la cinasa de residuos de
tirosina pb56lck. Ambos complejos liberan sefiales accesorias que sinergizan con el complejo
TCR/CD3 en complemento en la activacion de las células T. En general, las célufas CD4* estan
involucradas en la funcién cooperadora celular, en respuesta a antigenos exdgenos. Por el
contrario, las células T CD8* son las células efectoras citoliticas y reconocen péptidos que son

derivades de la via biosintética enddgena (Paul, 1998).

CD4 y CD8 son glucoproteinas integrales de membrana. Ef dominio extracelular del CD4
consiste de cuatro dominios de inmunoglobulina unidos en tandem. Los dominios N-terminal
interactian con el domino B2 de las moléculas de MHC clase II. CD8 es un heterodimero de una
cadena « y una cadena B, pero puede ser expresada como un homodimero de cadenas ofo. El
dominio N-terminal de inmunoglobulina de la cadena o se une a el dominio o3 de las moléculas de

MHC clase I (Paul, 1998)

Los correceptores CD4 y CD8 pueden contribuir a la formacién de una interaccién mds
estable del TCR con el complejo que forma el MHC con el péptido, y también estan involucrados en
eventos de transduccién de sefiales por la interaccion de sus dominios intracelulares con la cinasa

LeK. Ambos correceptores interact(an no covalentemente con la region N-terminal de Lek via
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residuos de cisteina apareados. La interaccidn de Lek con CD4 es de mayor afinidad que con CDS8.
La unién del TCR con estos correceptores puede incrementar la transduccion de sefales 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 antigenos durante la
respuesta primaria pero no en la respuesta secundaria. El grado de participacidn de uma célula T
individual CD4 o CD8 es altamente dependiente de la clona. En el caso de CD4, su contribucion a la
respuesta al antigeno depende no sdlo de su dominio extracelular que interactla con el MHC dlase
11, sino también de las secuencias en su domino citoplismico que interactda 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 proliferacidn de
los linfocitos activados con mitégenos como PHA o Con A. Se sabe que el citrato férrico modula los
complejos CD4-Ick v CDB-Ick en linfocitos T de sangre periférica humana en reposo vy reduce fa
expresion de CD4 en la superficie de linfocitos T en reposo. {Arosa y Sousa, 1995).

I1.3.2 CD69

El CD69 humano es un homodimero de superficie formado por la asociacion de dos
cadenas, una de 28 kDa y otra de 32 kDa, unidas por puentes disuifuro. Las dos cadenas resultan
de la glucosilacién diferencial de un polipéptido de 199 aminoécidos de largo y codificado por un
solo gen. Este producto puede ensamblarse en dimeros 28-28, 28-32 y 32-32 kDa; existen también
dimeros menos frecuentes que son los no glicosilados de 22-22 kDa. Existe sdlo un sitio potencial
de glucosilacidn, para una N-glucosilacién en la parte extracelular de cada cadena, que estd
localizado en el a.a. 166, sugiriendo una heterogeneidad cualitativa en la glucosilacion 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 fosforilacion para la caseina cinasa II {CKII) y la proteina cinasa C
(PKC), respectivamente. En células tanto humanas como de raton existe una fosforilacion

constitutiva.

La porcidn extracelular de la molécula {138 a.a.) contiene un dominio tipo C de unién a
lectinas {C-type lectin-binding), el cuat pone a CD69 dentro de la familia de receptores de superficie
tipo lectinas C (C-type lectin family of surface receptors). Seis residuos de cisteina que son
conservados entre las especies son responsables de 1a estructura del dominio y posiblernente de la
unién entre cadenas (Hutchinson et al., 1999},
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CD69 fue inicialmente descrito como un antigeno expresado en la activacidn temprana de
células linfoides. Linfocitos de sangre periférica en repose no expresan CD69, pero es rapidamente
inducido por la estimulacion 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 estimulacidn de CD16 en células
NK. En las células T, los transcritos de CD69 son detectables a los 30-60 min después de la
estimulacién de CD3 y dedlina rapidamente después de 4-6 horas. La expresién en la superficie
puede ser detectada a las 2-3 h y el pico de expresion ocurre a las 18-24 h (Angulo y Fuicher, 1998;
Santis et al., 1995). La expresién declina con tiempo medio de ~24 h si se quita el estimulo, La
induccién de CD69 requiere el incremento sostenido de la concentracion de calcio citosdlico. El
incremento de Ca?* es transitorio, pues cae en menos de 5 min provocando la expresidn de CD69.
La elevacion prolongada de Ca®", que sigue del entrecruzamiento dptimo del TCR/CD3 es
igualmente necesaria para sostener la activacidn de PKC, que es un importante requerimiento para
la induccidn de CD69 en linfocitos T. Sin embargo, el evento clave responsable de la expresién de
CD69 en células linfoides parece ser la activacion de Ras. La expresion del gen de v-Ha-ras que
codifica para una proteina de tipo "GTP-bound active Ras” es suficiente para inducir éptimamente
CD69 cuando ocurre la estimulacion del linfocito T por medio del TCR/CD3, que sugiere un papel
central de Ras en la expresion de CD69 en células T (Rutella et al., 1999).

CD62 es expresado constitutivamente en las plaquetas, en las que presenta caracteristicas
bioquimicas similares al CD69 expresado en células NK y T, incluyendo la fosforilacidn constitutiva.
También ha sido encontrado en precursores mieloides en médula dsea, neutrdfilos activados y
eosindfilos, en monocitos circulantes y células de Langerhans epidermales. Esta amplia distribucion
fmplica un papel general para CD69 en la biologia de las células hematopoyéticas (Testi et al.,

1994).

Se ha demostrado que fa estimulacidn de CD69 en presencia de PMA induce la expresion
transitoria del gen c-fos y la formacion del complejo AP-1 en células T. También se ha encontrado
que fa induccion del compiejo AP-1, junto con la induccidén del complejo NF-AT, después del
entrecruzamiento de CD69 en presencia de PMA, participa en la regulacidn transcripcional de a

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

1.3.3 Interleucina 2

Dentro del sistema inmune periférico, la produccién de IL-2 estd confinada principalmente a
la poblacidn de linfocitos T CD4*, La secrecion de IL-2 es uno de los principales eventos en la
activacion de la célula T y es el resultado final de una cascada de segundos mensajercs que

s
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integran sefiales de miltiples receptores de la superficie celular que relacionan a las ¢élulas T con
su microambiente {Ferndndez-Botran et al., 1996; Gaffen et al., 1998; Paul et al., 1998; Smith,
1988).

La IL-2 humana es una glucoproteina de 15 kD {Gaffen et al., 1998), con un dominic de
unidn a lectinas, el cual tiene un papel critico en el transito y ruta intracelular de esta molécula. La
IL-2 presenta un puente disulfuro, cuya ruptura elimina su actividad bioldgica. La estructura
tridimensional de la IL-2 humana se ha descrito de acuerdo a los datos cristalograficos con una
resolucién de 3-A y a {a prediccidn de la estructura secundaria derivada de la comparacion de las
secuencias primarias de citocinas relacionadas. El “nicleo” de la IL-2 estd constituido por cuatro
hélices o antiparalelas y dos asas entrecruzadas que contienen hojas 8 (Fig 3) (Gaffen, 1998;
Rozwarski et al., 1994; Smith, 1988; Smith, 1992),

Figura 3. Modelo de la estructura tridimensional de la IL-2 humana (Gaffen et al. 1998).
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ta secuencia esencial de aminoacidos de esta proteina es similar en varias especies de
mamiferos, incluyendo una estricta conservacion de tres residucs de cisteina. Los 153 aminodcidos
de fa IL-2 de su traduccidn primaria sufren un procesamiento postraduccional que incluye: el corte
de 20 residuos de aminoéacidos que forman el péptido sefial, la adicién de carbohidratos al residuo
de treonina en la posicion 3 (thr-3) y la formacién de un puente disulfuro entre los residuos de
cisteina 58 y 105 (Smith,1992; Robb y Greene, 1987).

Los efectos biolbgicos de la IL-2 estan mediados por receptores especificos presentes en las
células blanco. El receptor funcional de alta afinidad de la IL-2 (RIL-2) estd compuesto de tres
distintas subunidades asociadas a fa membrana: una cadena « de 55 kDa, una cadena B 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 la IL-2 es la que se une a fa subunidad p del complejo receptor de la IL-2. El asa que conecta a
las hélices Ay B de la IL-2 se une a la subunidad « del receptor de IL-2 y el extremo C-terminal de
la hélice o puede ser la responsable de la interaccidn con la cadena y del receptor (Gaffen et al.,
1998).

El gen de la IL-2 humana est4 localizado en el cromosoma 4q en las bandas 26-28 (Seigel
et al., 1984). In vivo la expresion de este gen es inducible y es regulada a nivel transcripcional por
un elemento “enhancer” 5° (Uliman et al., 1990). Entre las secuencias ¢is que se han identificado en
el gen de la IL-2 que actlian como secuencias reguladoras, estan los sitios de unién para NFAT-1,
NF-xB, AP-1 y OCT-1 (Janeway et al., 1999). La expresion del gen de la IL-2 es regulado
postranscripcionalmente a través de un mecanismo que implica la estabilizacién del RNA mensajero
del T-2, mediado por unas secuencia rica en AU que se encuentra en la regién 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 pleiotrépicos, participando en la regulacion de células
activadas por antigenos, estimulando el crecimiento de células NK y monocitos, la secrecién de
anticuerpos e induciendo la secrecion de IFN-y en células NK y T CD8* (Gaffen et al., 1998; Peltier
et al.,, 1999).

La sintesis de novoy la secrecidn de IL-2 es disparada por antigenos, anticuerpos anti-CD3
o mitégenos que inducen la activacion de los finfocitos T maduros. La unidn de fa IL-2 a su receptor
de alta afinidad, un evento que ocurre a través de un mecanismo paracrino o actdcrino, promueve
la expansion de las células T induciendo la progresién del ciclo celular de G1 a S, G2 y M. Esta
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propledad de promover el crecimiento celular es la mejor caracterizada y quizd la méas importante
funcién de esta linfocina. Algunas evidencias han sugerido que la IL-2 es importante en el desarrollo
timico {Gaffen et al., 1998). La expresion de IL-2 y su receptor en el timo se han detectado y los
efectos proliferativos de la IL-2 en timocitos han sido reportades (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 inhibicion del desarrollo timico (Kiindig et al., 1993). La IL-2 también parece ser un
factor de diferenciacidn ya que es capaz de inducir la procduccion de otvas linfocinas como IFN-y e
IL-4 (Farrar et al., 1982; Howard et al., 1983). Por otro fado, células tales como linfocitos B, células
NK, macréfagos y monocitos primarios de sangre periférica presentan en la superficie receptor para
IL-2 (Janeway et al, 1999).

Una variedad de diferentes estados de inmunodepresién estdn asociados con una
produccidn reducida de Ii-2. Estados de inmunodeficiencia heredados tales como la
inmunodeficiencia severa combinada, el sindrome de Nezelof, v la agamaglobulinemia de Burton,
son caracterizados por una secrecion defectuosa de IL-2 por los linfocitos de sangre periférica. De
manera similar, la inmunodeficiencia adquirida, provocada por una irradiacion linfoide total, terapia
con ciclosporina A, glucocorticoides o ciclofosfamida, edad avanzada, parasitosis, tumores sélidos o
infeccion con el virus de la inmuncdeficiencia humana estan acompafiados por alteraciones en la
secrecion de IL-2 (McCabe, 1997).

La produccion de 1L-2 es inhibida por una serie de mediadores producidos durante el
procese inflamatorio. Los glucocorticoides actiian en el curso de la respuesta inmune sistémica,
inhibiendo selectivamente la produccién de IL-2 por las células Thi. La IL-10 también regula
negativamente la produccidn 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 estd formado por la subunidad « (p55, Tac, CD25), esta
codificado por un gen en el cromosoma 10, p14-15 (Leonard et al.,, 1985). La proteina madura
contiene un dominio extracelular de 219 aminodcidos, una regién transmembranal de 19
aminoacidos y un dominio C-terminal intracelular de 13 aminoacidos. El dominio extracelutar de la
proteina contiene 11 cisteinas, algunas de las cuales participan en puentes disulfuro intracadena
(Fig 4). El rompimiento de cualquiera de estas uniones inter-cisteinas reduce en gran parte la
capacidad de IL-2Ra de unirse a la IL-2. Estudios de delecién interna han demostrado que los 163
aminodcidos de la regidn N-terminal contienen toda la informacion necesaria para unir a la IL-2

{Burns y Munson, 1993).
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La subunidad B (p70), estd codificada por un solo gen localizado en el cromosoma 22,
qil1.2-12, Tiene un peso molecular de 58.3 kDa. Contiene un dominio extracelular de 214
aminoacidos con cuatro sitios potenciales de N-glucosilacidn y ocho residuos de dsteinas, una
regidn transmembranal de 25 aminodcidos y un dominio citoplasmico de 286 aminodcidos. Los 112
aminoacidos 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 esta codificada por un solo gen lecalizado
en el cromosoma X, gq13. La proteina contiene un dominio extracelular de 232 aminoacidos, un
dominio transmembranal de 29 aminoacidos y un dominio citoplasmico de 86 aminoacidos. El
dominic extracelular contiene algunas caracteristicas que lo identifican como miembro de la
superfamila de receptores de citocinas. 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).

e oA
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(Gaffen et al. 1998).
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II. HIPOTESIS

El NaAsQ; reduce los indices mitdtico y de replicacion en linfocitos T humanos de sangre
periférica estimulados con PHA, lo que produce una disminucion en su proliferacién y también
provoca una disminucion en 1a secrecidn de IL-2, a las 24 h de ser estimulados. El NaAsQ, intetfiere
con el ensamble de los microtdbulos y con 1a estabilidad del citoesquelete en estas células.

Ya que el citoesqueleto es el responsable de la organizacion estructural del aparato de
Golgi, el cual es necesario para la secrecion de proteinas, se propone que si el arsénico altera el

citogsqueleto y por lo tanto afecta el transporte intracelular y 1a secrecion de fa IL-2 estd disminuida

porque habra una acumulacién de esta linfocina dentro de la célula.

II1. OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto el NaAsO, en la proliferacion de linfocitos T derivados de células

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

2. Analizar la expresién de moléculas implicadas en la activacion y en la proliferacién de Jos

linfocitos T.

3. Determinar la produccion y secrecion de la IL-2

20



II. HIPOTESIS

El NaAsQ; reduce los indices mitdtico y de replicacion en linfocitos T humanos de sangre
periférica estimulados con PHA, lo que produce una disminucion en su proliferacién y también
provoca una disminucion en 1a secrecidn de IL-2, a las 24 h de ser estimulados. El NaAsQ, intetfiere
con el ensamble de los microtdbulos y con 1a estabilidad del citoesquelete en estas células.

Ya que el citoesqueleto es el responsable de la organizacion estructural del aparato de
Golgi, el cual es necesario para la secrecion de proteinas, se propone que si el arsénico altera el

citogsqueleto y por lo tanto afecta el transporte intracelular y 1a secrecion de fa IL-2 estd disminuida

porque habra una acumulacién de esta linfocina dentro de la célula.

II1. OBJETIVOS

1. Estudiar el efecto el NaAsO, en la proliferacion de linfocitos T derivados de células

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

2. Analizar la expresién de moléculas implicadas en la activacion y en la proliferacién de Jos

linfocitos T.

3. Determinar la produccion y secrecion de la IL-2

20



IV. MATERIAL Y METODOS
IV.1. SOLUCIONES PARA CULTIVO DF CELULAS

IV.1.1 Medios de cuitivo

Se utilizd medio RPMI 1640 (GIBCO} suplementado con HEPES 25mM (SIGMA) y 0.2% de
NaHCO; (SIGMA). La composicion de los diferentes medios usados se muestra a continuacion:

COMPOSICION MEDIOS
B C
Aminoacidos no escenciales (10 mM)(GIBCO) X X X
Piruvato de sodio {(1mM) (GIBCO) - X X
Glutamina (2m) (GIBCO) X - X
B-mercaptoetancl {50uM) {SIGMA) - - X
Suero fetal bovino {10%) {GIBCG) X X X

Tabla 1. Compaosicién de los diferentes medios empleados

1V.1.2 Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS)

NaCl 138 mM
KCl 2.7 mM
KH,PO4 1.2 miM
Na,HPQ, 8.1 mM
H,0O bidestilada 1000 mi
pH7.2

IV.1.3 NaAsQO,

Se prepard una solucién estéril de NaAsO; (Sigma) 1M en H,O bidestilada estérii y se filtro
por un filtro de 0.22um (Millipore) y se guardé a -20°C. Por diluciones se obtuvieron las
concentraciones finales deseadas. A los cultivos de celulas monenucleares se agregaron las

diluciones de NaAsO; en medio completo.
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IV.2 CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

1V.2.1 Donadores de sangre

$Se obtuvo sangre entera heparinizada (10 unidades de heparina (SIGMA) por ml de
sangre), por venopuncién de 8 donadores sanos, no fumadores, varones, de 22-40 afos y mujeres
entre 22-35 afios. La sangre se usd inmediatamente después de obtenerse.

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

La sangre periférica heparinizada obtenida de los donadores se diluyd 1:1 (volfvol) con
DPBS (Dubelco’s Phosphate Buffer Saline). Diez m! de sangre diluida se vertid lenta y
cuidadosamente sobre 3 mi de Ficoll-Hypaque {(Pharmacia) a 37°C en tubos cdnicos de 15ml (Nalge
Nunc). Se aislaron las células mononucleares por centrifugacion (30 min a 469 x g) a temperatura
ambiente. Las células de {a interfase 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 RPMI 1640 completo A.

1V.2.3 Ensayo de praliferacion: incorporacién de [*H]-timidina.

Se sembraron 10° células mononucleares por pozo en 50 pf de medio completo A en cajas
de cultivo de 96 pozos {Costar) y se agregaron 50 ul de medio completo A con NaAsQ: para tener
una concentracidn final de 0.01, 0.1 y 1.0 uM, por triplicado. Se incubaron las célutas durante 24 h
y posteriormente se agregaron 50 p! de medio completo A con fitohemaglutinina (PHA, GIBCO), 50
ul por 10° células y 50 pl de medio completo con NaAsO;, para mantener la concentracion de 0.01,
0.1y 1.0 zM, en un volumen final de 200 pl por pozo. Las células se incubaron por 48 h mas y 16-
18 h antes de cosecharlas se agregaron 20 ul de medio / pozo con [°H]-timidina (0.5 uCi por pozo)
{Amersham Pharmacia Biotech). Las células se cosecharon en un cosechador automatico (Skatron).
La incorporacién de [H]timidina se midié por espectroscopfa en un contador Betaplate (Wallac).
Los resultados se reportan en porcentaje de incorporacion de [*H]-timidina (media de cpm de
células expuestas a As / media de cpm de células no expuestas a As por 100).



1V.2.4 Ensayo de proliferacion: obtencion de sobrenadantes y citometria de flujo

Un milién de células mononiucleares fueran sembradas por pozo en cajas de 24 pozos en 1
ml de medio completo A con 0.01, 0.1 y 1.0 pM de NaAsQ; e incubadas por 24 h, luego se
estimularon con 10 yl de PHA / 10° células en medio completo A, manteniendo la concentracién de
0.01, 0.1 y 1.0 uM de NaAsO, en un volumen final de 2 ml. Se mantuvieron en cultive por 48 h
mas y al término de la incubacidn se recuperaron las células y se centrifugaren 5 min. 469xg; el
sobrenadante de cada muestra se recuperd, se pasd por un fiitro 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 determinacién de IL-2 intracelular por citofluorometria.

IV.3 DETERMINACION DE IL-2
IV.3.1 Cuitivo de células CTLL-2

La linea celular CTLL-2 dependiente de interleucina-2 (IL-2) fue cultivada en botellas de
cultivo de 25 em?® (Nunclor) con 5mi de medio completo C vy 4 U/ml de IL-2 recombinante humana
{Boehringer Mannheim). Las células se diluyen 1/20 cada 3-4 dias 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 estan viables y creciendo,

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

1v.3.2 Cuantificacién de IL-2 por bioensayo

Las células CTLL-2 para ser utilizadas como un bioensayc en la cuantificacion de IL-2 en
sobrenadantes de cultivos de linfocitos T expuestos a As, debian estar en gran concentracin 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 medic de cultivo se acidifica ligeramente después de dos o tres dias de
cultivo (dependiendo de la ditima dilucidn 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 ml del mismo
medio y se incubaron por 4 h. Posteriormente se lavaron 3 veces mas y se resuspendieron en
medic completo C. Se sembraron 10* células CTLL-2 en 100 pl 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 pl de medio completo C para tener un volumen
final de 200 wpl por pozo. De forma paralela se hizo una curva estandar de IL-2 recombinante
humana, en donde se agregaron cantidades conocidas de I1.-2 recombinante humana (0.01, 0.03,
0.1, 0.3, 1, 3 U/m! ) en 100u] de medio completo C a 10* células en 100ul de medio completa C
{para cada ensayo se hizo una curva estandar bajo las mismas condiciones experimentales) y se
incubaron por 48 hrs. Cuatro a seis horas antes de cosecharlas se les dio un pulso de [*H}-timidina
(0.5 uCi por pozo en 20 ul de medio completo C). Las células se cosecharon en un cosechador
automético. La incorporacién de [*H]-timidina se midié por espectroscopia con liquido de centelleo
en un contador Betaplate, tos resultados de los problemas se interpolaron en la curva estandar, y

se reportan como unidades de IL-2.

IV.4. CITOFLUOROMETRIA

V1.4.1 CITOFLUOROMETRO (FACS)

El citdmetro de flujo usado fue el FACScan (Beckton Dickinson) equipado con un laser de
argén con una longitud de onda de exitacin de 488 nm. Los parametros de tamafio {Forward
Scatter, FSC) y granularidad (Side Scattered Light, SSC) fueron colectados en una escala lineal. Las
emisiones de los fluorocromos fueron detectadas a 530 nm (Isotiocianato de fluoresceina, FITC),
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 emisidn fueron minimizadas por una tompensacion
electrénica antes de cada analisis. Se capturaron 10,000 é 20,000 eventos como minimo de cada
muestra de acuerdo al ensayo. La calibracion del citometro fue hecha con microesferas
fluorescentes (CaliBrite beads, Becton Dickinson). El andlisis de las muestras capturadas se realizd
en los programas Lysis II (Beckton Dickinson) y Cell Quest (Beckton Dickinson).
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1v.4.2 REACTIVOS

1V.4.3 Anticuerpos usados

[ Anticuerpo Fluorocromo Clona Especificidad Clase/Especie
Anti-CD3 FITC OKT3 CD3 humano IgG,, ratén
Anti-CD3 FITC UCHT1 Cadena £ del CD3|IgG; ratén
humano

Anti-CD3 Cy-Chrome UCHT1 Cadena ¢ del CD3|1gG, ratén
humano

Anti-CD69 FITC FN50 CD&9 humana | IgG;, ratén
(Dimero)

Anti-II-2 PE MQ1-17H12 IL-2 humana IgG;, rata
recombinante

Anti-CD4 - OKT4 CD4 humano IgGyy, ratdn

Anti-CD4 PE RPA-T4 CD4 humano IgG, raton
Anti-CD8 Cy5 DK25 CD8 humano IgG, ratén
Anti-CD8 - OKT8 CD8 humano 1gG; ratdn
Control negative | Cy5 Desconocida Desconocida IgG, ratén
Control negative | PE Desconocida Desconocida IgG, ratén

Tabla 2. Anticuerpos usados y sus caracteristicas

IV.4.4 Diacetato de 5, 6" carboxifluoresceina, succinimidil ester (CFSE}

E| CFSE (Molecular Probes) se resuspendid en DMSO para obtener una concentracion de 5
mM. Se distribuyd en alicuotas de 10ul, las cuales se almacenaren a -200C en vacio. Las alicuotas

se usaron 1 o 2 veces como maximo y se desecharon,

IV.4,5 Solucion de lavado y marcado para inmunofluorescencia
DPBS
NaN; 0.1%

suero bovino fetal 1%

1V.4.6 Solucién de marcado para ciclo celular

Tris HC 0.2MpH7.5
MgCl; 4 mM
Triton X-1G0 0.5% vfv

{Preparar fresco en cada ensayo)
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IV.5 DETERMINACION DE LA DIVISION CELULAR CON CFSE

IV.5.1 Tincién con CFSE

Se obtuvieron células mononucleares como se describié previamente y 5x10° células se
resuspendieron en 1 ml de DPBS con 1 pl de CFSE 5mM; estas células se incubaron durante 15 min
a 37° C con agitaciones ocasionales (3-4 veces durante {a incubacion). Para detener la reaccién de
tincion se agregaron 10 ml de medio completo B vy se centrifugd 5 min a 469xg; se retird &
scbrenadante y se resuspendieron las células en medio completo B para ser usadas en diferentes

£nsayos.
IV.5.2 Determinacion de la division celular por citofluorometria con CFSE

Un millén de células mononucleares tefiidas con CFSE por pozo en cajas de 24 pozos
fueron incubadas en 2 ml de medio B con una concentracién de arsenito de sodio de 1 My
estimuladas con 10 pl de PHA/10® células durante 96 h. Al término de la incubacién las células
fueron recuperadas y lavadas 2 veces con DPBS a temperatura ambiente (5 min. 460xg) y
finalmente fueron resuspendidas en 500 pl de DPBS para ser analizadas en el citofluorémetro. Se
midid la fluorescencia del CFSE usando un filtro de 519 nm (verde), que es la longitud de onda de
emisién de este colorante. Se capturaron 20,000 eventos y los resultades se muestran como

porcentaje de células divididas, segin fa férmula descrita por Lyons (2000).

Para calcular el porcentaje de células dividas de las cuales surgieron las células que proliferaron, se
obtiene el ntmero de células en cada division dada (Dn) y se divide entre ZD"; se repite el procedimiento
para cada pico de division. La suma de los valores cbtenidos representa el niimero total de
células precursoras en el cultivo; para obtener la proporcidén de células que entraron a ciclo
celular se divide el nimero nimero total de células precursoras entre fa sumatoria de las
células en M1 (que son las células que no se dividieron) + el n(imero total de células

precursoras y se multiplica por 100.

IV.6 Inmunofiuorescencia directa

Se recuperaron las células def cultivo y se lavaron 3 veces con buffer de marcado a 4 °Cy
se centrifugaron 5 min a 469xg en tubos cénicos de 15 ml. Se contaron las células y se pusieron
10° células por tubo. Se agregaron 100 pl 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 ml de buffer de
marcado frio y se resuspendieron en 500 pl de DPBS para ser inmediatamente analizadas en el
citémetro. En caso de que no fuera posible analizarlas, se resuspendieron en 500 pl de DPBS con
1% p-formaldehido fresco y se guardaron en oscutidad 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 antigeno analizado y media de la intensidad

de fluorescencia.

IV.7 Inmunofluorescencia indirecta

Se recuperaron las células de! cultivo y se {avaron 3 veces con buffer de marcado a 4 °Cy
se centrifugaron 5 min a 469xg en tubos cénicos de 15 ml. Se contaron las células y se colocaron
10° células por tubo, Se agregaron 100 ul de sobrenadante de los cultivos de los hibridomas anti-
OKT3, OKT4 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 pl de un anticuerpo de cabra anti-ratén acoplado a FITC
(1:300 en buffer de marcado), durante 30 min en oscuridad, se favaron tres veces con buffer de
marcado y finalmente las células se resuspendieron en DPBS para ser analizadas en el
citofluorémetro. Se capturaron 190,000 eventos y los resultados se reportan como porcentaje de
células positivas para el antigeno analizado y media de la intensidad de fluorescencia.

IV.8 Determinacion de IL-2 intracelular

Se recuperaron y se lavaron las células, se marcaron con anticuerpo anti-CD3-FITC como
se menciond en el apartado IV.6. Se resuspendieron en 250 pl de solucién permeabilizadora y de
fijacién (Pharmingen) y se incubaron por 20 min a 4 °C; se lavaron 2 veces con 1 m[ de solucién de
permeabllizado y lavado (Pharmingen) y finalmente se incubaron con 1 g de anticuerpo anti-IL2-
PE/ 10° células en 100 pl de solucién de permeabilizado y lavade + 100 ul de buffer de lavado. Se
lavaron 2 veces con 1 ml de solucion de permeabilizado y lavado, se resuspendieron en 500 pl 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 Determinacion de viabilidad por yoduro de propidio
Se recuperaron los linfocitos y se lavaron con DPBS 2 veces, se resuspendieron en 500 pl

de DPBS v se adicionaron 10 pl de yoduro de propidio (Sigma) a una concentracién de 1 pgfml, se
incubaron 5 min a temperatura ambiente y se analizaron en e citofluorémetro. 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 Celfular

Se recuperaron células del cultivo, después de 72 h de ser estimuladas con PHA, se lavaron
con § ml de DPBS y 105-107 células fueron resuspendidas en 0.5 ml de DPBS hasta separarias
perfectamente. Posteriormente se fijaron las célutas en 4.5ml de etanol al 70% y se mantuvierch
en incubacién a 4 °C durante 2 h. Posteriormente se centrifugaron las células a 200xg y se lavaron
con 5 ml de DPBS. Finalmente las células se resuspendieron en el buffer de marcado para ciclo
celular adicionado con yoduro de propidio (50 pg/ml), y RNasa {50 pg/mi) y se analizaron en el
citofluordmetro. Se capturaron 10,000 eventos y los resultados se expresan como porcentaje de
células en fase GyfG;, S o Gy/M.
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V. RESULTADOS

V.1 EFECTO DEL NaAsO; EN LA PROLIFERACION DE LOS LINFOCITOS T

Para determinar el efecto del arsénico en la proliferacion celular, se realizaron ensayos de
profiferacion por incorparacion de [*Hl-timidina de células T de sangre periférica de 8 donadores
sanos, de 21-38 aiios, no fumadores. Las células se trataron con NaAsQ, durante 24 h y
posteriormente se estimularon con PHA por 48 h. Estos ensayos de proliferacién se repitieron dos o
tres veces por cada donador en diferentes ocasiones para evaluar la variabilidad intraindividual del
efecto del NaAsO,,

Inicialmente se probaron dosis de 0.01, 0.1, 1.0 y 10.0 M de NaAsQ, 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 inhibicién en {a proliferacién, de
manera dosis-dependiente. Sin embargo, se observd variabilidad en el porcentaje de inhibicidn
entre los diferentes donadores: a la concentracién mas baja (0.01 uM) el donador A no presenté
inhibicion alguna, mientras que el donador D presentd un 50% de inhibicidn; en el caso del donador
C se observd un incremento de la proliferacion, incluso en presencia de 0.1 uM. A concentraciones
de 0.1 y 1.0 uM, se observé una disminucion en la proliferacion en todos los donadores, gue va del
16% (donador C) hasta un 65% (donador D). En todos los casos se observé una inhibicion > 98%
en presendia de 10.0 puM; sin embarge, se ha reportado que a esta concentracion el As tiene un
efecto tdxico sobre las células (Salazar, 1998), por lo que en experimentos posteriores se trabajé
con dosis de 0.01, 0.1 y 1.0 pM. De este experimento concluimos que el NaAsQ; inhibe la
proliferacién de PEMC estimuladas con PHA, alin cuando el comportamiento de las células de los

diferentes donadores varia en cuanto al porcentaje de inhibicién.

Sin embargo, cuando se hicieron repeticiones del ensayo con estos mismos donadores
observamos que el comportamiento de las célufas de las mujeres es variable, pues el arsénico no
siempre disminuye la proliferacién de estas células; incluse se observd que en ocasiones la
presencia del As aumenta la proliferacion celular, como se muestra en Ja Fig 6 A. En las células de
los varones el comportamiento de inhibicion de la proliferacion siempre se mantuvo, aunque con
pequefas variaciones en el porcentaje de inhibicidn en la proliferacion (Fig 6 B). Por esta razon
decidimos trabajar sélo con donadores varones en los experimentos posteriores.

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

mayor nimero de denadores y al mismo tiempo reproducible, por lo que se hicieron ensayos de
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Figura 5. Inhibicién de la proliferacién de linfocitos T humanes de sangre periférica por
NaAsQ,. Se incubaron PBMC durante 24 h con O, 0.01, 0.1, 1.0 y 10 uM de NaAsO, y
posteriormente se estimularon con PHA durante 48 b més. La proliferacién se determing por
incorparacion de {*H]-timidina. (A y B) varones, (Cy D) mujeres.
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proliferacion de células de 8 donadores varones en presencia de 0.01, 0.1y 1.0 pM de NaAsO, (Fig
7). En estos experimentos encontramos que hay disminucién en la proliferacién de forma dosis-
dependiente, aunque existen diferencias en el porcentaje de inhibicidn en la proliferacion 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 uM de NaAsQ,, la tendencia
a una disminucién en la proliferacion fue generalizada. Esta variacion en el porcentaje de inhibicion
entre donadores se ha reportado en trabajos anteriores (Vega, 1998).

V.2 DETERMINACION DE [ A PROLIFERACION POR TINCION CON CFSE

Tratando de obtener més informacion sobre el efecto del NaAsQ; en la proliferacion de los
linfocitos T se decidid determinar la proliferacion de estas células por medio de la técnica de tincidn
con CFSE.

El analisis de la proliferacién de las células se hizo seleccionando una regién (G1), que es la
regidn donde se localizan las células blasticas, en una gréfica de tamaiio (FSC-H) vs granularidad
{SSC-H), y posteriormente se analizé la fluorescencia del CFSE de la region G1 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 (M1} corresponde a las células sin dividirse, y cada pico
hacia la izquierda corresponde a una division sucesiva, en las cuales el CFSE se diluye y por lo tanto
fas células contienen la mitad de fluorescencia del pico anterior. Por lo tanto, en esta grafica
podemos ver que Ias 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 Mé).

Al analizar el porcentaje de células en cada pico de divisién, 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 Ultimas divisiones {picos M5-M7), et porcentaje de células en presencia de As es
menor con respecto al controf (Tabla 3). Estos resultados nos indican que la proliferacion de los

linfocitos T se encuentra retardada en presencia de NaAsO,.
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Divisones Parcentaje de células (&)
0.0 uM NaAsO, 1.0 pM NaAsO; .

1 4.5 7.2 +2.7
2 6.8 12.3 +55
3 16.5 21.8 +5.3
4 23.2 17.6 -5.6
5 29.5 10.8 -1.9
6 9.0 0 S

Tabla 3. Porcentaje de células en cada divisién expuestas y no expuestas a NaAsO,.
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Figura 8. Patrén de divisién de células mononucleares estimuladas con PHA durante
96 h en presencia o ausencia de 1 pM de NaAsOz. Linea sélida = control, sin NaAsOz;
linea punteada = células expuestas a 1 pM de NaAsQz.
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Con la finalidad de obtener mayor informacidn 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 numero de células originales (“células divididas™) que entraron a divisidn. De esta manera,
encontramaos un 44.7% de “células divididas” en el control, mientras que en presencia de As hay
sélo un 26.1% de estas célula, lo que sugiere que el NaAsQ, inhibe la entrada de las células a

divisidn.

Este ensayo se repitid con varios donadores més, v 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”.

% células divididas
Donador % de disminucion
0.0 pM [NaAsOQ,] | 1.0 pM [NaAsO,] de células
divididas
1 44,73 26.1 41.6
2 40.4 31.1 23.0
3 26.0 12.0 53.8
4, 456.1 375 18.7
5 26.6 17.8 33.0
6 47.3 31.3 338
7 69.7 61.1 12.0
8 68.2 51.8 24.1
X+ SD 46.1 +16.3 31.8 + 16.2

Tabla 4. Porcentaje de células divididas expuestas y no expuestas a 1 yM de NaAsQ, de 7
donadores. Se calculo ef porcentaje de células divididas segin la férmula reportada por Lyons (2000) (ver
mataterial y métodos).

Con estos resultados podemos concluir que el arsénico inhibe la entrada a divisidn celular de las
células en Gy ("células divididas™), y ademds retrasa la division de las ¢élulas que logran entrar a

ciclo celular.
V.3 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD POR CITOMETRIA DE FLUJO
Para descartar la posibilidad de que la disminucidn de la proliferacion pudiera ser causada por un

efecto citotdxico del NaAsO,, se determind la viabilidad de las células a lo largo del experimento por
el método de incorporacién de yoduro de propidio. El yoduro de propidioc 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 propidio es excluio, y por lo tanto, son no fluorescentes. Las
células son analizadas en un citofluordmetro vy debido a que se analiza una gran cantidad de células

la sensibitidad del analisis se incrementa.

Se determind la viabilidad de las células expuestas a 1.0 uM de NaAsQ, durante 24 h sin
estimular y 48 h después de estimularlas. Ambos ensayos se realizaron con células del mismo
donador. Se analizé 1a viabilidad en una gréfica de tamafio (FSC-H) vs yeduro de propidio (FL2-H)
de la poblacién total de células, expuestas y no expuestas a NaAsO;. Como se puede observar en la
Fig 9 {(A), no hay diferencias en el porcentaje de células muertas (PI*) expuestas a 1.0 uM de
NaAsO, {10%) con respecto a las células no expuestas a NaAsQ, (13.7%) después de una
incubacién de 24 h previa a la estimulacidn con PHA. Por lo tanto podemos concluir que la dosis de
1 pM de NaAsQ, (que es la maxima concentracion que utilizamos en nuestros ensayos) no tiene un
efecto citotdxico en las PBMC. En la Fig 9 B se muestran las graficas de las células estimuladas
. durante 48 h, donde se puede ver que no hay diferencias significativas en el porcentaje de células
muertas  (PIY) en las células sin NaAsQ, (49%) y las expuestas a 1 uM de NaAsG, (53%). El
porcentaje de céiulas muertas entre el control y las células expuestas a arsénico no presenta

diferencia. Por lo tanto 1 uM de NaAsO, tampoco tiene efecto citotc}xico en los linfocitos T

estimulados con PHA.

Este ensayo se realizd en 8 donadores mas v los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 5. El porcentaje de células muertas no varfa significativamente en estos donadores (P>0.05).
En las células expuestas a 1 uM de NaAsO; por 24 h no estimuladas va del 6% en el donador 2
hasta el 21% en el donador 5, y en las células no expuestas a NaAsO, 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 uM de NaAsQ,
que va del 44% en el donador 1 al 58% en el donador 5, y el porcentaje de células muertas no
expuestas a NaAsQO,,que va del 45% en el donador 3 al 55.5% del donador 6. Con estos resultados
se demuestra que fa disminucidn de la proliferacidn de los linfocitos T humanos no es debida a un

efecto citotoxico del NaAsQ,,
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Figura 9. Determinacién de la viabilidad de PBMC estimulados y no estimuladas
expuestos a 1M de NaASO,. PBMC fueren incubados durante 24 h en presentia 0 ausencia
de 1 uM de NaASO, y la viabilidad se determind por citofluorometria con yoduro de propidic
{porcentaje de células muertas, IP*} (A). Porcentaje de células muertas en cultivos de PBMC
estimulados con PHA durante 48 h en presencia causencia de AS (B). FSC=tamaiio, FLZ=yoduro de

propidio.
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Donador 24h 48 h
[NaAsO;] (a) [NaAsO,] (A)
0.0 uM 1.0 uM 0.0 M 1.0 pM

1 8.0% 10.0% +2.0 46.0% - 44.0% -2

2 6.0% 6.0% 0.0 41.0% 52.0% +11

3 8.5% 11.0% +2.5 45.0% 54.0% +19

4 19.5% 17.0% -2.5 45.0% 46.0% +1

5 17.0% 22.0% +5.0 45.0% 57.0% +12

6 16.0% 19.0% +3.0 55.5% ) 52.0% -3.5

7 16.5% 14.5% 2.0 49.0% 53.0% +4

8 12.0% 13.0% +1.0 50.0% 44.0% -
X+5D 1291+ 49 14.1 + 5.2 +1.2 47.1 + 44 50.3 + 49 +3.2

Tabla 5. Porcentaje de células muertas {P1*).
V.4 DETERMINACION DE MARCADORES DE ACTIVACION TEMPRANA

Una de las posibles causas de que el nlmero de células expuestas a NaAsO; que entran a
divisién celular sea menor que el nimero de las no expuestas podria deberse a que |2 activacidn de
las células T se estuviera alterando por el As, por lo que decidimos determinar la expresin 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 © ausencia de As durante 24 hrs. como se
menciona en “*Material y Métodos” v se hizo una inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos anti-
€D69, anti-CD25 y anti-CD3, El analisis se hizo a partir de gréficas de tamafio (FSC-H) vs CD3"
(FL3-H) donde se delimitd la regién de las células CD3+, y esta region se analizd posteriormente en
un histograma para determinar la expresion de CD25 y CD69 en las células CD3". Enla Fig 10 A se
puede observar que fa expresidn de CDES en las células CD3* no varfa en las células expuestas a 1
pM de NaAsO, 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 expresidn de CD25 en las células CD3* expuestas a 1 uM
de NaAsQ; no se encuentra tampoco alterada siendo fa media de la intensidad de fluorescendia en
las células control de 134.0 y en fas 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%, €5 decir no se altera el porcentaje de célilas CD3* CD25* al exponerlas a 1 pM de NaAsO;,
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Figura 10. Determinacién de la expresién de CD69 y CD25. PBMC se incubron
con 1 uM de NaAsQ2 por 24 h y posteriormente se estimularon con PHA en
presencia o ausencia de 1 nM de NaAsOz durante 24 h. Las células se marcaron
con anticuerpos anti-CDB9-FITC y anti-CD25-PE. Los histogramas muestran la
expresion de; CD69 (A) y CD25 (B). Linea verde=isotipo, azul=control, roja=NaAsQz2.
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Estos ensayos se repitieron con varios donadores mas v los resultados se muestran en la
tabla 6; como se puede aprediar en ninguno de los donadores se encontrd diferencia significativa

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

Donador %CDE9 %CD25
0 uM [NaAsO;] 1 M [NaAs0,] |0 uM [NaAsO,] 1 uM [NaAsO,]
1 735 72.8 82.3 80.9
2 64.9 526 80.8 79.0
3 72.0 59,0 785 74.28
4 66.3 66.7 - -

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

V.5 DETERMINACION DE LA EXPRESION DE MARCADORES CELULARES CD3, CD4 Y CD8

Una vez que determinamos la expresidn de CDS9 y CD25 no se alteran por NaAsO,,

pasamos a determinar la expresion de CD3, CD4 y CD8

Se incubaron los PBMC en presencia o ausencia de 1 uM de NaAsO, durante 24 h y
posteriormente se estimularon durante 48 h mas. Se recuperaron las células y se hizo una
inmunofluorescencia utilizande los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. Se hizo un
histograma para analizar la intensidad de la fluorescencia de los marcadores CD4 y CD8. El andlisis
se hizo a partir de una regién (R1) donde se encuentran las células blasticas, que se delimitd en
una grafica de tamafio (FSC-H) vs. granularidad (SSC-H), y posteriormente se analizo la intensidad
de la fluorescencia en un histograma (Fig 11), donde la regidn M1 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 expresion del CD3 entre las
células control que tienen una media de intensidad de flucrescencia de 38.9 y en las células
expuestas a NaAsQO; la media de intensidad de fluorescencia es de 36.2. La expresion de la
molécula CD3 por lo tanto no esta siendo alterada en [as células expuestas a NaAsO,.
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Figura 11. Determinaci6n de la expresién de CD3, CD4 y CD8. PBMC se incubaron con 1
M de NaAsOz2 por 24 h y posteriormente se estimularon con PHA en presencia o ausencia .
de 1 pM de NaAsOz durante 48 h. Las células se marcaron con anticuerpos anti-CD3-FITC, -
anti-CD8-Cy-5 y anti-CD4-PE. Los histogramas muestran la expresion de: CD4 (A) y CD8

(B) y CD3 {C). Linea verde=isotipo, azul=control, roja=NaAsOz.
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Analizamos la expresion de CD3 en varios donadores mas y como se puede observar en fa
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 pM de NaAsO, {P>0.05). En otras palabras, €l
As a esta molaridad no altera la expresién de la molécula CD3.

Media de la intensidad de fluorescencia
DONADOR 0 :M [NaAsO;] 1 uM [NaAsO,] (&)
1 12.8 11.0 14.0
2 30.2 29.1 36
3 38.5 36.7 4.6
4 44.2 43.1 24

Tabla 7. Media de 12 intensidad de fluorescencia de CD3 en células expuestas y no
expuestas a 1.0 1M de NaAsO;.

Como se puede observar en la Fig 11 (B) la expresidn de CD8 en las células expuestas a 1
pM de NaAsQ, disminuye ya que la media 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 disminucidn en la expresién del marcador CD8. En la tabla 8 se muestra el andlisis de la
expresion de CD8 en tres donadores mas. En todos los donadores analizados encontramos una
disminucidn en 1a expresion de CD8, sin embargo esta disminucion no es significativa (P>0.05).

Donador | Media de la intensidad de fluorescencia A)
0 uM {NaAsO,] 1 M [NaAsOs,]
1 416.6 388.7 6.7
2 97.5 57.3 41.2
3 148 123.9 163 |

Tabla 8. Media de la intensidad de fluorescencia de CD8 en células expuestas y no
expuestas a 1.0 uM de NaAsOQ,.

En la Fig 11 (C) se muestra Ia expresion de la molécula CD4 en las célilas no expuestas y
expuestas a 1 yuM de NaAsQ,. Como se puede ohservar la expresidn de CD4 en las células
expuestas a NaAsC, se encuentra disminuida ya que la media de fluorescencia en las células contro!
es de 97.4 y en las células expuestas es de 64.7, es decir hay una disminucidn del 34.3% en la

expresion de este marcador.

El ensayo se hizo con tres donadores mas y los resultados se muestran en la t=bla 9; en
esta tabla podemos ver que en todos los donadores hay una disminucion en la expresion de CD4,
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sin embargo esta diferencia en la expresitn de CD4 no es estadisticamente significativa (P>0.05),
por lo tanto demostramos que el NaAsQ; no altera la expresion de CD4.

Donador | Media de la intensidad de fluorescencia {a)
0 pM [NaAsQ,] 1 uM [NaAsO,]
1 49.3 43.9 11.0
2 98.9 72.8 26.4
3 49.1 441 02|

Tabla 9. Media de intensidad de fluorescencia de CD4 en células expuestas y no
expuestas a 1.0 yM de NaAsO,.

V.6 DETERMINACION DE IL-2 INTRACELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJIO

En estudios previos se cuantifico la secrecién de la IL-2 de células T expuestas a NaAsO, y
se encontrd disminuida, Por otro lado, se ha determinado Ia expresion del gen de la IL-2 en células
T humanas tratadas con NaAsQ, a concentraciones similares a las usadas por nosofros y se
encontréd que no existe alteracidn en la expresidn del gen (Vega 1998). También se sabe que el
arsénico altera la polimerizacién de los microtlbulos (Ramirez 1997), lo cual podrfa alterar el

transporte intracelular de las proteinas.

En base a estos datos previos nosotros propusimos la hipdtesis de que el arsénico
probablemente estuviera interfifiendo con la secrecién de la linfocina vy no con su sintesis, por 1o
que decidimos determinar la IL-2 dentro de las células T tratadas con NaAsQ, por medio de la

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

Se estimularon PBMC con PHA en presencia o ausencia de As, como se explico
anteriormente y al término de ia incubacion, 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
analizé el porcentaje de células CD3* IL-2* en cada una de las muestras. Para esto se hicieron
primero graficas de tamafio (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) de la poblacién total; en estas gréaficas
se delimité una regidn (R1) que comprende a los finfocitos T (blastos) y de esta regién se hizo una
gréfica de CDB'(FI.l) vs IL-2 (FL2); de estas graficas se obtuvieron los porcentajes de células CD3*
iL-2%.

En la Fig 12 A se puede ver la poblacién total de ¢élutas en gréficas de FSC-H vs SSC-H y la

regidn donde estan comprendidos los blastos expuestos a diferentes concentraciones de NaAsO..
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Como se puede observar el patrén de tamafio y granularidad no estd alterado en ninguno de los
casos v fa region G1 se mantiene inalterada en todas las muestras.

En la Fig 12 B tenemos las grificas de CD3* e IL-2* de la regidn R1, donde podemos ver el
porcentaje de cdlulas CD3" TL-2*, En las células expuestas a 0.01 y 0.1 uM de NaasO, el porcentaje
de células positivas para CD3 e IL-2 no varié significativamente con respecto a las células no
expuestas a NaAsQ; (en el donador 7 es del 43% en el control y del 44% vy 42% en las células
expuestas a 0.01 uM y 0.1 uM de NaASQ,, respectivamente). Sin embargo en las células expuestas
a 1.0 uM de NaAsO; hay una disminucidn significativa en el porcentaje de células CD3* IL-2* que va
del 43% en el control al 23% en las células tratadas con NaAsQ,. También se observa una
disminucion en &l porcentaje de células CD3™ IL-2*, que va del 20% en las células no expuestas al
11% en las células expuestas a NaAsO, (datos no mostrados). Estos resultados muestran
claramente que hay una disminucidn de células CD3* productoras de IL-2 tratadas con 1.0 uM de
NaAsC)z, lo cual es contraric a lo que esperabamos, ya que nuestra hipdtesis iniclal proponia que la
IL-2 se estaba acumulando dentro de fa célula.

Los ensayos se repitieron en 7 donadores mas para corroborar la reproducibilidad del
ensayo. En la tabla 10 se pueden ver los porcentajes de céiulas CD3" IL-2* y CD3" IL-2*, expuestas
¥ no expuestas a 1 uM de NaAsO,, de cada uno de estos donadores.

Donador % de células CD3* IL-2*()
0 M [NaAsO,] 1M INaAsO;]
1 25 11
2 21 4
3 23 3
4 16 5
5 19 7
6 36 26
7 12 9

Tabla 10. Porcentaje de células CD3* IL-2* en células tratadas y no tratadas con
NaAsO,
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En todos los casos la IL-2 intracelular disminuye significativamente (P<0.05) en las células
CD3" expuestas a 1 uM de NaAsO,. Los resultados fueron reproducibles en todos los donadores,

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

Debidc a que nuestra hipdtesis era que el arsénico intetferia con la secrecién de la IL-2,
incluimos un control de células no expuestas a NaAsO, pero incubadas con monensina; este
compueste es un iondforo que impide el transporte intracelular de las proteinas y la usamos como

un control positivo de la acumulacién de la linfocina 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 positive para la acumulacidn de fa linfocina actud

como esperabamos acumufando a la proteina dentro de fa célula.

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

El arsénico inorganico en su forma trivalente se une a los grupes —SH disponibles de
cualquier proteina, por lo que existia la posibilidad de que el NaAsQ; estuviera impidiendo que los
anticuerpos utilizados para determinar la expresién de CD3 e IL-2 se unieran a sus epitopes. Por
esta razén decidimos realizar un ensayo para verificar que la disminucién de la IL-2 intracelular 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 cuitive expuestos y no expuestos a 1
~ uM de NaAsO, durante 24 h y posteriormente todas se estimularon con PHA durante 48 h mas, Por
otra parte a células estimuladas durante 46 h, en ausencia de As, se les agregé 1 pM de NaAsO; y
se incubaron dos horas mas. En el caso de que el As se uniera al CD3 y a la IL-2 e impidiera la
unidn de los anticuerpos {(anti-CD3 y anti-IL-2), 2 horas serfan suficientes para que el arsénico se
incorporara a las células y se uniera a las proteinas con grupos -SH disponibles. Un grupo més de
células fueron expuestas a 1 puM de NaAsO; durante la incubacidn con los anticuerpos (nicamente.
Las células se recuperaron y se marcaron con los anticuerpos correspondientes como se mienciont

en “Material y Métodos”.

En la Fig 13 A tenemos a las células expuestas a As (nicamente durante fa incubacidn 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 NaAsQ, (31.5%) por lo que el As
no estd impidiendo el pegado de los anticuerpos. En la Fig 13 B observamos que
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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;
aqui podemos ohservar la disminucidn de! porcentaje de células CD3* IL-2* en ias células expuestas
a NaAsO, (21.2%) con respecto al control {33.0%), como se habia observado en experimentos
previos. Fstos experimentos demuestran que la disminucién en el porcentaje de células CO3* IL-2Y
no se debe a una inhibicidn del pegado de los anticuerpos por el As sino a un efecto del arsénico

sobre las células productoras de IL-2.
V.8 CUANTIFICACION DE IL-2 EN LOS SOBRENADANTES

Una vez que determinamos las células productoras de IL-2, el siguiente ensayo fue
cuantificar esta linfocina en los sobrenadantes de los cultivos de células expuestas y no expyestas a
NaAsQ,. 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 intracelufar) y se
cuantifics la IL-2 por bioensayo con células CTLL-2 como se menciond anteriormente. En la tabla 11
se muestran las U/ml de IL-2 en los sobrenadantes de las células expuestas a 1 pM de NaAsO, y de

los controles de tres diferentes donadores.

Danador IL-2 [U/ml]
0 [NaAsQ, ] 1uM [NaAs0, ]
1 7.024+ 2.1 6.29+1.2
2 4.0+ 0.5 551+ 1.1
3 13.9+16 16.8+2.8

Tabla 11. IL-2 [U/ml] en sobrenadantes de células no expuestas y expuestas a 1 uM de
NaAsQ, a las 48 h post-estimulacién

Como se puede observare en la tabla 11, la cantidad de IL-2 en el sobrenadante de los
cultivos de células expuestas a NaAsQ, 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 ! tiempo en que se cuantifics la IL-2. En los experimentos
previos cuantificaron fa 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 secrecion de IL-2.

g
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Expusimos PBMC 24 horas a 1 pM de NaAsQ, v posteriormente estimulamos a estas células
con PHA. Se determing 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
maximo 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 célufas expuestas a 1 uM de NaAsO,,

Tiempo (h) % células CD3*IL-2]
0 1M [NaAs0O,] 1 .M [NaAsO,]
24 18.5 8.0
48 37.7 24.0
72 73.0 57.1

Tahla 12. Porcentaje de células CD3* IL-2* de cultivos de PEMC estimulados con PHA
durante 24, 48y 72 h

Paraielamente cuantificamos la IL-2 {U/ml] en los sobrenadantes de los mismos cuitives.
Como se puede observar en la Fig 14 la produccién de IL-2 tiene su méximo 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 estimulacién la
produccidn y secrecién de IL-2 en estas células se incrementa teniendo su pico méximo a ias 72 h.

0.0 uM NaAsO,
ETTY 1.0 pM NaAsO,

24 h 48 h 72h
Tiempo

Figura 14. Determinacion de IL-2 en sobrenadantes en presencia de As. Se recuperaron
los sobrenadantes de cultivos celulares de PBMC estimulados con PHA durante 24, 48 vy 72 h en
presencia o ausecia de 1 uM de NaAsO, y se cuantficd B IL-2 por bioensayo con ¢élulas CTLL-2.

* ND (< 0.03 U/m.
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Con estos resultados llegamos a la conclusion de que debido a que hay un refraso en la
proliferacién de los linfocitos T, como consecuencia hay una menor cantidad de células productoras
de IL-2, v por lo tanto menor cantidad de IL-2. Sin embargo, la produccion de IL-2 se va
recuperando con el pasoc del tiempo va que la cantidad de células productoras de IL-2 se

incrementa.

Estos ensayos se repitieron con cuatro donadores mas (datos no mostrados). En todos los
casos se observa que la produccidn de IL-2 se encuentra retrasada. Con estos resultados llegamos
a la conclusidn de que la sintesis de la proteina no esta siendo alterada, sino que la disminucién en
la produccién de la IL-2 es per el retraso en la proliferacion de los linfocitos T ya que si la sintesis

de esta proteina estuviera siende afectada especificamente por el As como pensamos inicizimente,

V.9 CICLO CELULAR

Por los resultacdos obtenidos al evaluar la proliferacion de los linfocitos T y las cinéticas de
produccion de IL-2, parecian indicar que el ciclo celular de los linfocitos T estaba retrasado; sin
embargo, coh l0s ensayos realizados hasta este momento no podiamos afirmarlo, por lo que

evaluamos el cido celular por la técnica de citofluorometia por incorporacion 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 incubacidn se recuperaron las células y se tifieron

con yoduro de propidio, para ser analizadas posteriormente en et citoflucrometro.

Las células se analizaron en una grafica de amplitud (FL2-W) vs area bajo la curva (FL2-A)
de la fluorescencia detectada. Se selecciond la regidn G1, con la finalidad de descartar los restos
celulares asi como los posibles agregados celulares que nos pudieran dar la fluorescencia de celulas
en fase G2/M. De la regién Gl se hizo un histograma para yoduro de propidio (FLZ); En éstel
histograma el pico M1 corresponde a las células en fase Gy/Gp del ciclo celular, ) p|co 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 fas células que estin entrande a division
cefular y por lo tanto tienen el doble de contenido de DNA; la media de fluorescencia de este pico
M3 corresponde al doble de la media de fluorescencia del pico M1 donde las células estan en fase
Gy (Fig 15).

Los porcentajes de las regiones M1, M2 y M3 se muestran en la tabla 13, como se puede

observar en 1os 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 puM de NaAsO; el pico M3

contiene el 6.4%, es decir hay menos células en division en las células expuestas a As. En el caso
de la regidn M2 que corresponde a la fase S en las células expuestas a As tenemos uh menor
porcentaje con respecto al control. En la regiéh M1 que corresponde a la fase Go/G,, el porcentaje
de células es mayor en las células expuestas a As, es decir menor nimero de células entraron a
division celular cuande se expusieron a As. Con estos resultados confirmames 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 uM de NaAsC,.
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PBMC por 24 h en presencia 0 ausencia de 1 u
72 horas. Las células fueron fijadas en etandl
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CONTROL

As

del ciclo celular de células T expuestas a As. Se incubaron

NaAsQ, {B) Células expuestas a 1 uM de NaAsC,. FL2-H=yoduro de propidio.

M de NaAsO,, Posteriormente se estimularon durante
i y marcadas con yoduro de propidio. (A) 0 uM de

51



Fases del ciclo celular Porcentaje de células
0 uM [NaAsO;] 1 1M [NaAs0,]

Go/G: 77.2 85.3
S 6.8 3.96
G/M 126 6.4

Tabla 13. Porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular de células
expuestas y no expuestas a 1 uM de NaAsO,.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El arsénico es un inmunotdxico que altera la inmunidad humoral y 1a inmunidad celular
(Harrison y McCoy 2001; Gonsebatt et al., 1992; Vega et al.,, 1999; Yoshida et al., 1986), sin
embargo el mecanismo bioquimico de este efecto no ha sidc bien caracterizado. En el presente
trabajo demostrames que el NaAsQ, retrasa el ciclo celufar de los linfocitos T humanos estimulados
con PHA y llegamos a la conclusidn de que la alteracion en la produccién y secrecion de IL-2 es
debida a que: 1) el nimero de células que entran ciclo celular es menor en las células expuestas a
As, 2) las células que entran a ciclo celular lo hacen mas lentamente y como consecuencia se
retrasa la sintesis y secrecion de la IL-2 durante las primeras 48 h del cultive, 3} 24 horas mas
tarde los linfocitos expuestos a NaAsQ, tieren un incremento en la produccidn de IL-2.

Inicialmente nuestro objetivo fue determinar la causa de ia disminucién de la secrecién de
la IL-2 en linfocitos T humanos expuestos a NaAsO,, como una de las causas aparentes de la
disminucion en la proliferacidn de las células T, debido a que la IL-2 es la citocina que regula,
principalmente, la proliferacion de les linfocitos T, En estudios previos se reportd que e NaAsO;
disminuye la secrecion de IL-2 en linfocitos T humanos activados con PHA pero no altera la sintesis
del RNAm de IL-2 (Vega, 1998). También se ha reportado que el NaAsO, provoca alteraciones en el
citoesqueleto (Li y Broome, 1999; Li y Chou, 1992; Ramirez et al., 1997; Vega, 1995), por ko que
propusimos la hipdtesis de que el transporte intracelular de la IL-2 podria estar siendo alterado por
el NaAsO;.

Comenzamos por reproducir los experimentos de proliferacién por incorporacidn de [°HJ-
timidina de los linfocitos T humanos en varios donadores. Encontramos que el NaAsO; disminuye la
proliferacién de forma dosis dependiente en las dosis probadas por nosotros (0.01, 0.1 y 1.0 uM).
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 v 100 pM) 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 pM que utilizamos en nuestros ensayos son dosis a las que estn cronicamente
expuestos grupos humanos en ciertas dreas geograficas como Taiwén, Méxice, 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 asi como diferencias de susceptibilidad intraindividual, es decir, aunque la
tendencia a la disminucién en la proliferacién se da en todos los casos, el efecto es en diferente
proporcion. En estudios anteriores esta diferencia de susceptibilidad ya habia sido observada (Vega,
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1998} v puede ser debida a factores como el estilo de vida, la alimentacién, el fondo genético, la
exposicién a contaminantes ambientales (Chiou et al., 1997: Hsu et al,, 1997; Yu et al., 1992) ¥
también podria explicarse por una diferencia en el metabolismo def arsénico en cada individuo
(Chiou et al., 1997; Gebel, 2000; Vahter, 2000).

Una vez que verificamos la reproducibilidad de los ensayos de proliferacion en nuestro
laboratorio, tratamos de obtener mas informacidn de la disminucion en la proliferacion de los
linfocitos T, para lo cual empleamos la técnica de CFSE, que nos permitid seguir la historia de
division de las células estimuladas (Angulo y Fulcher 1998; Lyons et al., 2000). Con esta técnica
pudimos determinar que el arsénico provoca un retraso en la proliferacidn, y aplicando el analisis
descrite por Lyons (2000} encontramos que el NaAsO; causa gue un porcentaje menor de células
entren a division celular. Anteriormente se reporté alterada la cinética de proliferacion en linfocitos
T de humanos expuestos a As (Gonsebatt et al, 1992; Ostrosky-Wegman et al,, 1991},
determinada por métodos de citogendtica. Por lo tanto concluimos que el NaAsQ, a una
concentracién de 1.0 uM retarda la proliferacion de los linfocitos T humanos estimulados con PHA.

También confirmamos que los efectos sobre la proliferacién de los linfocitos T no es debida
a un efecto citotdxico del arsénico, por medio de dtofluorometria. Encontramos que no existen
diferencias significativas en el porcentaje de celulas muertas entre los cultivos celulares expuestos y
no expuestos a As. Nuestros resultados concuerdan con los reportados anteriormente (Salazar,
1998; Vega, 1998), sdlo que el pardmetro de viabilidad en estos casos fue determinado por

diferentes técnicas.

Debido a la importanciz que tienen las moléculas CD4 y CD8 en la activacién de los
linfocitos T evaluamos la expresidn de estos marcadores en célufas 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 proliferacion de linfocitos estimulados con PHA que puede ser una consecuencia
de la reduccién de la expresién de las moléculas CD4 y CD8 y la modulacién negativa de la
actividad de los complejos CD4-Ick de PMBC en reposo por el citrato férrico (Arosa y Sousa, 1995).
En nuestro trabajo encontramos que la exposicién a 1 pM de NaAsO, no reduce significativamente
la expresion de CP4, CD8 ni la expresién 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 mdltiples mecanismos, incluyendo
la produccion de especies reactivas de oxigeno y la alteracion en la actividad de enzimas claves
involucradas en la proliferacion celular (Namgung y Xia, 2001). El estrés oxidativo tiene el potencial
de modificar la funcidn de las biomoléculas celulares, incluyendo ef DNA. El dafio al DNA v la
mutacién en genes que controlan el crecimiento celular puede dirigir a la disfuncidn/desregulacion
celular y a la transformacién celular {Pahlavani y Vargas, 2000). De igual manera, el arsénico podria
tener como blanco de su efecto las moléculas involucradas en la activacidn de las células T {Hossain
et al 2000). También se ha demostrado que la exposicién por 2 meses & 6 pM de NaAsO, induce
una desregulacién de las proteinas involucradas en la sefializacion proliferativa en fibroblastos C3H
10T1/2 (Trouba et al., 2000). Estas evidencias nos hicieron pensar que la activacién de las células T
podria estar alterada por el As, lo cual explicaria la disminucion en la profiferacion de estas células
por lo que determinamos la expresién de los marcadores de activacidn temprana CD25 y CD69. El
marcador de activacién CD6%, es una molécula coestimuladera en la proliferacion de los linfocitos T
que se expresa tempranamente después de disparar la activacion via el CD2 o el TCR (Rutella et
al., 1998). Los linfocitos de sangre periférica tienen una pegquefia expresion basal, pero la adicién de
un estimulo da como resultado la induccién de CD6% en la superficie cefular (Santis et al,, 1995). En
nuestros experimentos encontramos que la expresion de este marcador ho se altera en las células
expuestas a 1 pM de NaAsO;. Aunque la expresion de este marcador no necesariamente indica que
la célula activada progrese a ciclo celular y prolifere {Lépez-Cabrera et al., 1993), con ios resultados
obtenidos podemos decir que la activacién de los linfocitos T humanos expuestos a As no estd

alterada.

Por otro lado determinamos la expresion de CD25 (cadena o del receptor de IL-2)y
encontramos que no se altera en las células T expuestas a 1.0 yM de NaAsO,. La mayoria de los
linfocitos de sangre periférica estdn en un estado de reposo (Gg) ¥ son CD25° {Abbas, 2000). La
estimulacion de los linfocitos T con mitdgene o su antigeno induce el progreso del ciclo celular de G,
a Gy v a la expresién de CD25, la cual se asocia ne covalentemente con las subunidades 8 y v 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 expresién de este receptor en la superficie celular es critica para
la respuesta de las células a la IL-2 (Hodge et al., 2000). Nuestros resultados estan acorde a lo
reportade anteriormente en Jinfocitos T humanos (Vega, 1999). Sin embargo, se ha reportado que
compuestos de As alteran la expresién de CD25 e inhibe la profiferacion de células T murinas (Burns
y Munson, 1993); también existen reportes donde el arsenito inhibe la expresidn de CD25 en
linfocitos T humanos de pacientes con la enfermedad de Bowen (Yu et al., 1998). Las diferencias
entre nuestros resultados y los reportades pueden deberse en el primer caso a que se trata de

células murinas, v en el segundo caso, a que las células provenian de pacientes con un
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padecimiento bien determinado lo cual por si mismo puede estar aiterando la expresion de este
marcador (Yu et al., 1998). En nuestro caso en donadores sanos podemas decir que la inhibicion de
la proliferacién en los linfocitos T expuestos a As no es debida a una disminucion en la expresion
del receptor de IL-2. Al no estar alterada la expresién de CD25 ni de CDE9 podemos decir que los
eventos tempranos y tardics (Abbas et al., 2000) de activacion de los finfocitos T no se aiteran por

la exposicidn a As.

La IL-2 es el principal factor de crecimiento de las células T. La produccién de esta protefna
puede ser afectada por algunos metales como Ni y Zn gue inducen la secrecidn de elevados niveles
de IL-2 de linfocitos de bazo de ratones en cultivo, y un aumento en la expresion 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 inmunobiologia de Ya IL-2; la maritiuana inhibe tanto la produccion de IL-2 y {a expresidn
de su receptor; mientras que el etanol inhibe la respuesta a IL-2 (Jerrells y Prett, 1994). La cocaina
incrementa la produccién de la IL-2 (Wang et al., 1994). Los pesticidas han mostrado tanto un
incremento como un decremento en fa produccidn de IL-2. Estos estudios han diferido en la clase
de pesticida usado, la ruta de administracidn y la especie animal probada. Se ha demostrado que la
exposicidn a solventes industriales como benceno y tolueno y 2-methoxyethanol inhiben la
produccién de IL-2 (McCabe, 1997).

Nuestros resultados demuestran que hay una disminucion de IL-2 intracelular {determinada
como células CD3+ IL-2+) en las células expuestas a 1.0 uM de NaAsO,. Sin embargo, estos
resultados son opuestos a lo que esperdbamos, pues de acuerdo con nuestra hipdtesis inicial,
donde planteamos que era probable encontrar alterado el transporte intracelular en las células
tratadas con arsénico, o que estarfa provecando la acumulacidn de la linfocina en el interior de las
céluias 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 observd disminucion en la produccion de

IL-2 por PBMC estimulados con PHA (Theocaris et al 1591).

Anteriormente se encontréd que la secrecidn de IL-2 en células T expuestas a As estd
alterada (Vega 1998); estos resultados se obtuvieron de cultivos de células mononucleares
estimuladas con PHA durante 24 h. Por nuestra parte, hicimos la cuantificacidn de IL-2 en los
sobrenadantes de células mononucfeares expuestas a As estimuladas durante 48 horas vy
encontramos que la cantidad de IL-2 se incrementa ligeramente con respecto a las células control,
Esta diferencia en los resultados nos llevé a pensar que las células expuestas a As se estaban
recuperando conforme se incrementa ef tiempo de cultive 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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Al hacer esta cinética en la evaluacidon de IL-2 intracelular y secretada, encontramos que
efectivamente, las células se recuperan al incrementarse el tiempo de cultivo y el pico méximo de
sintesis y secrecién de la linfocina se encuentra desplazado en el tiempo v la cantidad de IL-2
sintetizada y secretada es ligeramente menor en las células expuestas a As, sfn embargo no deja de

sintetizarse,

En trabajos previos se demostrd en diferentes lineas celulares que el As altera la progresién
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-proteina en células de leucemia humana
(HL&0) vy células de ovario de hamster chino (CHO-K1) tratadas con 2 uM de NaAsO, Por otro lado,
se ha demostrado que el arsénico causa una elevacién de los niveles de radicales superdxido en
células de tejido muscular humano, causando dafio oxidativo al DNA. Sin embargo en el endotelio
adrtico de bovino y células CHO, se demostrd que el dafio producido en el DNA fue por un

incremento en la produccién de éxide nitrico (Wang et al., 2001).

Los datos obtenidos en nuestro trabajo, sobre la cinética de proliferacién de los linfocitos T
expuestos a As parecian indicar que e! ciclo celular se encuentra retrasado. Para confirmar ésto
evaluarnos el ciclo celular por citofluorometria, encontrandose retrasado por el As. Nuestros datos
correlacionan con datos reportados sobre la alteracion del ciclo celular en diferentes tipos celulares
(Park et al., 2001; Wang et al., 2001). Estas alteraciones en el ciclo celular causadas por el NaAsO,
podrian deberse a que el As genera especies reactivas de oxigeno que estan involucradas en el
dafio a DNA, proliferacién celular y apoptosis (Wang et al., 2001).

El arsénico, especificamente en su forma trivalente, es un metaloide biorreactive que se
une covalentemente a grupos sulfhidrilo, preferencialmente a diticles vecinos (Bogdan et al., 1994;
Healy et al.,, 1998) por lo que puede unirse a cualquier molécula celular que contenga grupos tilo;
por esta razon el efecto del As va a ser inespecifico y generalizado en la célula. Asl tenemos gue 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 concentracién de GSH (Li y Chou, 1992), modula la
metilacidn del DNA (Mass y Wang, 1997), altera la fosforilacion de proteinas involucradas en la
proliferacion (Trouba et al 2000), altera la transcripcidn de diferentes proteinas relacionadas con
estrés oxidativo, altera la conformacin del citoesqueleto (Li y Chou, 1992; Ramirez et al,, 1997) lo
cual da como resultado la alteracion de la proliferacion de los diferentes tipos celulares que han

sido expuestas /1 vifro a As.
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Con la demostracion de que el NaAsQ; retrasa el ciclo celular de los linfocitos T humanos
llegamos a la conclusién de que la alteracidn en la produccion y secrecion de IL-2 es debida a que:
1) el nimero de células que entran ciclo celular es menor en las células expuestas a As, 2) las
células que entran a ciclo celular lo hacen mas lentamente y como consecuencia de ésto se retrasa
la sintesis y secrecion de la IL-2 durante las primeras 48 h del cuitivo, sin embargo 3) 24 h mas
tarde los linfocitos expuestos a NaAsQ; tienen un incremento en a produccion de IL-2,
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