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Resumen

La contaminacion de agua de bebida por arsénico es un problema que afecta muchas
regiones del mundo. El arsénico es un cancerigeno humano que esta asociado con el desarrollo de
cancer y de otras enfermedades. Hemos reportado la reduccion de la proliferacion en linfocitos T
de sangre periférica humana al ser expuestos a arsénico in vitro y estimulados con PHA. El
objetivo de este trabajo es determinar los efectos inmunotoxicos del arsénico en los linfocitos T
CD4'CD8 y CD8'CD4. Purificamos linfocitos CD4" y CD8" de sangre periférica humana, los
estimulamos con PHA y observamos el efecto de varias concentraciones de arsénico (1-5uM).
Analizamos el efecto en la proliferacion celular con el colorante CFSE, y encontramos que en
ambas poblaciones el arsénico disminuye el nimero de divisiones de manera dosis dependiente,
sin embargo esta disminucion es mayor en los linfocitos CD8*CD4". Al analizar el ciclo celular
encontramos que en ambas poblaciones se reduce el nimero de células tanto en S como en G,/M
de manera dosis dependiente, asi como el porcentaje de células apoptoticas, aun cuando el
porcentaje de viabilidad celular no cambia para ninguna de las poblaciones. Finalmente analizamos
la expresion de los marcadores de activacion CD25 y CD69, los cuales muestran en ambas
poblaciones una cinética de expresion retardada. Sin embargo, en el caso de los linfocitos
CD8*CD4 se acumula una poblacion que parece incapaz de activarse. Estos datos sugieren que
los linfocitos CD8*CD4 son mas sensibles al arsénico que los CD4*CD8’, tanto a nivel de activacion

como de proliferacion.
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I Introduccion

1 Arsénico

1.1 Propiedades Fisicoquimicas y usos del arsénico

El arsénico (As) es un metaloide® y se encuentra en la familia VA (grupo 15) de la tabla
periddica. El nimero atémico del As es 33, su peso molecular es de 74.92 y sus estados de
oxidacion son +3 y +5. Es un sdlido con una densidad de 5.72 g/cm® y su abundancia en la
corteza terrestre es de 1.8 ppm. En la naturaleza casi no se encuentra como elemento puro, en
cambio, se encuentra en compuestos minerales como el rejalgar (As;S;) y el oropimente (As,Ss)
[2,3]

El arsénico se utiliza en diferentes industrias. El trioxido de arsénico (As,03) se utiliza en la
fabricacion del vidrio, como parte de tratamientos para conservar maderas y es también parte de
insecticidas y herbicidas. El arsenito de galio (GaAs) se utiliza como semiconductor y el disulfuro
de arsénico (As,S;) y el trisulfuro de arsénico (As,S;) se utilizan en la industria pirotécnica y como
pigmentos en la fabricacion de pinturas [3]. En forma contrastante, el As,0O; era antiguamente
utilizado como tratamiento contra la sifilis, la dermatitis, el reumatismo y el asma; en la
actualidad, este mismo compuesto se utiliza como tratamiento contra la leucemia promielocitica
aguda [4-6].

1.2 Contaminacion por arsénico

El arsénico es un contaminante del agua, del aire y del suelo que esta cominmente en la

naturaleza como resultado de diferentes fuentes geoldgicas; como parte de depdsitos metdlicos y

$ Metaloides: elementos cuyos simbolos estan situados adyacentes a la linea diagonal escalonada de la tabla
periodica, entre los metales y los no metales. Sus propiedades también son intermedias entre las de los
metales y las de los no metales. [1]



minerales. Ademas de estas fuentes naturales, el arsénico es también un producto contaminante

de los usos industriales antes mencionados.

La contaminacién del agua de bebida por arsénico es un problema serio de salud en
diferentes paises, como Argentina, Chile, China, Estados Unidos, India y Vietnam. En estos lugares
la concentracion de arsénico en el agua va de 1 a 48,000 ug/l dependiendo del pais y la region. En
el caso de México se estima que aproximadamente unas 400, 000 personas estan expuestas al
aguas contaminadas por arsénico con concentraciones entre 10 y 4100 pg/l [7], adn cuando la

concentracion maxima permitida en el pais es de 50 g/l [8].

Las especies de arsénico mas comunes en el agua de bebida son los arsenatos (As®*) y los
arsenitos (As**)[9], siendo estos Ultimos los mas reactivos. El As** se considera como una
molécula mas téxica y mas cancerigena que el As’* debido a diversas caracteristicas. El As®*
puede ingresar a la célula por difusion pasiva, mientras que el As®* compite con las moléculas de
fosfatos para atravesar la membrana celular. El As** es muy reactivo con los grupos tiol (CH,-SH),
por lo que puede afectar la actividad de diferentes enzimas al unirse a residuos de cisteina
importantes para su funcion, como es en el caso de la piruvato deshidrogenasa, de las tirosin-
fosfatasas y de algunas enzimas involucradas en la ubiquitinacion de proteinas [10,11]. Por otro
lado, el As®* tiene una estructura similar al fosfato, por lo que se supone que podria interferir con
la fosforilacion oxidativa y por lo tanto con la generacién de ATP. Finalmente, el As’* es eliminado

del organismo mas rapido que el As** [12].

1.3 Metabolismo del Arsénico

El metabolismo del As en mamiferos tiene como resultado la formacion de dos metabolitos
metilados, el acido monometilarsénico (MMA) y el acido dimetilarsinico (DMA), los cuales se
eliminan por excrecion en la orina junto con pequefas cantidades de As que no llega a
metabolizarse. EI metabolismo del As implica que se alternen un proceso de reduccion y uno de
metilacion oxidativa, los cuales llevan a la formacion de los metabolitos antes mencionados
(Fig.1). Después de ser ingerido, el As se absorbe rapidamente y entra al torrente sanguineo. En
la sangre el As®* es reducido a As®* debido a una reaccion con el glutation, el cual funciona como
donador de electrones. Posteriormente el As** es transportado al higado, donde es metilado,



principalmente en el citosol de los hepatocitos, y da lugar al MMAY y MMA™; posteriormente, es
metilado una vez mdas para formar DMA'Y y DMA". Estas reacciones utilizan a la S-
adenosilmetionina (SAM) como donador del grupo metilo [13,14]. Finalmente, se excreta en la
orina entre el 10 y 30% como As, entre el 10 y el 20% como MMAY y MMA™ y entre el 60 y 80%
como DMA" y DMA™. Debido a esto se ha considerado la biometilacién del As como la mayor via
de desintoxicacion, sin embargo, resulta importante aclarar que los metabolitos trivalentes del
arsénico metilado son muy toxicos, debido a que son mas reactivos que el As y son potentes

inhibidores de algunas reductasas [15,16].

As' O +2e —> As"0;” + CH; =
As®* At

CHSASVO;“ +2e —> CH_,,AS””O:?‘ +CH; -
MMAY MMA™

(CH,),4s" O, +2e— (CH,), As" O

DMAY DMAM

F1G. 1 METABOLISMO DEL ARSENICO [13]

1.4 Efectos sistémicos del Arsénico

Se sabe que a altas concentraciones el As es un toxico de efecto inmediato, sin embargo la
intoxicacion crénica con As tiene repercusiones de otra indole, las cuales dependen no solo de la
concentracion, sino también de la via y del tiempo de la exposicion [7,17,18]. Las manifestaciones
clinicas de la intoxicacion cronica con As incluyen astenia, cefaleas, hiper e hipopigmentacion,
queratosis, anemia y hepatomegalia, por mencionar las mas comunes [19,20]. Por otro lado,
también se ha relacionado la exposicion cronica al As con enfermedades de tipo cardiovasculares,
diabetes, algunas neuropatias y directamente con el desarrollo del “pie negro”, que es una

enfermedad vascular endémica de Taiwan [18,21-24].




El As es un cancerigeno, pues la ingestion crénica de As se ha relacionado principalmente
con el desarrollo de cancer de piel, y existe evidencia que relaciona la ingestion cronica de As con
el desarrollo de cancer de higado, rifion y vejiga. En el caso de la exposicion a As por inhalacion,
que es en su mayoria el caso de la exposicion ocupacional, se ha demostrado también una

asociacion con el desarrollo de neoplasias en el tracto respiratorio [25,26]

1.5 Efectos del arsénico a nivel celular

El As se considera un cancerigeno atipico, pues no esta clasificado ni como iniciador ni
como promotor de procesos cancerigenos, y aun cuando no se conocen claramente los
mecanismos moleculares por los cuales el As genera procesos cancerigenos, existen varias teorias
al respecto. Se propone que su papel es incrementar el efecto de otros cancerigenos [14,27,28].
Pero se considera también que su toxicidad es debido a su alta reactividad con los grupos sulfidrilo
de las proteinas, alterando la estructura y por lo tanto la funcion de diversas moléculas; de hecho,
se sugiere que la alta incidencia de cancer de piel asociada con la exposicion cronica a As estd
relacionada a la gran cantidad de queratina que hay en la piel, pues es una molécula rica en
grupos sulfidrilo [14,29]. Existen otros dafnos en las células como resultado de la exposicion al As

que han sido estudiados mas a fondo y que son brevemente mencionados a continuacion.

1.5.1 Estrés oxidativo

Durante el metabolismo del As se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) como
peroxido de hidrégeno, anion superdxido, radicales hidroxilo y singuletes de oxigeno [30,31]. Esta
acumulacion de especies reactivas de oxigeno, asi como de especies de nitrégeno resultado de la
exposicion a As esta claramente relacionada con dafo celular (Fig. 2), prueba de ello es el hecho
de que si se agrega superdxido dismutasa (SOD) a células humanas cultivadas en presencia de As
se reduce el intercambio de cromatidas hermanas resultado de esta exposicion [32]. Por otro lado
el hecho de que la linea celular XRS-5 sea hipersensible al As resulta también un claro ejemplo del
dafo producido por especies reactivas de oxigeno, ya que estas células tienen baja actividad de

catalasas [33].

El dafio causado por ROS resulta importante sobre diferentes factores celulares, ya que
pueden modificar la expresion genética, la estructura de proteinas, del DNA y pueden causar la
peroxidacion de lipidos [34,35] (Fig.3). Estos cambios pueden tener diferentes consecuencias en



las células, ya sea activando o inhibiendo otros procesos, por ejemplo, pueden hacer que la célula
inicie un proceso canceroso o pueden enviar a la célula a apoptosis, sin embargo el resultado final

no depende Unicamente de las especies reactivas de oxigeno y de sus efectos, sino que involucra

también muchos otros factores.
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F1G. 2 PAPEL DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN LA CARCINOGENESIS QUE RESULTA DE LA EXPOSICION
A ARSENICO [35]



1.5.2 Factores de transcripcion y expresion genética

Ya sea por la generacion de ROS o por alteraciones epigenéticas o mutagénicas en el DNA,
el As altera la actividad de diferentes factores de transcripcion, como AP-1, NF-xB, Nrf2 y p53

[34,36-39] asi como la expresion de diversos genes.

En el caso de los factores de transcripcion, se sabe que los cambios en la modulacién de
éstos dependen en gran parte de la concentracion de As utilizada asi como el tiempo de
exposicion. Un ejemplo muy claro es el caso de los factores AP-1 y NF-xB. Cuando las células son
sometidas a un tratamiento agudo (24h) con dosis bajas de As se observa una activacion de
ambos factores, mientras que cuando son sometidas a un tratamiento crénico (70-150 dias) se
reduce la expresion basal de ambos. Se sugiere que el incremento en la actividad de dichos
factores en tiempos cortos es un mecanismo de defensa, mientras que la reduccion en la actividad
de estos factores, resultado de la exposicion cronica, puede ser un factor importante en los
efectos carcinogénicos del As [34]. El hecho de que la exposicion al As tenga como resultado la
alteracion de estos factores de transcripcion resulta particularmente importante, ya que ambos
estan involucrados en la regulacion de genes primordiales para la regulacion de procesos como el

ciclo celular y apoptosis[40,41].

En el caso de la expresion genética se han realizado analisis de microarreglos para
determinar cambios en la expresion de diferentes genes. Se ha encontrado tanto sobrexpresion
como inhibicion de genes involucrados en el ciclo celular, la apoptosis, el estrés calérico y la
reparacion de DNA, entre otros (Tabla 1). La alteracion de la expresion de estos genes confirma
los dafios celulares mencionados previamente y promueve nuevas preguntas respecto a la
toxicidad del As.



Gen Descripcion Efecto del As
Funcion ex;?elsagén
HSPF1? Homaologo de DNAJ (Hsp40) Aumento
Respuesta a estrés calorico
H2BFQ? Miembro Q de la familia de las histonas H2B Aumento
Remodelacion de la cromatina
BCL2® B-cell CLL/Lymphoma 2 Aumento
Inhibicion de procesos apoptoticos
E2F° Factor de Transcripcion importante en la trancision Aumento
de la fase G, a la fase S
ERCC2 Miembros de la ‘maquinaria de reparacion de DNA Aumento
ERCCS por excision-reparacion de nuclectidos
RAD23A"
IL1BC Interleucina 1 Aumento
Activar linfocitos T y macrofagos
CENPE® Proteina E del centromero Disminucion
Replicacion del DNA
JAK1? Janus cinasa 1 Disminucion
Senalizacion
MYC? Homologo del oncogén viral V-myc Disminucion
Proto-oncogen
TNFR1° Receptor de la molécula TNF-o Disminucion
FOS® Homadlogo del oncogén viral V-fos Disminucion
RAB5A° Miembro de la familia de oncogenes RAS Disminucion
Involucrada en la endocitosis celular
TOP1° DNA Topoisomerasa 1 Disminucion

Involucrada con la topologia del DNA

TABLA 1 ALTERACION DE LA EXPRESION GENETICA POR LA EXPOSICION CRONICA A As. (A) EN LA LINEA CELULAR

HEK293 [42], (B) EN MUESTRAS HEPATICAS DE PACIENTES [43] Y (C) EN PBMC DE PACIENTES [44].



1.5.3 Daino al DNA

El dafio al DNA generado por la exposicion al As puede ser resultado de diversos factores
mencionados previamente. Las especies reactivas de oxigeno pueden causar en el DNA
deleciones, inserciones, y amplificaciones de secuencias; sin embargo no generan mutaciones
puntuales [45,46]. En otros ensayos se ha demostrado que la exposicion al As genera
aberraciones cromosomicas y formacion de micronlcleos [47]. Se ha demostrado también que
inhibe la reparacion de DNA debido a que inhibe a la DNA-ligasa en el proceso de excision-
reparacion [28,48]. Finalmente, se ha demostrado que la exposicion a As puede provocar tanto la
hipometilacion como la hipermetilacion del DNA, lo cual tiene serias repercusiones en la regulacion
de la expresion genética [49,50]. La hipermetilacion esta asociada con el silenciamiento
transcripcional, mientras que la hipometilacion esta asociada con la activacion transcripcional [51].
Cualquiera de estas dos condiciones involucra una alteracion en la expresion de genes que podrian
ser importantes para la célula. Estos datos resultan relevantes debido a que las mutaciones, dafio
y rearreglos de la estructura del DNA podrian ser, dependiendo de las regiones afectadas, tanto

iniciadores como promotores de procesos cancerigenos.

1.6 Efectos del As en el sistema Inmune

El efecto del As sobre el sistema inmune es diverso, ya que depende de la concentracion,
el tiempo de exposicion y el tipo celular. El dafio resultado de la exposicion a As puede ser sobre
la viabilidad celular, o sobre alguna funcion de la célula. Por ejemplo, en experimentos realizados
en timocitos de ratas se sabe que el NaAsO, induce apoptosis en concentraciones bajas como
0.01-1uM y necrosis a concentraciones de 10-100uM [52]. Se ha demostrado que los macrdéfagos
de ratones expuestos a NaAsO, (0.5 mg/kg), tienen un menor indice fagocitico, asi como una

menor capacidad de liberar 6xido nitrico [53].

Los andlisis realizados en linfocitos humanos han comprobado que el As tiene diferentes
efectos sobre ellos. Se ha demostrado que el As genera aberraciones cromosomicas en los
linfocitos expuestos a As in vitro [54], que induce el intercambio de cromatidas hermanas en
linfocitos activados [55] y que afecta la estructura de diferentes compartimientos intracelulares
[56]. Se ha confirmado que el As altera la expresion de diferentes genes en linfocitos de sujetos
expuestos a As por agua de bebida (Tabla 1) [44]. Se sabe que la concentracion de As resulta
importante en la respuesta de los linfocitos, ya que a bajas concentraciones incrementa la
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proliferacion mientras que a altas concentraciones la inhibe [57]. Resulta particularmente
importante que los linfocitos T de personas cronicamente expuestas a As tienen un indice de
proliferacion menor que el de personas no expuestas al ser activados con un mitégeno como la
fitohemaglutinina (PHA) /n vitro [58]. También se ha demostrado que los linfocitos tienen una
menor proliferacion al ser activados con PHA en presencia de As [59] y esta reduccion en la
proliferacion se debe en parte a un retraso en la produccion y secrecion de IL-2 [56,60].
Finalmente, se ha reportado que en células mononucleares humanas no activadas el As induce la
liberacion de TNF-«, y también apoptosis; las células mas propensas a apoptosis en este sistema
son los linfocitos T CD4" y se sugiere que se debe a que incrementan su expresion del receptor 1
del TNF (TNFR1) [61].

2 Linfocitos T

Los linfocitos T se originan a partir de células madre en la medula ésea, pero migran al
timo para madurar. Es debido a esta caracteristica que reciben el nombre de linfocitos T. Los
linfocitos T reconocen antigenos (Ag) via el receptor de la célula T (TCR). El TCR (Fig. 3) esta
formado por una cadena o y una 3, o bien por una cadena y y una §, las cuales estan unidas por
un enlace disulfuro. Cada una de las cadenas cuenta con una region constante (C), una region

variable (V), y un pequefio extremo citoplasmico (Fig. 3)[62-64].

El TCR reconoce a su antigeno Unicamente cuando este Gltimo ha sido procesado y esta
acoplado a una molécula de MHC. Las células encargadas de procesar y presentar antigenos
reciben el nombre de células presentadoras de antigeno (APC), en este grupo se encuentran las
células dendriticas, los macrofagos y los linfocitos B. Estas células degradan proteinas a péptidos
que posteriormente son acoplados a moléculas de MHC para ser expuestos en la membrana y
reconocidos por lo linfocitos T. Existen dos clases de moléculas de MHC (MHC I y MHC II), cada
una de las cuales presenta antigenos que han sido procesados de manera diferente vy
desencadenan respuestas diferentes por parte de los linfocitos T que los reconocen. Ademas de la
union del MHC:Ag con el TCR se requiere de la interaccion de otras moléculas para generar una

respuesta en el linfocito T, entre ellas el complejo CD3 y las moléculas CD4 o CD8 (Fig. 3B).
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LA MOLECULA CD4 o CD8[65].

Las moléculas de MHC clase I presentan péptidos de antigenos que han sido procesados en
el citoplasma de cualquier célula. Estos péptidos son generados por el proteosoma, transportados
al reticulo endoplasmico donde son acoplados a la molécula de MHC I y presentados en la

superficie de la célula (Fig.4). El complejo MHCI:Ag es reconocido por linfocitos CD8.

Las moléculas de MHC clase II presentan péptidos de antigenos de origen extracelular. Las
células presentadoras de antigeno endocitan proteinas que son posteriormente proteolizadas en
los endosomas. Los péptidos resultantes de este procesamiento son acoplados a las moléculas de
MHC II y son presentados en la superficie celular (Fig. 4). El complejo MHCII:Ag es reconocido por
los linfocitos CD4 [66].
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F1G. 4. PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE ANTIGENOS A TRAVES DE LAS MOLECULAS MHC I Y MHCII[67]

2.1 Activacion y proliferacion del linfocito T

Fisiologicamente, los linfocitos T, ya sean “naive” o de memoria, se encuentran en un
estado de reposo, es decir, en la fase G, del ciclo celular [68] y su activacién depende
principalmente de tres clases de interacciones. La primera involucra la unidon del complejo
TCR/CD3 en el linfocito T con el complejo MHC:Ag en la célula presentadora; la segunda se refiere
a la unioén del co-receptor CD4 o CD8 con la molécula del MHC I o II, respectivamente, y la tercera
involucra receptores de coactivacion, como el CD28 con B7-1 (CD80) o B7-2 (CD86), y de
moléculas de adhesion como el CD2 que interactia con LFA-3 (Fig 5). La interaccion de todas
estas proteinas se conoce como sinapsis inmunoldgica y tiene como resultado el inicio de diversas
cascadas intracelulares que conllevan a la proliferacion del linfocito T [69]. La importancia de la
sinapsis inmunoldgica radica en que se genera un espacio entre el linfocito T y la célula
presentadora de antigeno que permite que se fortalezca la interaccion entre ellas, asi como la

generacion de una sefial de activacion mas potente en el linfocito T [70].
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Los linfocitos T son activados cuando reconocen antigenos presentados por células
presentadoras de antigeno. En modelos experimentales los linfocitos T pueden ser activados de
varias maneras por ejemplo, utilizando anticuerpos dirigidos contra el TCR, el CD3 y el CD28;
usando superantigenos, que son productos bacterianos o virales con la capacidad de activar
grandes cantidades de linfocitos T, o bien usando mitégenos [71]. Los mitégenos mas utilizados
son lectinas como la fitohemaglutinina (PHA) y la concanavalina A (ConA) que activan Gnicamente
linfocitos T y el mitdgeno de pokeweed (PWM) que activa tanto a linfocitos T como B [71,72].

CD28 ¢~ B7-1or-2 |

\ LFA-1 [TiCAM-10r2}

| cDaorcos - APC
T Cell T | OF
TCR ('mHc | Target
.' IL . Cell
{ cb2 <« LFA3 |

co4oL | CD4o

F1G. 5 INTERACCION DE ALGUNAS MOLECULAS IMPORTANTES PARA LA ACTIVACION DEL LINFOCITO T [71]

2.2 Co-receptores CD4 y CD8

Las moléculas CD4 y CD8 pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. La
molécula CD4 es una sola cadena compuesta de cuatro dominios extracelulares y es el ligando de
las moléculas de MHC clase II (Fig. 6A). La molécula CD8 es un heterodimero compuesto de una
cadena o y una cadena B unidas por un enlace disulfuro, o bien un homodimero de cadenas a.
Cada una de estas cadenas se une a la membrana celular a través de una larga cadena
polipeptidica altamente glicosilada, y su ligando es la molécula MHC clase I (Fig 6B) [64].
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FIG 6 MODELO DE LA UNION DEL COMPLEJO MHC:AG CON EL TCR Y CON LA MOLECULA CD4 (A) Y CON LA
MOLECULA CDS8 (B) [73]
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Los co-receptores CD4 y CD8 tienen como funcion incrementar la sensibilidad del TCR con
el complejo MHC:Ag, ya que, al menos en el caso de la molécula CD4, su falta de expresion o
funcion limita entre 10 y 100 veces la sensibilidad del linfocito T por el antigeno [74]. También
estan involucradas con las sefiales de activacion del linfocito T, debido a que ambas moléculas
interactlan de manera no covalente con la tirosin-cinasa Lck, primordial para el inicio de la
sefializacion del TCR [71]. Se ha sugerido que la interaccion de Lck con la proteina ZAP-70 del TCR
puede ser la encargada de reclutar a cualquiera de los co-receptores (CD4 o CD8) con el complejo
MHC:TCR [69,75]. Cabe mencionar que la interaccion de Lck con la molécula CD8 es menor en
comparacion con su afinidad con la molécula CD4. Aun cuando no se han analizado las
consecuencias de este hecho se ha sugerido que las diferencias en esta interaccion pueden llevar

a eventos distintos en la sefal de transduccion [71].

2.3 Cascadas de senalizacion

La activacion del linfocito T involucra diferentes vias de sefializacion, como podemos
apreciar en la Fig. 7. Una vez que se ha iniciado las interaccion del complejo TCR:CD3 con el
MHC:Ag y de otras moléculas coactivadores, se activa Lck, la cual fosforila los motivos de
activacion de inmunoreceptores basados en tirosinas (ITAMs) de las cadenas del CD3, lo que
permite la unién y la activacion de la tirosina-cinasa ZAP-70. La molécula ZAP-70 activa, por un
lado a Ras, el cual activa la via de las MAP cinasas (MAPK), dando como resultado la activacion del
factor de transcripcion AP-1. Por otro lado, ZAP-70 activa la fosfolipasa C-y (PLC-y), la cual al
actuar sobre la fosfatidil inositol difosfato (PIP,) da como resultado dos segundos mensajeros, el
inositol trifosfato (IP;) y el diacilglicerol (DG). El IP; incrementa la concentracion de calcio
intracelular (Ca**), lo cual entre otras cosas activa al factor de transcripcion NFAT. El DG junto con
el Ca®*, activan a la proteina cinasa C (PKC), la cual activa a su vez al factor de transcripcion NF-
kB[76]. La activacion de todos estos factores de transcripcion tiene como resultado la generacion
de diferentes moléculas que le permiten al linfocito T salir de su estado de reposo y entrar a la
fase G; del ciclo celular. En este momento comienza la transcripcion y sintesis de moléculas
importantes para la proliferacion celular como la IL-2 [71,76]. Posteriormente, la sintesis de DNA
comienza alrededor de las 48 h, y dependiendo de la intensidad del estimulo, el pico de
proliferacion se da entre los dias 3 y 7 después del inicio de la activacion. Finalmente, el mayor
porcentaje de estas células moriran por apoptosis y sélo un pequefio porcentaje de ellas sera

reservado como células de memoria [71].
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El estudio de todos estos mecanismos moleculares ha permitido comprender otros
procesos celulares como la transformacion blastica y la expresion de moléculas en la membrana
del linfocito como el CD69 y CD25.

2.4 CD69

El marcador CD69 es una proteina integral de membrana con un dominio transmembranal
y es parte de la familia de receptores de superficie de lectinas tipo C. Esta familia de receptores se
ha asociado con funciones de endocitosis y degradacion de glicoproteinas [77]. Este marcador se
encuentra de manera constitutiva en linfocitos T, B y en células NK activadas, asi como en
monocitos. En el caso de los linfocitos T, los transcritos de CD69 pueden ser detectados entre los
30 y 60 min posteriores a la estimulacion. La expresion del CD69 en la superficie de la célula se
detecta a partir de las 2 o 3 h después de la estimulacion y su pico de expresion es entre las 24 y
48 h, por lo que es utilizado como un marcador de activacion temprana. Finalmente, se pierde su
expresion durante las 24 h siguientes al retiro del estimulo [78]. La funcién de la molécula CD69
no esta bien definida, pues no se conoce su ligando o co-receptor sin embargo se supone que
puede funcionar como una molécula coestimuladora. El hecho de que se le atribuya a la molécula
CD69 la capacidad de transducir sefales se debe a que anticuerpos monoclonales anti-CD69 son

capaces de inducir la proliferacion de linfocitos en presencia de PMA [79].

2.5 Interleucina 2

Una vez que el linfocito T ha sido activado, la progresion en el ciclo depende de la union de
la IL-2 con su receptor, lo cual tiene como resultado la transformacion blastica, la preparacion
metabodlica del linfocito para la replicacion del DNA y la mitosis y por lo tanto para la proliferacion
celular [80]. La IL-2 es un proteina de 15.5 KDa producida por linfocitos T activados, aunque los
linfocitos B activados también pueden producirla, pero en menor cantidad [81]. La IL-2 es el factor
primordial para la progresion de la fase G, al resto del ciclo celular en linfocitos T activados y
promueve la diferenciacion y expansion clonal de los mismos. Esta funcion es dependiente de la
cantidad de IL-2 en el medio y de la cantidad de receptores en la célula [80,82]. La IL-2 esta
involucrada con la sobrevivencia de los linfocitos T asi como con la generacion de células de
memoria. También esta relacionada con la eliminacion de los linfocitos T, promoviendo la
apoptosis mediada por Fas en linfocitos CD4" [83]. La IL-2 también tiene efectos sobre otras

células como linfocitos B y células NK. Se ha sugerido que la IL-2 puede participar durante el
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desarrollo del linfocito T en el timo [81] y que puede tener un papel importante en la regulacion
negativa de la respuesta inmune, ya que ratones deficientes en IL-2 o en su receptor presentan
sindromes autoinmunes [84]. La expresion del gen de la IL-2 depende de la interaccion del TCR

con su ligando asi como de la activacion de moléculas coestimuladoras como CD28.

El receptor de la IL-2 se compone de tres subunidades, o, y y. Las cadenas 3 (CD122) y y
(y.) contienen en su region citoplasmica los elementos necesarios para transducir la sefial
intracelular. Cuando B y y se unen forman un receptor de baja afinidad por la IL-2, sin embargo la
union de la IL-2 no transduce ninguna sefal. Por otro lado, se ha demostrado que ademas de
formar parte de este receptor la subunidad y es parte de los receptores de otras citocinas (IL-4, 7,
9y 15) [80]. La funcidn de la cadena « tiene la funcion de incrementar la afinidad del receptor por
la IL-2 y recibe también el nombre de CD25. La molécula CD25 se expresa en linfocitos T, B y
monocitos activados. [84]. Las tres subunidades del receptor no se unen de manera covalente,
sino que interaccionan y son capaces de iniciar una sefializacion hasta que se les ha unido la IL-2
[80]. Cuando los linfocitos T son activados se inicia la produccién del transcrito que codifica para
el CD25, alcanzando un pico maximo a las 8 h post-estimulacion. La expresion del CD25 en la
membrana celular alcanza su expresion maxima entre las 48 y 72 h después de la estimulacion
[85]. Finalmente, hay una pérdida progresiva de la expresion del marcador hasta alcanzar una

reduccion de entre el 80 y 90 % entre los dias 10 y 21 de cultivo [86].

Cuando la IL-2 se une con su receptor se inicia una serie de cascadas de sefializacion que
tienen como consecuencia la activacion de diferentes genes. Algunas de las cascadas utilizadas
por el IL-2R son utilizadas también por el TCR, como por ejemplo la via de las MAPK vy la via de
PI3-K, sin embargo el IL-2R activa también la via Jak-Stat que es particular de las sefiales
transducidas por citocinas. El resultado de estas vias es la activacion de factores de transcripcion
que activan o reprimen genes con diferentes funciones (Tabla 2), entre ellos Bcl-2, que al
incrementar protege a la célula de entrar a apoptosis, y CR8, que favorece la transicion entre las
fases G, y S [87].
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Gen Expresion Funcién

BCI-2 Aumento Inhibe la apoptosis evitando la liberacion del citocromo C [88]

CR6 Aumento Regula las fases G; y G, promoviendo o arrestando el ciclo celular [89].

CR8 Aumento Modula el paso de G, a Sy promueve la sobrevivencia celular [90].

IL-4R Aumento Receptor de la IL-4. La IL-4 activa linfocitos T e inhibe a los linfocitos Ty,1 [72].
IL-7R Aumento Receptor de la IL-7. La IL-7 es un factor de crecimiento para las células pre-B y

pre-T [72]. También esta involucrada en la sobrevivencia y generacion de células
CD4" de memoria[91]

P27 Aumento Inhibe la actividad de G,/S-Cdk; ayuda a la célula a retirarse del ciclo celular
cuando esta totalmente diferenciada [92,93].

Stat4 Aumento Su funcion es principalmente activada por la IL-12. Se sugiere que regula
inhibidores del ciclo celular y esta por lo tanto relacionada con la progresion del
mismo. Se sugiere que juega un papel importante en desarrollo de células tipo
Thl [94].

Cdc25 B  Disminucion Fosfatasa que actua sobre CDK1. La activacion de CKD1 se requiere para el inicio
de la mitosis [95].

Toso Disminucién Bloquea la apoptosis mediada por Fas [96].

TABLA 2 GENES REGULADOS POR LA IL-2 EN LINFOCITOS T [87]

2.6 Funciones Efectoras
2.6.1 Linfocitos CD4*

Los linfocitos T CD4" se clasifican en diferentes subtipos de acuerdo a los patrones de
citocinas que secretan una vez que han sido activados (Tabla 3). La primera distincion que se hizo
fue entre los subtipos Tyl y T,2 [97]. Los linfocitos T,1 secretan principalmente IL-2, IFNy y TNFa
y los linfocitos T2 secretan de manera caracteristica IL-4 e IL-10. Las citocinas producidas por los
linfocitos Ty1 y T2 son antagonicas, lo cual permite un sistema cruzado de regulacion [98]. Todas
estas citocinas funcionan tanto de manera autdcrina como paracrina y se ha propuesto que los
microambientes generados por la presencia de estas moléculas en el medio resultan
determinantes para la polarizacion de otras células hacia una u otra respuesta [99]. Los linfocitos

Thl estan encargados de mediar la respuesta inmune celular, ya que con el patrén de citocinas
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que producen se activan células como macrofagos que estan involucrados en la eliminacion de
patdgenos intracelulares (Fig.8), mientras que los linfocitos T2 estan encargados de mediar la
respuesta inmune humoral, por lo que resultan importantes para el control de alguna infecciones

extracelulares (Fig. 8) [100].

Se ha descrito la existencia de otros dos subtipos de linfocitos T CD4, los T,0 y los T.3
[101,102];su clasificacion depende del patron de citocinas que secretan (Tabla 3), sin embargo
sus caracteristicas efectoras no estan alin completamente definidas. Los linfocitos T,0 secretan
una mezcla de citocinas tipo Ty1 y tipo Ty2, y originalmente se les considerd un precursor en el
desarrollo de linfocitos Ty1 y Ty2, sin embargo esto no ha sido demostrado [101]. Los linfocitos
Tw3 (Tabla 3) secretan TGFp y estan principalmente relacionados con la inmunidad en mucosas; se

ha demostrado que tienen un efecto supresor sobre linfocitos T1 (Fig. 8)[102].

También se han descrito linfocitos T reguladores. A diferencia de los otros subtipos, no
fueron identificados por el patron de citocinas que producen, sino porque expresan de manera
constitutiva la cadena o del receptor de la IL-2 (CD25). Si bien estas células no han sido
caracterizadas por completo, se sabe que tienen la capacidad de suprimir la proliferacion y la
produccion de citocinas de otras clases de linfocitos CD4"CD25 (Fig. 8), y que para que ocurra

esta supresion se necesita que exista un contacto directo entre las dos células [103].

Perfil de Citocinas Tyl Th2 T3
IFN-y ++++ - +/-
IL-4 = ++++ +/-
TGF-p +/- +/- ++++
IL-10 - ++ +/-
Factores de IL-2 IL-2/1L-4 IL-4/TGF-B
crecimiento/diferenciacion

Ayuda DTH/IgG2a 1Gg1/IgE IgA
Supresion Th2 Thi Th1/Th2

TABLA 3 CARACTERISTICA DE LOS SUBTIPOS DE LINFOCITOS T CD4* [102]
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FIG. 7 FUNCIONES EFECTORAS DE LOS SUBTIPOS DE LINFOCITOS CD4 [100]

2.6.2 Linfocitos CD8

Los linfocitos CD8 se caracterizan por su funcion citotdxica y ha sido hasta hace poco
tiempo que han sido clasificados por el patron de citocinas que producen. De acuerdo a esta
clasificacion los linfocitos CD8 se dividen en T.1, (productores de IFNy), T.2 (productores de IL-4 e
IL-5) y T.0 (productores de IFNy e IL-4) [104]. A diferencia de los linfocitos Ty1 y T2, la cantidad
de citocinas producidas por los T.1 y Tc2 son mucho menores y por lo tanto no son capaces de
actuar sobre otras células como lo hacen los CD4". Se ha demostrado sin embargo, que en
ratones deficientes en perforina, los linfocitos T.1 y T.2 producen mayor cantidad de citocinas y
son capaces de ayudar a los linfocitos B a producir anticuerpos y de reclutar a otras células
efectoras, sin embargo nunca a los niveles alcanzados por los CD4". Finalmente, dado que tanto
las células T.1 como las T2 utilizan los mismos mecanismos de citotoxicidad (perforina, Fas y
TNFa) se ha sugerido que la produccion de citocinas particulares esta relacionada con una funcion

citotoxica que sea apropiada para un ambiente T,1 o para un ambiente T;2 [105].

Debido a sus propiedades citotoxicas los linfocitos CD8 tienen como objetivo eliminar

células infectadas, por lo que resultan particularmente importantes para el control de infecciones
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virales y de bacterias citoplasmaticas, asi como de algunos protozoarios. El mecanismo principal
por el que los linfocitos CD8" eliminan las células infectadas es utilizando las moléculas perforina y

granzimas (Fig. 9), las cuales son liberadas por los linfocitos CD8" después de reconocer el

complejo MHC:Ag en la célula infectada. La perforina hace un poro en la membrana de la célula

afectada a través del cual entran las granzimas. Las granzimas son serin-proteasas que activan

caspasas y otros substratos que llevan a la célula a iniciar un proceso apoptético. Otros

mecanismos por los cuales los linfocitos CD8" inducen apoptosis es a través de la molécula FAS y

de la produccion de TNF « [72,106].
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II Objetivo y Enfoque experimental

1 Justificacion y Objetivo

La intoxicacion cronica con As por exposicion a agua de bebida contaminada es un
problema que afecta muchas regiones del mundo. El As es un cancerigeno que también esta
involucrado con el desarrollo de otras enfermedades como diabetes y desordenes
cardiovasculares. Se ha demostrado que el As tiene efectos toxicos en el sistema inmune como es
la reduccion en la capacidad proliferativa de linfocitos T de sujetos expuestos a As por ingestion
de agua contaminada. Debido a esto, y a los diferentes papeles que juegan los linfocitos T CD4" y
CD8" en el sistema inmune, el objetivo de este trabajo es determinar si el As tiene efectos
diferentes en estas subpoblaciones, asi como, de ser el caso, un posible mecanismo por el cual el

As dana diferencialmente a estas subpoblaciones.

2 Enfoque Experimental

El modelo que se utilizd consiste en incubar células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC) con NaAsO, durante 24h y posteriormente activar los linfocitos T con el mitdgeno
PHA. El objetivo de incubar las células con NaAsO, antes de la activacion es simular una
exposicion al compuesto previa al inicio de una respuesta inmune, ya que naturalmente, la
exposicion a As es cronica y es independiente del momento en que pueda iniciarse una infeccion.
Se ha demostrado que existe una relacion entre el tiempo de exposicion a As con el dafio post-
activacion de los linfocitos humanos [59], por lo cual se utilizé un rango de concentraciones que
va de 1 a 5uM de NaAsO;,.
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III Material y Métodos

1 Medios de cultivo e hibridomas

1.1 Medios de cultivo

1.1.1 RPMI-1640 completo

El medio utilizado para el cultivo de células humanas es RPMI-1640, suplementado con
1mM piruvato de sodio, 2 mM L-glutamina, 0.1 mM aminoacidos no esenciales, 10% (v/v) de

suero fetal bovino (SFB), 50u/ml de penicilina y 50ug de estreptomicina (Gibco, Rockville, MD).

1.1.2 DMEM completo

El medio utilizado para el cultivo de hibridomas es el Dulbecco’s Minimal Essential Medium
(DMEM) (Gibco), suplementado con 1mM piruvato de sodio, 2 mM L-glutamina, 0.1 mM

aminoacidos no esenciales y 10 % (v/v) de SFB.

1.2 Soluciones
1.2.1 Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS)

NaCl 138 mM, KCI 2.7mM, Na,HPO, 8.1mM, KH,PO,4 1.2mM

1.2.2 NaAsO,

Se prepara el arsenito de sodio (Sigma, St. Louise, MO) a una concentracion 0.1M en agua
bidestilada y se esteriliza filtrando por una membrana de 0.22um. Esta solucion se debe guardar a
—20°C por no mas de seis meses, ya que después de este tiempo se reduce su actividad. Las
diluciones utilizadas para cada ensayo se prepararon en RPMI completo al momento de realizar los

experimentos.
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1.3 Hibridomas

Los sobrenadantes con los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 fueron obtenidos del
cultivo de los hibridomas OKT3, OKT4 y OKT8 (ATCC), respectivamente. Cada hibridoma fue
sembrado en medio DMEM completo. Se recolectdé el sobrenadante cuando las células estaban
confluentes. Se centrifugaron los sobrenadantes a 490xg, se recuperaron, se filtraron por una

membrana de 0.22um y se guardaron a —20°C en alicuotas de 15 ml.

2 Analisis de linfocitos T

2.1 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica humana
(PBMC)

Se obtuvo sangre de donadores sanos de entre 21 y 42 afos. Para evitar la coagulacion de
la sangre se agregan 10 U de heparina/ml de sangre y se mezcla lentamente. La sangre se diluye
al 50% con DPBS vy se separan las células mononucleares haciendo un gradiente de Ficoll-Paque
(Pharmacia). El gradiente se prepara agregando 3 ml de Ficoll-Paque en un tubo de 15 ml y
después vertiendo cuidadosamente 10 ml de sangre, de modo tal que nunca se mezclen el Ficoll y
la sangre. Se centrifugan los tubos a 490xg durante 30 min y se recuperan del gradiente las
células mononucleares que se encuentran en el anillo blanco gue se localiza en la interfase entre
el Ficoll y el plasma. Las células se lavan 2 veces con 40 ml de DPBS centrifugando a 490xg por 5
min. Si las células se van a sembrar inmediatamente se resuspenden el RPMI completo y se
cuentan; si se van a utilizar en alguna técnica posterior se resuspenden en DPBS, se cuentan y se

utilizan inmediatamente.

2.2 Separacion de linfocitos T CD4" y CD8" por seleccion magnética
positiva

2.2.1 Soluciones

v PBS (NaCl 154 mM, KH,PO, 1.05 mM, Na,HPO4 2.95 mM)

v Buffer de separacion: PBS + 2mM EDTA + 0.5% BSA, desgasificado. Este buffer se
desgasifica por al menos 3 h y se conserva a 4°C.

27



2.2.2 Marcaje con anticuerpos

Las células se dividen en dos tubos, para ser tratadas como muestras independientes, ya
que de la primera se obtiene la fraccion CD4" y de la segunda la fraccion CD8*. Las células se
centrifugan a 490xg por 5 min, se retira el sobrenadante, y se agregan los sobrenadantes que
contienen los mAb anti-CD4 o anti-CD8 en cada caso. Se utilizan 100ul de sobrenadante/10°
células y se incuban 10 min en agitacion a 4°C. Al terminar la incubacion las células se lavan con
al menos 10 volumenes de buffer de separacion. Se resuspenden 107 células en 80ul de buffer de
separacion, se agregan 20ul del anticuerpo de cabra anti-raton acoplado a perlas magnéticas
(GAM-MACS, Militenyi Bistec, Auburn CA) y se incuban 15 min en agitacion a 4°C. Finalmente, se
lavan las células una vez mas con 10 voliumenes de buffer de separacion y se resuspenden en 500
ul del mismo buffer. Las células se mantienen a 4°C mientras se preparan las columnas de

separacion.

2.2.3 Separacion magnética

Se coloca la columna de separacion magnética (High Gradient, MS, Miltenyi Biotec) en el
iman del separador magnético y se equilibra con 500ul de buffer de separacion. Posteriormente se
agrega la suspension celular marcada con el anticuerpo OKT4 y se hacen tres lavados con buffer
de separacion utilizando 500 pl cada vez. La suspension celular eluida corresponde a la fraccion
CD4". La fraccion CD4" se colecta retirando la columna del iman, agregando 2 ml de buffer y
aplicando presion con el émbolo que acompafia a la columna. Se repite la operacion con una
columna nueva para separar las células marcadas con el anticuerpo OKT8. Una vez separadas las
células, se cuentan todas las fracciones. Las fracciones negativas se irradian (3000 rads) para
usarlas como células accesorias. Si las células de las fracciones positivas se van a tefiir con CFSE
se deben lavar dos veces con 10ml de DPBS antes de sequir el protocolo de tincion (3.4). Si se
van a sembrar sin ninguna tincion previa se centrifugan a 490xg por 5 min y se resuspenden en

RPMI completo, se cuentan y se siembran.
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3 Citometria de flujo
3.1 Citometro de flujo

El citometro de flujo utilizado fue un FACScan (Becton Dickinson San Diego CA) equipado
con un laser de argon de 488 nm. El CFSE y FITC se detectan en el canal FL-1; el yoduro de
propidio y PE se detectan en el canal FL-2, y las fluorescencias del Cy-chrome y TC se detectan en
el canal FL-3. Se utilizo el programa Cell Quest (Becton Dickinson) para analisis de los datos. Los
linfocitos y los blastos fueron identificados por sus caracteristicas de tamafio (FSC) y granularidad
(SSC).

3.2 Inmunofluorescencias

3.2.1 Soluciones

v" Buffer de lavado: DPBS +SFB (1%)+NaN; (0.1%)

Anticuerpos
Anticuerpo Dilucion a usar
Cabra anti raton-rITc (Caltag) 1:1000
Cabra anti raton-pe (Caltag) 1:800
Cabra anti raton-T1c (Zymed) 1:400
Raton anti humano CD25-Cy-CHROME (BD Pharmingen) 10pl /10° células
Ratén anti humano CD69-FITC (BD Pharmingen) 10ul / 10° células

3.2.2 Inmunofluorescencia directa

Quinientas mil células se lavan con buffer de lavado y se resuspenden en el anticuerpo a
utilizar diluido en buffer de lavado. Se incuban durante 30 min a 4°C en la obscuridad. Se lavan
tres veces con 3 ml de buffer de lavado cada una y se resuspenden en 500ul de DPBS. Las células

se analizan en el citémetro capturando 10 eventos.

3.2.3 Inmunofluorescencia indirecta

Quinientas mil células se lavan una vez con buffer de lavado y se resuspenden en 100ul de
sobrenadante del hibridoma correspondiente y se incuban durante 30 min a 4°C. Se lavan tres

veces con 3ml de buffer de lavado cada vez, se agregan 100pul del segundo anticuerpo acoplado a
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un fluorocromo diluido en buffer de lavado y se incuban por 30 min a 4°C en obscuridad. Se lavan
las células tres veces con 3 ml de buffer de lavado cada vez y se resuspenden en 500ul de DPBS.

Las células se analizan en el citdmetro capturando 10* eventos.

3.3 Determinacion de la proliferacion por tincion con CFSE
3.3.1 CFSE (5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)

El colorante CFSE (Molecular Probes) se diluye en DMSO (Sigma) a una concentracion de

5mM. Se guarda en alicuotas de 10ul a —20° C y al vacio. Las alicuotas se utilizan sdlo una vez.

Las células se resuspenden a una concentracion maxima de 5x10’ células/ml y se tifien con
CFSE a una concentracion final de 5uM durante 7 min, en bafo a 37°C, protegidas de la luz y
agitando ocasionalmente. Se detiene la incubacion agregando 5 voliumenes de RPMI completo y se
centrifugan por 5 min a 490xg. Las células se resuspenden en RPMI completo y se cuentan. Es
importante que las células que se van a tefiir no hayan estado en contacto con medio completo o
soluciones con proteinas en caso de ser asi se deben lavar con al menos diez volimenes de DPBS

dos veces para obtener una tincion adecuada.

3.3.2 Ensayo de proliferacion

Se colocan un millén de células tefidas con CFSE en cada pozo de una placa de 24 pozos
en 1ml de RPMI completo, conteniendo NaAsO, a concentraciones de 0 a 5 uM (concentracion
final) y se incuban 24 h a 37°C, 5% CO,. Se agrega 1 ml de la concentracion de NaAsO,
correspondiente y 10ul de PHA del stock. Se incuban durante 96 h a 37° C y 5% CO,. Las células
se cosechan, se lavan dos veces con 3 ml de DPBS cada vez, se resuspenden a una concentracion
de 10° células/ml en DPBS y se analizan en el citdmetro en el canal FL-1 capturando 2x10*
eventos. Si el ensayo es con células separadas, se tifien Gnicamente las fracciones CD4* y CD8".
Se colocan 5x10° células CD4* o CD8* en cada pozo con 5x10° células CD4 o CD8 (irradiadas)

respectivamente y se prosigue del mismo modo.
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3.4 Determinacion de células apoptoticas y del ciclo celular

Todas las soluciones se deben de esterilizar en el autoclave o ser preparadas con agua

estéril para eliminar DNasas.

v PBS (NaCl 154 mM, Na,HPO, 8.1 mM, NaH,PO; 1.9 mM)

v Buffer de extraccion DNA de bajo peso molecular: Na,HPO, 0.2M y &cido citrico 0.1 M. Se
conserva a 4°C.

v Solucién de marcado con PI: PBS + Triton X-100 0.1%+ 0.2 mg/ml RNasa +0.02mg/ml PI.
Preparar en fresco.

Las células se cosechan y se lavan una vez con PBS. Se resuspenden perfectamente de
uno a cinco millones de células en 500u! de PBS para evitar la formacion de cimulos y se mezclan
con 4.5 ml de etanol a 4°C en tubos de polipropileno por al menos dos h. Se pueden mantener las
muestras a 4°C por varias semanas. Las células fijadas se centrifugan durante 5 min a 200xg, se
decanta el etanol y se agrega 1ml de buffer de extraccion de DNA de bajo peso molecular. Los
tubos se tapan y se incuban en un bano a 37°C en agitacion por 2 h. Las células se centrifugan a
1500xg, se decanta el sobrenadante, se resuspenden a una concentracion de 10° células /ml en
solucién de marcado con PI y se incuban por 30 min a temperatura ambiente protegidas de la luz.
Se analizan inmediatamente en el citdmetro de flujo en el canal FL-2 capturando 10* eventos.

Estas muestras se analizaron con el programa Mod Fit LT (Verity software).

4 Estadistica

El analisis estadistico se realizo con el programa Prism 3.0 de GraphPad Software, Inc. Para
determinar diferencias significativas entre dos grupos se utilizo la prueba ¢ de Student con un
intervalo de confianza del 95%. Para comparar tres o0 mas grupos se utilizé una prueba de analisis
de varianza (ANOVA) con un intervalo de confianza del 95% y una post-prueba de tendencia
lineal, en los que se indica el valor de la pendiente (/7). En todos los casos se consideraron

estadisticamente significativos todos los valores p<0.05.
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IV Resultados

1 Analisis del efecto del NaAsO, en PBMC humanos

1.1 Montaje de la tincion de PBMC con el colorante CFSE

Se ha reportado que el NaAsO, inhibe la proliferacion de linfocitos T humanos al
estimularlos con PHA /in vitro [56,58,59]. Tradicionalmente, se utilizan los ensayos de
incorporacién de [*H]-Timidina para medir la proliferacion celular, sin embargo este método
cuantifica Unicamente la proliferacion que se ha llevado a cabo durante el tiempo que dura el

pulso con [*H]-Timidina, es decir cuantifica Unicamente las Gltimas divisiones.

Una alternativa al método de incorporacién de [*H]-Timidina es el uso del colorante CFSE
(carboxyfluoresceine diacetate succinimidyl ester). El CFSE (Fig. 10A) es una molécula no
fluorescente y permeable a la membrana celular, por lo que entra a las células por difusion simple.
Una vez en el citoplasma, las esterasas intracelulares remueven los grupos acetato de la molécula
transformandola en una molécula [107] impermeable a la membrana celular y fluorescente, con
caracteristicas espectrales iguales a las de la fluoresceina. Ademas, el residuo succinimidil ester
reacciona con las cadenas laterales de lisina o con cualquier grupo amino libre de la proteinas
intracelulares de manera espontanea e irreversible, por lo que la célula se torna fluorescente.
Cuando la célula se divide, cada una de las células hijas recibe la mitad de la fluorescencia; cada
division subsecuente se acompafa de la pérdida de la mitad de la fluorescencia de la generacion
anterior y estas distribuciones secuenciales pueden ser seguidas facilmente en un citdmetro de

flujo (Fig 10B). Finalmente, esta tincion es estable y duradera [107].
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F1G. 9 MECANISMO MOLECULAR DEL MARCAJE CON CFSE (A) Y ANALISIS EN EL CITOMETRO DE FLUJO (B)[108]

Dadas las ventajas de esta técnica, decidimos montarla para determinar el efecto del
NaAsO, en la proliferacion de linfocitos T. Basandonos en el protocolo descrito por Lyons [107]
determinamos primero las condiciones dptimas de los factores involucrados en la obtencién de una
tincion adecuada, como son la concentracion de CFSE para tefir los linfocitos y el tiempo de
estimulacion con PHA necesario para observar el mayor nimero de divisiones con la mejor

resolucion.

Para un analisis apropiado de la proliferacion utilizando CFSE, lo mds importante es 1) tefiir
las células homogéneamente, pues esto garantiza que se detecte sdlo un pico de fluorescencia
inicial en el citdbmetro y que cada una de las divisiones se detecte con picos definidos, y 2), que la
intensidad de fluorescencia de las células tefidas sea tal que se puedan detectar todos los picos
subsecuentes que aparecen como resultado de la proliferacion. Para satisfacer estas dos
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condiciones primero se determind la concentracion optima de CFSE. Para tal fin se utilizaron PBMC
humanos recién obtenidos, se tifieron con diferentes concentraciones de CFSE (0.625-5uM) y se
analizaron en el citdmetro inmediatamente después de la tincién. Como se puede observar en la
Fig. 11 las células sin tefir no muestran fluorescencia, mientras que las células tefidas con CFSE
muestran una intensidad de fluorescencia directamente proporcional a la concentracion de CFSE
utilizada. Con estos experimentos se concluye que la mayor fluorescencia se obtiene al tefir los

PBMC con una concentracion de 5uM de CFSE.
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F1G. 10 TINCION DE PBMC CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CFSE. Las PBMC fueron tefiidas con
diferentes concentraciones de CFSE y fueron analizados inmediatamente en el FACS. La region de los
linfocitos se definid por caracteristicas de tamafio (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) y posteriormente se
analizo la fluorescencia del CFSE.

Con el fin de determinar si la tincion que se obtuvo era duradera y en que tiempo después
de la estimulacion se detectaba la mayor cantidad de picos de proliferacion, se sembraron las
células tefiidas con 5uM de CFSE, se estimularon con PHA, se cosecharon y se analizaron en el
citometro a diferentes tiempos (24-96h). En la Fig. 12 se observa que las células estimuladas por
24 h no han comenzando a dividirse, pues el Unico pico presente es el que corresponde a la
tincion del 100% (0). En las células estimuladas por 48 h se encuentra un primer pico de division

(1) cuya media de fluorescencia corresponde a la mitad de la media de fluorescencia del primer
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pico. A las 72 h de estimulacion las células estan ya dividiéndose activamente pues se detectan
claramente tres picos de division (1-3). Finalmente, a las 96 h post-estimulacion se observan cinco
picos de division bien definidos (1-5); en este momento el pico mas fluorescente, que es el que
corresponde a las células que no se dividieron, agrupa Unicamente al 7% de la poblacion, mientras
que el mayor porcentaje de eventos se encuentra en el cuarto pico, lo cual indica que el 30% de
la poblacion se ha dividido cuatro veces. Asi pues, se concluye que el tiempo post-estimulacion en

el que podemos detectar el mayor nimero de divisiones es a las 96 h.
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FIG. 11 CINETICA DE PROLIFERACION DE LINFOCITOS TENIDOS CON 5uM DE CFSE. Las PBMC fueron
estimulados con PHA y fueron cosechados y analizados en el citometro a las 24, 48, 72 y 96 h. El analisis de
citometria se realizd como se describe en la Fig. 11.

Con el fin de determinar el efecto de la concentracion de CFSE en la resolucion del patron
de la proliferacion se estimularon con PHA por 96 h las células tefiidas con las concentraciones
menores de CFSE (0.625-25uM). Se observa en la Fig. 13 que las células tefiidas con 2.5 uM de
CFSE muestran los picos de division, sin embargo no podemos apreciar claramente la quinta
division (5). En el caso de las células tefiidas con 1.25 puM observamos que no se pueden

diferenciar de manera definida las divisiones, al igual que con las células tefiidas con 0.625 puM.
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Estos datos muestran que usar concentraciones menores a 5uM de CFSE tiene como resultado una

menor resolucion en el analisis de la proliferacion celular.

Estos experimentos llevan a la conclusion de que la tincion 6ptima de linfocitos de sangre
periférica humana se obtiene con una concentracion final de CFSE de 5uM y el andlisis mas
apropiado de los resultados es cosechando y analizando las muestras a las 96 h de estimulacion
con PHA.
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F1G. 12 PROLIFERACION DE LINFOCITOS TENIDOS CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CFSE. LAS CELULAS
FUERON TENIDAS CON CFSE 5uM (A), 2.5uM (B), 1.25 uM (C) 0 0.625.:M (D), FUERON ESTIMULADOS CON
PHA POR 96H Y ANALIZADOS EN EL CITOMETRO. EL ANALISIS DE CITOMETRIA SE REALIZO COMO SE DESCRIBE EN
LA F1G. 11.

1.2 Efecto del NaAsO, sobre la proliferacion de PBMC estimulados con
PHA

Una vez optimizada la técnica de proliferacion por CFSE, se utilizd esta metodologia para

determinar el efecto de NaAsO, 1uM en la proliferacion de linfocitos T. Previamente se ha descrito
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que el NaAsO, reduce la proliferacion de linfocitos T en ensayos de incorporacién [*H]-Timidina
[56,58,59], por lo que al utilizar el colorante CFSE esperabamos obtener informacion mas
detallada respecto al efecto del As sobre la reduccion en la proliferacion de los linfocitos. En la Fig.
14A observamos que los linfocitos no expuestos a NaAsO, presentan seis divisiones (M2-M7),
mientras que los linfocitos expuestos a 1uM de NaAsO, presentan cinco divisiones (M2-M6), lo cual
indica que el NaAsO, reduce la proliferacion de linfocitos estimulados con PHA. Al graficar el
porcentaje de células en cada division (Fig. 14B) podemos observar que en los linfocitos
estimulados sin NaAsO, el mayor porcentaje de eventos se encuentra en la quinta division
(23.42%) y que un porcentaje pequefio (9.51%) llego a dividirse hasta seis veces. En el caso de
los linfocitos expuestos a NaAsO, el mayor nimero de eventos se encuentra en la cuarta division
(24.99%) y aun cuando se logra una quinta division (18.24%) el porcentaje de linfocitos que
alcanzan a dividirse por sexta vez es tres veces menor (3.1%) que en el caso de las células no
expuestas. Estos resultados confirman la reduccién en la proliferacion antes mencionada, y
sugieren que las células expuestas a NaAsO, capaces de dividirse lo hacen de una manera menos

eficiente al compararlas con el control.
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FIG. 13 ANALISIS DE LA PROLIFERACION DE CELULAS TENIDAS CON CFSE Y EXPUESTAS A NaAsO,. A) PBMC
tenidos con CFSE estimulados con PHA por 96 h en presencia ( __ ) o ausencia (....) de 1uM de NaAsO,. El
analisis de citometria se realiz6 igual que en la Fig. 11. B) Porcentaje de linfocitos por division en presencia
(o) o ausencia (e) de 1uM de NaAsO,.

Ademds, se observa en la Fig. 14A que en las células expuestas a NaAsQO, existe un
incremento en el nimero de eventos en el primer pico, correspondiente a las células que no se

dividieron (0) en comparacion con el control. El porcentaje de células que no se dividieron en el
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control es de 14.71%, mientras que en las células expuestas a NaAsO, este valor corresponde al
21.73% (Fig. 14B). Estos datos demuestran que hay una acumulacion de células que no se estan

dividiendo la cuales probablemente sean incapaces de entrar al ciclo celular.

El experimento se repitio con 7 donadores diferentes y se calculd el porcentaje de la
poblacion inicial de células que fue capaz de dividirse (divided cells), de acuerdo a Lyons [109].
Como podemos observar en la Tabla 4, el promedio de células de la poblacion original que se
dividieron de los PBMC no expuestos es de 51.20%=17.43 mientras que el de los PBMC expuestos
a 1uM de NaAsO, es de 42.07%=17.15, dando un porcentaje de reduccion del 19.43%=10.20.
Estos datos muestran que el NaAsO, reduce la proliferacion de linfocitos T. Observamos ademas
que el porcentaje de reduccion de las células de la poblacién original que se dividieron entre los
donadores se encuentra en un rango muy amplio, pues estos valores van del 8% (Donador 1) al
34% (Donador 7) de reduccion. Esta variabilidad posiblemente estd relacionada con la sensibilidad
individual al NaAsO..

Donador Porcentaje de las células de la % de reduccion

poblacion original que se dividieron
0 uM NaAsO, 1.M NaAsO,

1 43.37 40.11 8

2 69.77 61.08 12

3 76.43 65.86 14

4 55.53 46.63 16

5 39.35 31.75 19

6 26.58 17.79 33

7 47.40 31.29 34

Promedio+SD 51.20+17.43* *42.07+17.15 19.43+10.20

TABLA 4. PORCENTAJE DE LAS CELULAS DE LA POBLACION ORIGINAL QUE SE DIVIDIERON DE PBMC ESTIMULADOS
CON PHA EN PRESENCIA O AUSENCIA DE NaAsO, . Las células tefidas con CFSE fueron tratadas y analizadas
como se menciona en la Fig. 11. El porcentaje de las células de la poblacion original que se dividieron se
calculé de acuerdo con Lyons [109]. El andlisis estadistico que se utilizé fue la prueba ¢de Student con un
intervalo de confianza del 95% *p=0.0007.

Con el objetivo de determinar si el efecto del NaAsO, en la proliferacion de linfocitos T
activados con PHA es dosis dependiente, se disefid un experimento para analizar la proliferacion
celular utilizando el colorante CFSE y exponiendo las células a concentraciones crecientes de
NaAsO, (0.5-2.5uM). Se observa en la Fig. 15A que los linfocitos estimulados sin exponer a

NaAsO, se dividen cinco veces. En presencia de 0.5 uM de NaAsO, (Fig 15B) se observa un patron
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de division igual al de las células control, por lo que dicha concentracion no tiene efecto alguno en
la division de las células. Al incrementar la concentracion de NaAsO, a 1uM (Fig. 15C) vemos que
los linfocitos se dividen sdlo cuatro veces. Esta reduccion del nimero de divisiones aumenta
conforme incrementamos la concentracion de NaAsO,, hasta llegar a 2.5uM (Fig. 15 F), donde hay
Unicamente tres divisiones. Se concluye asi que el NaAsO, reduce la proliferacion de linfocitos T

activados con PHA de manera dosis dependiente.
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FIG. 14 CURVA DOSIS RESPUESTA DE NaAsO; (0.5-2.5uM) EN LINFOCITOS ESTIMULADOS CON PHA. Los PBMC
fueron tefiidos con CFSE e incubados 24h en ausencia (A) (.....) o presencia (___) de NaAsO, 0.5uM (B),
1uM (C), 1.5uM (D), 2uM y 2.5uM (E). Posteriormente, fueron estimulados con PHA por 96h y analizados en
el citdmetro inmediatamente. La region de los linfocitos se definid por caracteristicas FSC-H vs SSC-H y
posteriormente se analizo la fluorescencia del CFSE.
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Al analizar el porcentaje de células de la poblacion original que se dividieron se observa
(Fig 16 A) que en las células estimuladas sin NaAsO, este valor corresponde al 68.24%, y
disminuye de manera dosis dependiente hasta llegar al 21.09% en las células expuestas a 2.5uM
de NaAsO,. Aunado a esto, en la Fig 16B se observa un incremento dosis dependiente de células
sin dividir. Estos datos muestran que el NaAsO, reduce el porcentaje de células divididas de

manera dosis dependiente y que de manera paralela a esta reduccion hay una acumulacion de
células que no se dividen.
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FIG. 15 PORCENTAJE DE LAS CELULAS DE LA POBLACION ORIGINAL QUE SE DIVIDIERON Y DE CELULAS SIN
DIVIDIR. Los datos obtenidos al analizar las células en el citometro se utilizaron para calcular (A) el
porcentaje de las células de la poblacion original que se dividieron y (B) el porcentaje de células que no se
dividieron.

1.3 Ciclo celular y apoptosis de linfocitos expuestos a NaAsO;

En incisos anteriores se demostré que el NaAsO, reduce la proliferacion de linfocitos T, y
que esta reduccion viene acompanada de una acumulacién de células incapaces de dividirse. Con
el fin de analizar el ciclo celular de los linfocitos estimulados en presencia del NaAsO, se utilizd una
técnica que determina el contenido de DNA por citometria de flujo y que cuenta con la ventaja de
permitir identificar junto con las fases del ciclo celular el porcentaje de células apoptodticas
presentes en la poblacion analizada. Esta ventaja se basa en el hecho de que las células
apoptdticas, entre muchos procesos (por ej. despolarizacion de la membrana mitocondrial,
liberacion de Bcl-2, activacion de caspasas), sufren de una digestion parcial de su DNA nuclear. Al
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utilizar esta técnica podemos eliminar todos los fragmentos pequefios de DNA producto de esta
digestion (Fig. 18A). Después de esta eliminacion, las células apoptdticas son faciles de identificar
en el citdmetro de flujo, pues debido a su contenido de DNA, su media de fluorescencia es menor
que el de una célula diploide. En el histograma de la Fig 18B [110] estd representado el ciclo
celular de una muestra control de células HelLa y una expuesta a camptotencina (CPT), que es un
conocido inductor de apoptosis e inhibidor de la fase S. Podemos observar que en las células
tratadas con CPT aparece un pico subdiploide (Ap) correspondiente a las células apoptoticas, al

igual que una reduccion en el porcentaje de células en el proceso de sintesis de DNA (S).
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FIG. 16 ANALISIS DEL CICLO CELULAR Y APOPTOSIS. (A) Esquema de la funcion de la extraccion de DNA de
bajo peso molecular en el analisis del ciclo celular y apoptosis. (B)Histograma que representa el contenido
de DNA en cada una de las fases del ciclo celular [110]

Al analizar las fases de ciclo celular y el porcentaje de células en apoptosis de PBMC
tratados con NaAsO, se encontrd (Fig. 19) que, tanto los linfocitos no expuestos (Fig. 19A) como
expuestos a 1uM de NaAsO, (Fig. 19B), mantienen proporciones semejantes en el porcentaje de
células en las fases Gy/G; y S. Sin embargo, en las células expuestas a NaAsO, hay una reduccion
en el porcentaje de células en la fase G,/M, asi como un incremento en el porcentaje de células
apoptaticas (Ap). Esto sugiere que la exposicion a NaAsO, reduce la capacidad de las células de
dividirse, dada la reduccion en el porcentaje de las células en G,/M, y tiene ademas un efecto

apoptdtico sobre las mismas.
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FIG. 17 ANALISIS DE CICLO CELULAR Y APOPTOSIS DE PBMC EXPUESTOS A NaAsO,. Las células fueron
incubadas en presencia (A) o ausencia (B) de NaAsO,, activadas con PHA, cosechadas a las 96 h y tratadas
como se describe en material y métodos y capturadas es el citometro inmediatamente. La cantidad de DNA
se definid con los parametros de FL2-A vs FL2-W y posteriormente se analizaron los datos en funcién de
FL2-H. EL porcentaje de células en cada fase se obtuvo analizando los datos en el programa MODFIT LT.

Se realizd este experimento con cuatro donadores utilizando concentraciones de NaAsO, de
1 a 5uM. Primero, se analizo el ciclo celular y como podemos observar en la Fig. 20A, la media del
porcentaje de células en las fases Gy/G; se mantiene al exponer a las células a concentraciones de
NaAsO, de entre 1 y 4uM, y se incrementa claramente con la exposicion a 5uM. El porcentaje de
células en la fase S (Fig. 20B), se mantiene igualmente hasta la concentracion de 4uM de NaAsO,
y disminuye significativamente al exponer los PBMC a 5uM. Los porcentajes de las células en las
fases G,/M (Fig. 20C), no muestran un comportamiento claro, lo cual es probablemente resultado
de la dispersion entre los valores de los donadores que se ve incrementada por la escala tan
pequena en la que se grafican estos porcentajes. Estos resultados muestran que la reduccion en la
proliferacion que observamos es en parte resultado de que el NaAsO, detiene a los linfocitos en la

fase Gy/G; evitando su entrada a la fase S y por lo tanto su oportunidad de dividirse.
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FIG. 18 ANALISIS DEL CICLO CELULAR DE PBMC EXPUESTOS A NaAsO, EN DIFERENTES DONADORES. Las células
de los diferentes donadores se trataron, capturaron y analizaron como se indica en la Fig. 19. Finalmente el
porcentaje de células en cada fase se grafico para su comparacion, cada circulo (o) representa a un
donador. Los datos presentan una tendencia lineal estadisticamente significativa en Go/G, (m=1.250,
p=0.0018)y en S (m=-1.335, p=0.0013) pero no en G,/M (m=0.08446, p=0.6126).

Paralelamente se analizo el porcentaje de células apoptdticas de estas muestras utilizando
CPT como control positivo. En la Fig. 21 se muestra que el porcentaje de células apoptdticas se
incrementa de manera dosis dependiente desde la exposicion a la concentracion mas baja de
NaAsO,. Se observa también que existe una dispersion muy amplia entre los valores de los
donadores. Esto se relaciona con la sensibilidad individual al NaAsO, antes mencionada, sin
embargo la tendencia a incrementar el porcentaje de células apoptéticas conforme se incrementa
la concentracion NaAsO, es clara. Estos datos muestran que el NaAsO, tiene un efecto inductor de
apoptosis dosis dependiente en PBMC activados con PHA.
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FI1G. 19 ANALISIS DEL PORCENTAJE DE CELULAS APOPTOTICAS DE PBMC EXPUESTOS A NaAsO, EN DIFERENTES
DONADORES. Las células de los diferentes donadores se trataron, capturaron y analizaron como se indica en
la Fig. 19. Finalmente el porcentaje de células apoptcticas se graficd para su comparacion, cada circulo (o)
representa a un donador y como control positivo utilizamos células tratadas con CPT (e). Los datos
presentan una tendencia lineal estadisticamente significativa (m=2.632, p=0.005).

1.4 Expresion de las moléculas CD4 y CD8 en linfocitos expuestos a
NaAsO,

Dados los efectos del NaAsO, sobre la proliferacion y ciclo celular de linfocitos T, se decidid
analizar si el NaAsO, estaba afectando también moléculas importantes para los linfocitos T, como
son los marcadores CD4 y CD8. Primero, se determino el efecto del NaAsO, sobre la expresion de
ambos marcadores. Para ello se incubaron linfocitos humanos con concentraciones crecientes de
NaAsO, (1-2.5uM) por 24 h, posteriormente se estimularon con PHA y al término se analizd la
expresion de los marcadores CD4 y CD8 por inmunofluorescencia. Se observa en la Fig. 22 que al
exponer a los PBMC a 1uM de NaAsO, no se altera la intensidad media de fluorescencia (MFI) del
marcador CD4 ni del CD8, pero hay una disminucion en la expresion de ambos marcadores al
exponer las células a 2uM NaAsO, (Fig. 22). Estos datos indican que el NaAsO, disminuye la
expresion de los marcadores CD4 y CD8.
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F1G. 20 EXPRESION DE LOS MARCADORES CD4 Y CD8 EN PBMC ESTIMULADOS CON PHA EN PRESENCIA DE
NAAsO,. Las células fueron incubadas en presencia (__) o ausencia (...) de a NaAsO, por 24 h estimuladas
por 96h, fueron cosechadas y la inmunofluorescencia indirecta se realizd como se indica en material y
métodos. Finalmente las células fueron analizadas en el citdmetro. La region de los linfocitos se definié por
caracteristicas de tamafno (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) y posteriormente se analizé la fluorescencia de
los marcadores CD4 (A 'y B) y CD8 (Cy D).

Posteriormente, se analizaron los resultados obtenidos con 4 donadores diferentes en una
curva dosis respuesta de NaAsO,. En la Fig. 23 A se muestra que el NaAsO, reduce ligeramente la
intensidad media de fluorescencia del marcador CD4, lo que indica que reduce la expresion de
este marcador; este efecto es dosis dependiente y tiene una tendencia lineal estadisticamente
significativa (m= -2.65, p=0.0256). En la Fig. 23B se aprecia que el NaAsO, también reduce la
intensidad del marcador CD8, aunque de una manera mas drastica que en el caso del CD4. Al

igual que para el marcador CD4 este efecto es dosis dependiente y también tiene una tendencia
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lineal estadisticamente significativa (p=0.0003), sin embargo estos datos presentan una pendiente
mas pronunciada (m=-8.521), lo que indica que el NaAsO, reduce mas la expresion del marcador
CD8 que la del marcador CD4. Igualmente resulta importante mencionar la gran variabilidad que
se encuentra entre los donadores al analizar la expresion del marcador CD8 (Fig. 23B) en
comparacion con la expresion del marcador CD4 (Fig. 23A). Estos datos muestran que el NaAsO,
reduce la expresion de los marcadores CD4 y CD8 en linfocitos humanos activados con PHA siendo

el marcador CD8 mas sensible a este efecto.
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FIG. 21 ANALISIS DE LA INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA DE LOS MARCADORES CD4 Y CD8 EN
DIFERENTES DONADORES. Las células fueron expuestas por 24h a NaAsO; (1-5uM), activadas con PHA por 96
h, tratadas y analizadas como se indica en la Fig. 22. Los datos fueron normalizados para su comparacion y
cada circulo (o) representa un donador. Los datos tienen una tendencia lineal estadisticamente significativa
para el marcador CD4 (m= -2.65, p=0.0256) y para el marcador CD8 (m=-8.521, p=0.0003).

1.5 Transformacion blastica de linfocitos CD4" y CD8" expuestos a
NaAsO,

Con el fin de determinar si el NaAsO, afectaba la capacidad de los linfocitos CD4" y CD8*
para transformarse en blastos se analizaron los experimentos del inciso anterior en funcion de los
parametros de fluorescencia y tamafio. Se observa en la Fig. 24A que en los linfocitos estimulados
sin NaAsO, el 51% de las células son positivas para el marcador CD4 y este porcentaje se
mantiene al exponerlas a 1uM de NaAsO, (Fig. 24B); sin embargo, al exponer las células a 2uM
NaAsO, se reduce el porcentaje de células positivas 37.6%. Se observa también que al exponer las
células a NaAsO, (Fig. 24B y C) se acumula una poblacién de menor tamafio y negativa para el
marcador (flecha). Estos datos muestran la pérdida de la expresion del marcador reportada en el
inciso anterior y sugiere que estas células son incapaces de transformarse a blastos (flecha). Al
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analizar la expresion del marcador CD8 (Fig. 24 D-F) podemos observar que no hay cambios en el
porcentaje de células CD8" cuando son expuestas a 1 y 2uM de NaAsO,, pero se aprecia una
acumulacion de células CD8" que no incrementan de tamafio (blastos) . Esto demuestra que, si
bien el NaAsO; no afecta el porcentaje de células CD8*, impide su capacidad de transformarse a

blastos.

Estos datos sugieren que el efecto del NaAsO, en linfocitos CD4* y CD8" es diferente, ya
que reduce la transformacion blastica de ambas poblaciones y reduce la cantidad de células CD4*

pero no la de células CD8".
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FIG. 22 PORCENTAJE DE CELULAS POSITIVAS PARA LOS MARCADORES CD4 Y CD8 EN LINFOCITOS EXPUESTOS A
NaAsO,. Las PBMC fueron incubadas en ausencia o presencia de NaAsO; por 24 h, estimuladas con PHA
por 96 h y tratadas como se indica en la Fig.22. La region de los linfocitos se definid por caracteristicas de
tamanio (FSC-H) vs granularidad (SSC-H) y posteriormente se analizd la fluorescencia de cada marcador
(CD4 o CD8) vs FSC-H para distinguir los blastos.

Se comparé el porcentaje de células positivas para cada marcador en cuatro donadores

diferentes. En la Fig.25A se observa que el NaAsO, reduce el porcentaje de células CD4" de
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manera significativa al aumentar la concentracion de NaAsO, (m=-6.800, p=0.0407), pero no
afecta el porcentaje de células CD8" (Fig. 25B)(m=0.475, p=0.6251). Finalmente, resulta evidente

la heterogeneidad entre los donadores (mayor en los linfocitos CD4* que en los CD8").

Todos estos datos confirman que el NaAsO, tiene efectos diferentes en las subpoblaciones
CD4" y CD8*, y también sugieren que el dafio por la exposicion a NaAsO, para cada una de estas

subpoblaciones depende en gran medida de la sensibilidad del donador.
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FIG. 23 ANALISIS DEL PORCANTAJE DE CELULAS QUE EXPRESAN LOS MARCADORES CD4 Y CD8 EN DIFERENTES
DONADORES. Las células fueron incubadas en presencia de diferentes concentraciones de NaAsO, (1-5uM)
por 24 h y activadas con PHA por 96 h; fueron tratadas y analizadas como se describe en la Fig. 24.
Posteriormente los datos fueron normalizados para su comparacion, cada circulo (o) representa un donador.
Los datos tienen una tendencia lineal estadisticamente significativa para el porcentaje de células CD4"* (m=-
6.800, p=0.0407) pero no para el porcentajde de las células CD8" (m=0.475, p=0.6251)

2 Analisis del efecto del NaAsO, en las poblaciones CD4" y CD8*

En los experimentos anteriores demostramos que el NaAsO, reduce la transformacion
blastica de las poblaciones CD4" y CD8", sin embargo, a diferencia de los linfocitos CD8%, los CD4*
pierden la expresion del marcador. Esto sugiere que el NaAsO, podria afectar de manera diferente



a estas poblaciones. Para resolver esta cuestion se analizo la proliferacion, ciclo celular y apoptosis

de linfocitos CD4" y CD8" de manera independiente.

Se obtuvieron PBMC humanos, y se purificaron los linfocitos CD4" y CD8" por seleccion
magnética positiva. La pureza de las dos fracciones fue analizada por inmunofluorescencia
indirecta. Como se puede observar en la Fig. 26, ambas poblaciones presentaron una pureza
>90%.
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FIG. 24 PUREZA DE LAS POBLACIONES CD4"* Y CD8" SEPARADAS POR SELECCION MAGNETICA POSITIVA. Los
linfocitos CD4* y CD8" fueron separadas por seleccion magnética positiva e incubadas con el anticuerpo
GAM-FITC y fueron capturadas en el citometro inmediatamente. La region de los linfocitos se definio por
caracteristicas de FSC-H vs SSC-H y posteriormente se analizd la fluorescencia FITC.

2.1 Ensayos de proliferacion de linfocitos T CD4" y CD8" utilizando el
colorante CFSE

Con el objetivo de determinar si el NaAsO, afecta de manera diferente la proliferacion de
linfocitos T CD4" y CD8" humanos activados con PHA, se tifieron con el colorante CFSE los
linfocitos CD4" y CD8" separados, se sembraron en presencia o ausencia de NaAsO, y se analizo la

proliferacion por citometria de flujo.

En la Fig. 27A se observa que los linfocitos CD4" estimulados sin NaAsO, se dividieron seis

veces, a diferencia de los expuestos a 1uM de NaAsO,, los cuales se dividieron cinco veces. Esta
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reduccion en el nimero de divisiones se incrementa de manera dosis dependiente hasta llegar a la
exposicion de 5uM de NaAsO, (Fig. 27D), en la cual los linfocitos CD4" se dividieron Unicamente

tres veces, lo cual demuestra que el NaAsO, reduce la proliferacion de los linfocitos CD4".
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FI1G. 25 ANALISIS DE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS CD4* Una vez separados, los linfocitos fueron
tefiidos con el colorante CFSE, fueron incubados por 24h en ausencia (.....) o presencia de diferentes
concentraciones de NaAsO, (___), y posteriormente fueron estimulados con PHA por 96 h. Finalmente, se
cosecharon y se analizaron en el citometro inmediatamente. La region de los linfocitos se definid por
caracteristicas FSC-H vs SSC-H y posteriormente se analizo la fluorescencia del CFSE.

Paralelamente, se observa en la Fig. 28A que los linfocitos CD8" estimulados sin NaAsO, se
dividen cinco veces y al exponerlos a 1uM de NaAsO, (Fig. 28B) las células se dividen también
cinco veces, sin embargo podemos apreciar que hay una reduccion en el nimero de células de las
Gltimas tres divisiones en comparacion con el control. Al exponer los linfocitos CD8* a 2uM de
NaAsO, (Fig. 28B) se observa que hay sdlo cuatro divisiones y que el nimero de células de las
Ultimas tres divisiones sigue siendo menor en comparacion con el control. Los efectos antes
mencionados se ven incrementados de manera dosis dependiente hasta la concentracion de 5uM,

en la cual se pone en evidencia que los linfocitos CD8" se dividen Unicamente tres veces, y que el
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nimero de células en cada una de estas divisiones es mucho menor en comparacion con el
control. Estos datos demuestran que ademas de reducir el nimero de divisiones de los linfocitos

CD8*, el NaAsO, también reduce la cantidad de células en cada una de las divisiones.
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FIG. 26 ANALISIS DE LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS CD8™ Las células se incubaron, activaron y analizaron
al igual que en la Fig. 27, en ausencia (.....) o presencia (___) de diferentes concentraciones de NaAsO,.

El andlisis de los porcentajes de las células de la poblacion original que se dividieron en
cada condicion muestra que para ambas poblaciones dicho porcentaje disminuye de manera dosis
dependiente (Fig. 29), siendo esta reduccion siempre mayor en los linfocitos CD8*. Estos datos
muestran que el efecto que tiene el NaAsO, de reducir el porcentaje de la poblacion inicial capaz
de dividirse es mayor en los CD8" que en los CD4".
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FIG. 27 PORCENTAJE DE CELULAS DIVIDIDAS DE LINFOCITOS EXPUESTOS A NAASO,. Los datos obtenidos de la
proliferacion con CFSE de linfocitos CD4" (e) y CD8" (o) se analizaron para obtener el porcentaje de célu/as
divididas de acuerdo a Lyons [109].

Se concluye con estos experimentos que el NaAsO, reduce la cantidad de divisiones tanto
de los linfocitos CD4* como de los linfocitos CD8*. Sin embargo, también muestran que los
linfocitos CD8" son mas sensibles al efecto del NaAsO, debido a que la cantidad de células que
observamos en cada division se reduce mucho mas que en los CD4", asi mismo, la cantidad de

células de la poblacion original que se dividieron es menor en los CD8" que en los CD4".

2.2 Andlisis del ciclo celular y apoptosis de linfocitos CD4" y CDS8*
expuestos a NaAsO;

En experimentos anteriores se demostré que los linfocitos CD8* son mas sensibles al
NaAsO; que los CD4"*. Debido a esto, se analizd si la diferencia en la sensibilidad era debida a
diferencias en el ciclo celular y/o apoptosis. Al estudiar el ciclo celular (Fig. 31A) se observa que el
porcentaje de células en las fases Gy/G; se incrementa de manera dosis dependiente, tanto en los
linfocitos CD4* como en los CD8", y este incremento es similar en ambas poblaciones. Esto indica
que el efecto del NaAsO, de impedir que los linfocitos entren a ciclo celular es el mismo en
linfocitos CD4™ y CD8". El analisis del porcentaje de células en la fase S (Fig. 31B) muestra que
hay una reduccion dosis dependiente y equivalente entre ambas poblaciones. Esto confirma que
los linfocitos CD4* y los CD8* son igualmente incapaces de progresar en el ciclo celular.

Finalmente, al analizar la fase G,/M (Fig. 31C) se aprecia que no hay diferencias en el porcentaje
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de células al incrementar la concentracion de NaAsO, y que el comportamiento es el mismo en
ambas poblaciones. Estos datos sugieren que el NaAsO, evita que los linfocitos progresen al ciclo
celular, que este efecto es similar en linfocitos CD4" y en CD8", y se concluye que la sensibilidad

desigual de las poblaciones al NaAsO, no se debe a efectos diferentes del compuesto en el ciclo

celular.
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FIG. 28 ANALISIS DEL CICLO CELULAR DE LINFOCITOS CD4" Y CD8". Las células CD4" (e) y CD8" (o) fueron
separadas por seleccion magnética positiva. Se incubaron por 24h con concentraciones crecientes de
NaAsO, (1-5uM) y activadas con PHA por 72 h. Posteriormente se fijaron en etanol, se extrajo el DNA de
bajo peso molecular y se incubaron con RNAsa y PI. Finalmente se capturaron los datos en el citdmetro
inmediatamente. La cantidad de DNA se definio con los pardmetros de FL2-A vs FL2-W y posteriormente se
analizaron los datos en funcion de FL2-H. EL porcentaje de células en cada fase se obtuvo analizando los
datos en el programa MODFIT LT

Paralelamente, se analizd el porcentaje de células apoptoticas en estas muestras. En la
Fig.32 se muestra que el NaAsO, induce apoptosis de manera dosis dependiente y que esta

induccion es similar en linfocitos CD4* y CD8*.
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FIG. 29 ANALISIS DEL EFECTO APOPTOTICO DEL NaAsO, EN LINFOCITOS CD4* (o) Y CD8" (o). Las células
CD4" (o) y CD8" (o) fueron separadas por seleccion magnética positiva fueron incubadas por 24h en
presencia de diferentes concentraciones de NaAsO, (1-5uM). Los datos se analizaron como se indica en la
Fig. 31 y el porcentaje de células apoptdticas se calculd utilizando el programa MODFIT LT. Para la
comparacion de estos datos se le resto a cada punto el valor correspondiente a las células apoptéticas
estimuladas sin NaAsO,. Este valor corresponde a 0.24 para los CD4" y a 7.86 para los CD8".

El hecho de que observemos tanto para los linfocitos CD4* como para los CD8" arresto
celular en la fase Go/G; y efecto apoptético del NaAsO,, explica en parte la reduccion en la
proliferacion de ambas poblaciones, sin embargo no explica la diferencia en la disminucion en la

proliferacion de cada una de ellas.

2.3 Analisis de la expresion de las moléculas CD69 y CD25

Debido a que la sensibilidad al efecto del NaAsO,; en las poblaciones CD4* y CD8" no se
explica por alteraciones en el ciclo celular ni por la inducciéon de apoptosis, nos preguntamos si el
NaAsO, tiene un efecto diferencial sobre la activacion de las poblaciones CD4" y CD8*. Para
responder esta pregunta, se analizé la expresion del marcador de activacion temprana CD69 y la
expresion de la cadena o del receptor de la IL-2 o CD25, el cual se considera un marcador de
activacion tardia. Para ello, disefiamos un experimento que nos permitiera analizar el efecto del

NaAsO, (1-5uM) en una cinética de 72 h.

En la Fig. 33 se observa el efecto del NaAsO, sobre los marcadores de activacion CD69 y
CD25 en linfocitos CD4" expuestos a concentraciones crecientes de NaAsO, (1-5uM) en una

cinética de 72 h. Primero, se analizo el patron de las moléculas de activacion de los linfocitos CD4*

54



a las 24h. Se aprecia que en las células estimuladas sin NaAsO, (A) la mayor cantidad de células
son positivas para ambos marcadores, y se pueden distinguir en menor cantidad un grupo de
células que son positivas Unicamente para el marcador CD69, las cuales se encuentran en una
etapa mas temprana de activacion. Cuando se exponen los linfocitos a NaAsO, (B-F) se observa
que de manera dosis dependiente hay una disminucion en la cantidad de células CD69°CD25", asi
como una acumulacion de células CD69°CD25". Esto demuestra que en linfocitos CD4* el NaAsO,

no interfiere con la expresion del marcador CD69, pero inhibe la expresion del marcador CD25.

En la misma figura se observa el patron de activacion a las 48 h. En las células estimuladas
sin NaAsO, (G) el mayor nimero de células son dobles positivas, 5% de las células que son solo
CD69" y comienza a acumularse una poblacion que es Unicamente CD25" (activacion tardia).
Cuando se exponen los linfocitos a NaAsO, (H-L) observamos que las células atn son capaces de
expresar el marcador CD69 y se comienza a ver una acumulacion de células dobles positivas, pero
no una poblacion CD25*CD69". Estos datos sugieren que al ser expuestos al NaAsO, los linfocitos
CD4" se activan de manera apropiada, ya que expresan el marcador CD69, sin embargo su

capacidad de expresar el marcador CD25 es reducida en comparacion con el control.

A las 72 h se aprecia que de las células estimuladas sin NaAsO, (M) la mayor parte han
perdido el marcador CD69, pero siguen expresando CD25, por lo que se encuentran en la fase
tardia de la activacion. En las células expuestas a NaAsO, (N-R) se observa que ahora el mayor
porcentaje se encuentra como células dobles positivas, y en las células expuestas a las
concentraciones mas bajas (N y O) se encuentran también células en la fase tardia de la activacion
(CD25'CD69). Esto sugiere que el NaAsO, no inhibe la expresion del marcador CD25, sino que la
retrasa. Resulta interesante que los linfocitos expuestos a 5uM de NaAsO, y estimulados por 72 h
presentan un patron de expresion muy semejante a los linfocitos sin exponer a NaAsO,

estimulados por 24 h (A).

Los datos obtenidos muestran que el NaAsO, no afecta la activacion temprana de los
linfocitos CD4", pero retrasa la expresion del marcador CD25, y la pérdida de la expresion del
marcador CD69. Esto sugiere que el NaAsO, retrasa la cinética normal de activacion de los
linfocitos CD4".
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De igual manera analizamos la cinética de activacion de los linfocitos CD8" en presencia de
NaAsO, (Fig. 34). Se observa en las células CD8" activadas por 24 h sin NaAsO, (A) que el mayor
porcentaje son CD69*CD25", y solo un porcentaje pequefio son CD69*CD25". Cuando exponemos
las células a NaAsO, (B-F) se reduce de manera dosis dependiente la cantidad de linfocitos dobles
positivos, y que se acumulan los linfocitos que son Unicamente CD69"; sin embargo, también se
incrementa la cantidad de células dobles negativas. Estos datos muestran que el NaAsO, interfiere
con la expresion del marcador CD25, y ademas impide la activacion de un porcentaje de la

poblacion, el cual corresponde a las células que son incapaces de expresar el marcador CD69.

A las 48 h post-activacion, en las células estimuladas en ausencia de NaAsO; (G), el mayor
porcentaje sigue siendo dobles positivas; hay una reduccion de las células CD69'CD25", y un
aumento de células CD25'CD69". En presencia de NaAsO, (H-L) se observa una acumulacion de
células dobles positivas, asi como acumulacion de células dobles negativas al incrementar la
concentracion de NaAsO,. Estos datos muestran que los linfocitos que lograron activarse a las 24
h, es decir, las células CD69", son capaces de progresar en la activacion, pues recuperan la
expresion del marcador CD25, sin embargo seguimos observando un porcentaje de la poblacion

que no ha sido capaz de activarse (CD69°CD25").

A las 72h, en ausencia de NaAsO, (M) el mayor porcentaje de los linfocitos CD8" son
CD25'CD69 y todavia se encuentran algunos dobles positivos. Cuando analizamos las células
expuestas a NaAsO, (N-R) a las menores concentraciones (N y O) la mayor parte son dobles
positivas y algunas con CD25'CD69". En el caso de las concentraciones mayores (P-R) se sigue
incrementando el porcentaje de células dobles positivas, pero no hay todavia una acumulacién de
células CD25" CD69" y todavia se encuentran células CD69*CD25". También en este punto hay una
acumulacion de células dobles negativas, esto es, que no se han activado. Estos datos sugieren
que el NaAsO, retrasa los patrones de activacion normal de los linfocitos CD8" y que a diferencia

de los CD4",hay una poblacion que es incapaz de activarse.

Podemos concluir que el NaAsO, atrasa la activacion habitual de los linfocitos CD4* y CD8*
estimulados con PHA provocando un retraso en el patron normal de la pérdida del marcador CD69,
asi como un retraso en la expresion del marcador CD25. Sin embargo los linfocitos CD8* son mas
sensibles al NaAsO,, ya que en el caso de estos existe un porcentaje de esta poblacién que resulta

incapaz de activarse, debido al NaAsO,.
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F1G. 30 CINETICA DE LA EXPRESION DEL LOS MARCADORES CD69 Y CD25 EN LINFOCITOS CD4* EXPUESTOS A NaAsO,. PBMC totales fueron incubados con
concentraciones crecientes de NaAsO, por 24 h, estimulados con PHA y cosechados a las 24, 48 y 72 h. Se determind la expresion de CD69 y CD25 en
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F1G. 31 CINETICA DE LA EXPRESION DEL LOS MARCADORES CD69 Y CD25 EN LINFOCITOS CD8* EXPUESTOS A NaAsO,. PBMC totales fueron incubados con
concentraciones crecientes de NaAsO, por 24 h, estimulados con PHA y cosechados a las 24, 48 y 72 h. Se determind la expresion de CD69 y CD25 en
la poblaciéon CD8" utilizando anticuerpos anti-CD69-FITC, anti-CD25-Cy5, y anti-CD4-PE. La region positiva para CD8 fue seleccionada y analizada para la
expresion simultanea de CD69 y CD25.



V Discusion

Se ha reportado previamente que el NaAsO, reduce la proliferacién de linfocitos T humanos
estimulados con PHA /n vitro [56,58,60]. En este trabajo utilizamos el colorante CFSE para analizar el
efecto del NaAsO, en la proliferacion de los linfocitos T humanos, asi como sobre las subpoblaciones
de linfocitos T CD4" y CD8".

Se utilizaron concentraciones de NaAsO, de 1uM a 5uM debido a que existe una gran variedad
de concentraciones de As en agua de bebida en diferentes regiones, y que esto influye en la
concentracion de As en sangre[44,111-113]. Cabe sefialar que en muchos estudios utilizan
concentraciones que se encuentran igual o por debajo de la concentracion permitida por
organizaciones como la ACSH (American Council on Science and Health), que corresponde a 50ug/| de
agua [17], asi como concentraciones que rebasan por mucho las reportadas en regiones con agua
contaminada por As, por lo que la asociacion de los diferentes efectos reportados del NaAsO, debe ser

analizada cuidadosamente.

El dafo que causa el As en linfocitos se ha evaluado de diferentes maneras, una de ellas es el
analisis de su proliferacion al activarlas con un mitdgeno. Tradicionalmente se utilizan los ensayos de
incorporacion de [*H]-Timidina para analizar la proliferacion celular. Nosotros utilizamos el colorante
CFSE para el analisis de la proliferacion debido a su facil manejo y a la informacion que proporciona.
El CFSE es un colorante que ha resultado muy Util en estudios sobre la proliferacion de diferentes
células del sistema inmune [114] ya que proporciona informacion detallada de cada célula, asi como
sobre la historia de las divisiones de un cultivo celular. Estos detalles se refieren al nimero de veces
que se dividen los linfocitos al ser estimulados, la cantidad de células en cada una de las divisiones y
el porcentaje de células que fueron capaces de dividirse de la poblacion inicial (células
divididas)[109]. Esto se debe a que el colorante se incorpora a las células antes de comenzar a
dividirse y es posible detectar su fluorescencia en cada division posterior, a diferencia de métodos
como la incorporacién de [*H]-Timidina o de BrdU que Unicamente dan informacion respecto a una
ventana particular en el tiempo de la proliferacion, la cual corresponde al tiempo del pulso. También
es un método muy versatil, pues puede ser combinado con la técnica de inmunofluorescencia para

identificar diferentes caracteristicas fenotipicas de la poblacion que se esta dividiendo. Ademas de sus
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ventajas en cultivos /n vitro, también ha sido Util en modelos /n vivo en el estudio de fenémenos como

“homing” o proliferacion de linfocitos B, T, células NK, timocitos y células de memoria [114-116]

El uso del colorante CFSE en nuestro modelo confirma la reduccion en la proliferacion antes
reportada mediante el andlisis de la incorporacion de [*H]-Timidina [56,117]. Los andlisis realizados
con el colorante CFSE muestran ademas dos efectos del NaAsO, sobre los linfocitos humanos
activados con PHA: 1) El NaAsO, reduce el nimero de veces que se dividen los linfocitos T, asi como
el nimero de células en cada una de estas divisiones, lo cual indica que el NaAsO, reduce la
capacidad proliferativa de los linfocitos; 2( Al exponer a los linfocitos T a NaAsO, se reduce el
porcentaje de las células de la poblacion original que se dividieron, lo cual demuestra que el NaAsO,
también impide que cierto porcentaje de la poblacion inicial sea capaz de dividirse; mas ain,
encontramos que estos efectos son dosis dependientes. Estos experimentos muestran que la
informacion obtenida al analizar la proliferacion con CFSE provee datos mas detallados sobre el
comportamiento de los linfocitos en nuestro modelo y que es una buena herramienta para el analisis

detallado de la capacidad proliferativa e historia de las divisiones en un cultivo celular.

La disminucion en la proliferacion causada por la exposicion a NaAsO, puede deberse a varios
factores. Se ha demostrado en diferentes tipos celulares que la exposicion a As tiene como
consecuencia la formacion de microntcleos [47], aberraciones cromosomicas [16,54] e intercambio de
cromatidas hermanas [55]. Se ha sugerido que todos estos efectos pueden ser consecuencia del dafo
que genera el As a la estructura del citoesqueleto, particularmente a los filamentos de actina
[118,119], ya que el citoesqueleto es un elemento crucial para la segregacion cromosomal, asi como

para la citoquinesis [92].

Otro efecto del As que se relaciona con la reduccidn en la proliferacion es su capacidad de
generar dafo al DNA. El dafo que causa el As al DNA se ha evidenciado por el analisis de
electroforesis unicelular [120] y especialmente por el incremento en la expresion de p53 [39,121].
p53 es un gen supresor de tumores que se activa cuando hay dafio al DNA. El incremento de p53 en
la célula puede tener dos consecuencias, arresto del ciclo celular o apoptosis; el resultado depende
del momento del ciclo celular en que se encuentre la célula. El arresto celular se genera cuando la
célula se encuentra en la fase G;, lo cual permite que se repare el DA antes de entrar a la fase S,
mientras que la apoptosis ocurre cuando la célula se encuentra en cualquiera de las fases S, G, o M
[40,88]. El incremento en la expresion de p53 resulta particularmente importante para nuestro

modelo, ya que se ha demostrado que ocurre en linfocitos de sangre periférica de sujetos expuestos a
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As por agua de bebida, especialmente si ya han desarrollado cancer de piel [25]. El incremento de
p53 contribuye al retraso en la proliferacion que observamos al exponer los PBMC a NaAsO, asi como
el incremento de células apoptoticas, ya que cuando se dafa el DNA hay una acumulacion de p53 en
la célula que la detiene en la fase G, o bien enciende el programa de apoptosis en las células que

fueron danadas cuando se encontraban proliferando [92].

Se ha reportado que el As reduce la expresion de factores de trascripcion como AP-1 y NFk-B
[34,37]. Estos factores de transcripcién son importantes para la activacion de los genes de la IL-2,
CD69 y CD25, ya que tienen en su region promotora sitios para uno o ambos factores de transcripcion
[122-125]. Sin embargo, se ha demostrado que por lo menos en el caso de la IL-2, a bajas
concentraciones de NaAsQ, (0.001-1uM), no se altera la cantidad del transcrito [56].

Se ha reportado que al exponer linfocitos humanos a NaAsO, hay una acumulacion de
linfocitos en la fase G; del ciclo celular[60]. A diferencia de ese reporte, nosotros utilizamos una
técnica para determinar ciclo celular y apoptosis simultaneamente, con la que se encontré un
incremento en la poblacion apoptotica pero no en las células que se encuentran en la fase G;. Esto
sugiere la posibilidad de que el incremento en la cantidad de células en G; pueden ser falsos positivos,
que serian en realidad células que se encuentran en una fase apoptotica temprana y que aun tienen
un tamafio e integridad de la membrana equivalente a una célula en G;, por lo que no son
distinguibles hasta que se utilizan metodologias mas especificas como la extraccion del DNA de bajo

peso molecular.

Al exponer las células a NaAsO, se observa que se reduce el porcentaje de células en las fases
S y G/M, lo cual confirma que las células son incapaces de progresar y/o completar el ciclo celular.
Esto confirma que el NaAsO, reduce la capacidad de los linfocitos activados de iniciar y/o completar el
ciclo celular, y sugiere que al menos un porcentaje de las células que no se dividen estan entrando a

un proceso apoptotico.

El mecanismo por el cual el As induce apoptosis no esta completamente, sin embargo se han
descrito diversas moléculas relacionadas con la induccion de apoptosis y la sobrevivencia celular en
diferentes modelos de exposicion a As. En lineas celulares se ha reportado que tanto el NaAsO, como
el As,03 inducen apoptosis debido a una reduccion en la actividad de NF-xB. El factor de transcripcion
NF-xB regula la expresion de moléculas que rescatan a las células de apoptosis como IAPs y TRAFs,

que bloquean la actividad de caspasas y también a moléculas como Bcl-2 y Bcl-x,, que previenen la
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liberacion del citocromo C de la mitocondria. [41]. Se ha reportado también que el As induce
apoptosis via el poro de transicion de la permeabilidad (PTP) de la mitocondria a través de una
reduccion en el potencial de la membrana mitocondrial [126]. Resulta en especial interesante que en
células Jurkat la exposicion a NaAsO, activa tanto a caspasas como a la proteina AKT, que son sefales
de muerte y sobrevivencia respectivamente. La inhibicion de la activacion de AKT lleva a la activacion
de caspasas y por lo tanto a la muerte celular [127]. Estos reportes sugieren que la principal via por la
cual el As ejerce sus propiedades apoptdticas es a través de la via mitocondrial, lo cual coincide con la
apoptosis inducida por la formacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales son producto de la

exposicion a As [14].

Los linfocitos expuestos a NaAsO, tienen una expresion menor de los marcadores CD4 y CDS,
sin embargo, la subpoblacion CD8" es mas sensible a la perdida del marcador que la CD4". La
reduccion en la expresion de los marcadores CD4 y CD8 podria deberse a que el NaAsO, dana el
citoesqueleto celular [119], lo cual podria limitar el transporte de dichas moléculas a la membrana
celular. Las moléculas CD4 y CD8 estén involucradas en amplificar la sefial de activacion fisiologica de
linfocitos T, pues interactian con la molécula de MHC en la célula presentadora de antigeno [72].
Cuando las células son activadas con mitdgenos se considera que la activacion es resultado de la
suma de las interacciones de diferentes receptores involucrados en la activacion fisiologica de los
linfocitos T [128]. Debido a la importancia de las moléculas CD4 y CD8 en la activacion de los
linfocitos T, la reduccion en la expresion de ambas moléculas podria explicar en parte la reduccion en
la proliferacion observada al exponer los linfocitos a NaAsO,. Sin embargo no existen reportes
detallados del papel que tienen las moléculas CD4 y CD8 cuando los linfocitos son estimulados con
PHA.

Cuando analizamos el efecto del NaAsO, en la blastogénesis de linfocitos CD4* y CD8*
encontramos que el NaAsO, inhibe la transformacion blastica de ambas poblaciones. Ademas
observamos una reduccion en la cantidad de células CD4", efecto que no observamos en los linfocitos
CD8*. En el caso de los linfocitos CD8*, la reduccion en la transformacion blastica concuerda con la
reduccion en la expresion del marcador. En el caso de los linfocitos CD4" no existe esta concordancia
y resulta ademas muy evidente la acumulacion de una poblacion de pequefio tamafio y negativa para
el marcador. Previamente se reportd que a concentraciones < 1uM de NaAsO, se reduce la proporcion
de células CD4* pero no de CD8", sin embargo, en ese trabajo la reduccion en la poblacion CD4*

corresponde unicamente a linfocitos de mujeres [129]. Nuestros datos no concuerdan totalmente con
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los datos reportados, ya que la reduccion en la proporcion de linfocitos CD4* la observamos tanto en
células de hombres como de mujeres. Estas diferencias pueden deberse a que en el presente trabajo
las células se expusieron a concentraciones de NaAsO, > 1uM, mientras que en el reporte
mencionado utilizan concentraciones < 1uM. Esta diferencia confirma la importancia antes reportada

de la concentracion en los efectos inmunotoxicos del NaAsO, [130].

El efecto diferencial que observamos en la expresion de los marcadores CD4 y CD8 al exponer
las células a NaAsO, sugirid la posibilidad de encontrar diferencias en otros parametros. Por otro lado,
ya se habia reportado que la exposicion a NaAsO, a concentraciones >1uM induce apoptosis,
particularmente en la poblacion CD4" [61], por lo que se incrementd la concentracion de NaAsO,

evaluada.

Para determinar los efectos de estas poblaciones de manera independiente se separaron las
células CD4" y CD8" por el método de seleccion magnética positiva. Esta separacion implica el uso de
anticuerpos acoplados a perlas magnéticas, los cuales las células conservan a lo largo de todo el
experimento. Se ha reportado previamente que la presencia de anticuerpos acoplados a perlas
magnéticas no afecta la funcion de los linfocitos ni su produccion de citocinas [131]. Ademas, al
analizar la proliferacion con CFSE se observan patrones de division equivalentes a los patrones de
linfocitos totales activados en cultivos de PBMC totales, lo cual indica que las perlas magnéticas no

afectan la proliferacion celular.

El analisis de la proliferacion de los linfocitos CD4" y CD8* mostrd que hay una reduccion en
el nimero de divisiones en ambas poblaciones, sin embargo, la cantidad de células en cada division
es siempre menor en el caso de los CD8", asi como el porcentaje de las células de la poblacion
original que se dividieron. Con lo esto se concluye que los linfocitos CD8" son mas sensibles que los
CD4" al efecto del NaAsO; la proliferacion.

La reduccion en la proliferacion de linfocitos expuestos a NaAsO, se debe en parte a una
reduccion en la disponibilidad de IL-2 en el medio [56,60], lo cual explica la reduccion en la
proliferacion de ambas poblaciones. Por otro lado, recientemente se ha descrito que los linfocitos
CD8* no requieren IL-2 durante la proliferacion inmediata a la activacion, pero es necesaria para
mantener la expansion posterior de esta subpoblacion [132]. Esto podria explicar por qué hay un

nimero menor de linfocitos CD8" en cada una de las divisiones. Probablemente, comienzan a
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proliferar, pero la falta de IL-2 causada por la exposicion a As no les permite mantener la expansion,

razon por la cual encontramos un nimero menor de linfocitos CD8" en comparacion con los CD4".

Al analizar el ciclo celular y el porcentaje de células apoptdticas encontramos que el efecto del
NaAsO, sobre ambas poblaciones es similar. El hecho de que tanto los linfocitos CD4" como las CD8*
sean igualmente susceptibles a morir por apoptosis al ser expuestos a NaAsO, concuerda con lo antes
reportado por Gupta et al [133]. El modelo utilizado por este grupo es con linfocitos humanos no
activados expuestos a As;0s. Lo que ellos observan es que el As,O; induce apoptosis en ambos
subtipos celulares por la via mitocondrial, y en ambas poblaciones hay activacion de las caspasas 8, 9
y 3. Reportan también que en ambas poblaciones se generan especies reactivas de oxigeno y que se
reduce la cantidad de glutation intracelular. El glutation es un antioxidante cuya reduccion esta
asociada con una alta susceptibilidad a iniciar un proceso apoptético. Finalmente observan que con la
exposicion a As,0; se reduce el nimero de moléculas que inhiben la apoptosis como Bcl-2, Bcl-x, y
VDAC e incrementa la expresion de Bax, que participa en la liberacion del citocromo ¢ y promueve la
apoptosis [133]. Estos datos sugieren que la apoptosis de linfocitos CD4" y CD8" expuestos a As esta
mediada por la generacion de especies reactivas de oxigeno, y dado que este efecto parece ser el
mismo en ambas poblaciones era de esperarse que en ambos casos se inicie un proceso apoptotico

por las mismas vias y explica por qué no vemos diferencias entre las subpoblaciones.

Debido a la similitud de los resultados en el ciclo celular y la apoptosis de ambas
subpoblaciones se analizaron eventos mas tempranos en la activacion de los linfocitos T, como es la

expresion de los marcadores CD69 y CD25 en células expuestas a NaAsO,.

La molécula CD69 es un marcador de activacion muy temprano por lo que su expresion se
asocia con una activacion apropiada del linfocito T. Normalmente la molécula CD69 tiene su pico de
expresion entre las 24 y 48 h después de la estimulacion y se pierde su expresion durante las 24 h
posteriores al retiro del estimulo [78]. Al analizar la expresion de CD69 en linfocitos CD4" y CD8" se
encontrd que en ambos casos se retrasa la pérdida del marcador CD69. El hecho de que la expresion
del CD69 no se encuentre alterada sugiere que los efectos del NaAsO, no son sobre las primeras
sefiales de activacion. Sin embargo, el retraso en la pérdida de este marcador nos indica que el
arsénico esta impidiendo el paso a la siguiente etapa, en la cual ya no es necesaria la expresion del
marcador CD69.
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El CD25 es otra molécula importante durante la activacion del linfocito T, ya que corresponde
a la cadena o del receptor de la IL-2 y es el encargado de incrementar la afinidad del receptor con su
ligando y por lo tanto de desencadenar la sefializacion de la IL-2 [84]. Cuando se analizd la expresion
del CD25 en linfocitos CD4* y CD8" expuestos a NaAsO, se encontrd un retraso en la expresion del
marcador en ambas poblaciones. La progresion de los linfocitos T de la fase G; al resto del ciclo
depende de la interaccion de la IL-2 son su receptor, por lo que la falta de expresion de este Gltimo
explica en parte el retraso de la proliferacion. Ya se habia reportado previamente que el GaAs reduce
la expresion del CD25 en linfocitos murinos [134]. Este mismo grupo sugiere que esta reduccion se
debe a que el As impide la unién del CD25 con las cadenas B y y que conforman el receptor de la IL-
2, ya que el As tiene la propiedad de unirse a grupos sulfidrilo, y tanto el CD25 como la cadena y

tienen diversas uniones disulfuro que podrian ser susceptibles al efecto del As [134].

Se ha reportado que el NaAsO, inhibe factores de transcripcion que estan involucrados con la
activacion de la IL-2 y del CD25 (AP-1 y NF-xB), lo que podria explicar la reduccion en la expresion
que observamos, sin embargo esos mismos factores de transcripcion estan también involucrados en la
activacion de la molécula CD69, la cual no se ve afectada en su expresion. Otra posibilidad es que el
NaAsO, esté hipermetilando [49] regiones promotoras de la transcripcion de los genes de la IL-2 y del

CD25 y por lo tanto las reprima.

Si bien el efecto del NaAsO, sobre los marcadores CD69 y CD25 es el mismo tanto en la
poblacion CD4* y CD8", encontramos que en la poblacion CD8" hay una acumulacion de células CD69
CD25, la cual parece ser incapaz de activarse. Estos datos muestran una vez mas que los linfocitos
CD8* son mas sensibles al NaAsO, que los CD4". El hecho de que el As afecte la activacion de los
linfocitos CD8* en un punto tan temprano de la activacién podria deberse a simples diferencias
estructurales entre las moléculas CD4 y CD8, ya que mientras la molécula CD4 en un mondmero, la
molécula CD8 es un dimero unido por un puente disulfuro [64], el cual podria ser alterado por el

arsénico, limitando la capacidad de los linfocitos CD8" de activarse.

El hecho de que no se haya observado una acumulacion de células CD69°CD25" en la poblacion
CD4" podria deberse a que en estos experimentos sdlo analizamos las células positivas para este
marcador y como mencionamos anteriormente, existe la posibilidad de que los linfocitos CD4" que no
se dividen hayan perdido por completo la expresion del marcador, por lo que las células

correspondientes a la poblacion CD69CD25 no fueron analizadas en este experimento. Con estos
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datos surge la idea de que el efecto diferencial del NaAsO, sobre las poblaciones CD4* y CD8" sea
sobre caracteristicas diferentes en cada poblacion (proliferacion y expresion de marcadores y

moléculas de activacion)

Los experimentos fueron realizados con linfocitos de diferentes donadores, y se confirmé que
existe una gran variacion entre ellos al efecto del NaAsO,, lo cual se habia reportado previamente
[15,55,135]. Esta variacion puede deberse a una predisposicion genética. Se ha reportado que existe
una sensibilidad semejante en personas de la misma familia, particularmente entre hermanos, y que
esta correlacion no existe entre familias diferentes [136]. Se ha demostrado que la metilacion del As
entre familiares es semejante, a diferencia de personas que no estén relacionadas entre si, lo cual
sugiere que la capacidad para metilar el As tiene un importante componente familiar[136]. La
existencia de esta relacion entre familiares podria deberse a polimorfismos heredados en cada familia
que podrian afectar genes involucrados en la eficiencia del metabolismo del As o bien sobre moléculas

con funciones importantes como la reparacion del DNA o la eliminacion de radicales libres.

En conclusion, en este trabajo se comprueba que existen diferencias en el efecto del NaAsO,
sobre las poblaciones CD4" y CD8". Se demuestra que a nivel de proliferacion y activacion los
linfocitos CD8" son mas sensibles que los linfocitos CD4", sin embargo, hay una reduccion en el
porcentaje de linfocitos CD4*, pero no de linfocitos CD8". El hecho de que al As afecte de manera
diferente a los linfocitos CD4" y CD8™ explicaria en parte la susceptibilidad de las personas expuestas
a agua de bebida con As a desarrollar procesos cancerosos. Si bien es cierto que ambas
subpoblaciones estan involucradas en la eliminacion de células tumorales [137], es a los linfocitos
CD8* a quienes se les atribuye el papel mas importante, debido a su funcion citotoxica. El efecto
diferencial del NaAsO, sobre los linfocitos T CD4" y CD8" sugiere un doble efecto del As, ya que por
un lado es un compuesto cancerigeno en diferentes tejidos, y por otro lado, al afectar principalmente
a los linfocitos CD8" limitaria la capacidad del sistema inmune de enfrentarse a un proceso canceroso.
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