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RESUMEN

El arsénico es un contaminante ambiental ampliamente distribuido conocido como
carcinogénico para el ser humano, aunque sus mecanismos de accién son muy poco
conocidos. Puesto que se han observado alteraciones en la capacidad proliferativa de linfocitas
expuestos /n vitro e in vivo a compuestos arsenicales, se evalud e! efecto del arsenito de sodio
in vitro sobre la capacidad de secrecion de interleucina-2, fomando en cuenta la importancia
que esta glucoproteina tiene en la progresion del ciclo celular de los linfocitos. Se hicieron
cultivos de linfocitos circulantes de diez donadores, los cuales fueron tratados en fase GO por
24 h con arsenito de sodio en distintas concentraciones (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1 uM) vy se
estimularon con fitohemaglutinina (PHA) por 24 h. Los cultivos fueron cosechados y se evaiud
la viabilidad (ensayo de MTT), la proliferacién (incorporacién de |°H|-T) y la cantidad de
interleucina-2 (IL-2) secretada (bloensayo de CTLL-2). Se observd que las concentraciones
empleadas de arsenito de sodio no fueron directamente citoldxicas para la mayorla de los
cultivos, ya que se observaron alteraclones en la viabilidad no mayores al 15%, con excepcion
de uno de los individuos en el que la viabilidad se redujo cerca del 60%. Se observd
susceptibilidad individual en la capacidad proliferativa de las células, ya que las
concentraciones 0.5 y 1 M de arsenito de sodio redujeron la capacidad proliferativa de los
cultivos de 30 a 75%, mientras que las demads concentraciones provocaron respuestas
diferentes en los individuos. El tralamiento con arsenito de sodio produjo diferencias inter e
intraindividuales en la cantidad de IL-2 secretada, pudiéndose observar decrementes del 30 al
95% en § de los donadores, incrementos del 30 al 80% en dos de los donadores, o ningin
efecto en otros tres. Estos resullados indican que el arsenito de sodio puede modificar la
capacidad proliferativa de los linfocitos, asi como su capacidad de secretar IL-2. dependiendo
de factores aun sin determinar Inherentes al individuo. Ademés es evidente que existe una alta
susceptibilidad individual al arsénico, y que uno de los individuos participantes en este estudio
presentd una mayor sensibilidad al efecto del arsenilo de sodio que el resto de los individuos.



INTRODUCCION

EL SISTEMA INMUNE

En el ambiente los organismos estan sometidos a distintos factores que
determinan su conlinuidad como especie (por ejemplo el clima, la competencia por
los recursos, las enfermedades, los contaminantes quimicos, etc). Es por eso que
aquellos que han desarrollado mecanismos que les permiten adecuarse a los
distintos factores tienen una mayor probabilidad de sobrevivencia y por ello, de
dejar progenie y mantener su especie. El medio ambiente contiene una gran
variedad de microbios infecciosos (viruses, bacterias, hongos, protozoarios y
parasitos multicelulares), que provocan dafo, y que si se multiplicaran
descontroladamente, matarian eventualmente a su huésped. Algunos organismos
cuentan con el sistema inmune (Sl), que es una compleja red de células, tejidos y
6rganocs que responde a la presencia de agentes infecciosos o de células
infectadas que presentan antigenos extrafios, y que se encarga de eliminarles y

de minimizar el dafto que provocan (Abbas et al, 1991; Roitt et al, 1936).

Las céiulas que estan direclamente relacionadas y que caracterizan la
funcion inmune son varias: los linfocitos, los macrofagos. los leucocitos
polimorfonucleares, etc. Todas éstas se derivan de las células madre (stem celis)
que se originan en la médula ¢sea de los organismos adultes, o en el higado de
los organismos prenatales, de donde pueden o no migrar hacia otros 6rganos
linfaticos para diferenciarse. Una vez maduros los linfocitos y las células
accesorias, pueden moverse hacia diferentes destinos, como por ejemplo el
sistema circulatorio, en donde se mantienen en constante movimiento; ¢ a los

tejidos linfaticos secundarios, como el bazo, los nédulos linfaticos y todos los



diversos lejidos del orgamismo (excepto el tgjido nervioso). en donde pueden
acumularse para optimizar las interacciones celulares necesarias para ia
activacion de la respuesta inmune (Abbas et al,1991; Roitt et al, 1996).

Existen dos clases principales de linfocitos en el S} los T y los B. Los
linfacitos T se diferencian en el timo y los linfocitos B lo hacen en ia médula dsea
(o en la Bursa de Fabricius en las aves). Aunque estos dos tipos de linfacitos son
practicamente indistinguibles en forma y tamafio cuando se observan por medio
de microscopia convencional, molecularmente son bastante diferentes,
particularmente en el lipo de receptores membranales que presentan, que estan
determinados por la distinta funcién que desarrollan estos linfacitas que depende
principaimente del reconocimiento de moléculas externas por medio de sus
receptores membranales. Los linfocltos B son las Unicas céluias capaces de
producir inmunoglobulinas, las cuales se encuentran expuestas en su membrana,
y cuando estos reconocen un antigeno se inicia la secuencia de activacion de las
células B, que culmina von el desarrollo de células efectoras que secretan
activamente anticuempos. Por todo esto se reconoce que las células B estan
directamente relacionadas con la Inmunidad humoral (Abbas et al, 1991; Raitt et al,
1986).

Los linfacitos T

Los linfocitos T estdn divididos molecular y funcionalmente en dos
stibpoblaciones principales: los linfocitos T ayudadores (TCD4+ o Thy y los
citotdxicas (TCD8+ o CTL). Cuando los linfocitos TCD4+ reconacen por medio del
receplor de célula T (TCR) un antigeno especlfico asociade al complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1l (MHC il) en la membrana de una célula
presentadora de antigeno (APC), el linfocito es capaz de entrar a la fase G1 de!
ciclo celular (Fig. 1) y de sectetar factores de crecimienta proléicos llamados

linfocinas (interferdn-gamma; IFN-y, interleucina-2; IL-2, interleucina-3; IL-3, factor
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Figura 1. Esquema del ciclo celular de los linfocitos T. Cuando la célula se encuentra en la fase
GO necesita ser activada por un antigeno mediante su TCR para que entre en fase G1, esto provoca
el encendido de diversos genes, entre los que se encuentra el de la 1L-2. La 1L-2 secretada por cl
linfocito puede ser un factor de crecimiento tanto autderino coma paricrino, y es necesaria para la
progresién de Gl a S en el ciclo celular de los linfocitos.



de necrosis tumoral-beta; TNF-fi. efc) cuya funcidn es la amplificacién de la
respuesta inmune mediante la activacion, proliferacidn, atraccién y diferenciacién
de fos mismos linfocitos T, los B, los macréfagos, y demds células det St (Roill et
al, 1996). Se ha encontrado que no todos los linfocitos TCD4+ una vez
diferenciados secretan las mismas citocinas, sino que existen patrones
especlficos de secrecion: los linfocitos Th conocidos como Th1 secretan iL-2 e
IFN-y. y Th2 que secretan IL-4 e iL-5 (Mosmann et al, 1986). Se ha observado que
hay ciertas subpoblaciones de células T que pueden funcionar también como
reguladoras de la respuesta humoral mediante la secrecion de factores inductores
de supresion (TsF) (Devens et al, 1991). Por su parte los linfocitos TCD8+ se
encargan de lisar a fas células que presentan un antigeno especlfico asociado al
complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC 1) {(por ejemplo las células
tumorales). Por estas caracteristicas se reconoce que los linfocitos T estan
encargados de mediar la inmunidad celular (Abbas et al, 1891, Roitt et al, 1996).

Como ya se menciond anteriormente, la inleraccién entre los grupos
celulares es necesaria para la activacion del Si. Este tipo de interacciones se lleva
a cabo por medio de la secrecién y el reconocimiento de distintos tipos de
moléculas que funcionan basicamente de dos maneras: como seflales
inlercelulares, o como receptores membranales capaces de reconocer dichas
sefiales (Clark y Ladbetter, 1994, Abbas et al, 1891, Roitt et al, 1996). Las
moléculas que funcionan como sefales intercelulares son llamadas en general
citocinas y son de naturaleza proteica. Dependiendo de! tipo celular que las
produzcan, son llamadas monocinas, si son secretadas por los macrofagos, o
linfocinas, si éstas son producidas por fos linfocitos T, aunque en realidad hay
otros tipos celulares que también son capaces de secrelarlas (Abbas et al, 1991,
Roitt et al, 1996).



Actualmente se conocen un gran numero de citocinas. Estas se han
clasificado segun el efecto que provocan al interaccionar con sus receptores
membranales especificos; un grupo se compone de las citocinas encargadas de
proteger contra infecciones virales (IFN-a., IFN-B, IFN-y, etc). Otro grupo es el de
las que inician reacciones inflamatorias en respuesta a virus o bacterias conocidas
como quimiocinas (IL-8, MIP-a, etc). Un ultimo grupo de citocinas es el
conformado por las que regulan la aclivacion, crecimiento y diferenciacion de los
linfocitos (IL-2, IL-4, IL-12, etc) (Fig. 2) (Abbas et al, 1991; Roitt et al, 1996).

Pero esta compleja red de células, tejidos y érganos que conforman al Sl,
no siempre es capaz de llevar a cabo la respuesta inmune ante cualquier cuerpo
extrafio que penelre en el organismo como se esperaria, ya que existen diferentes
factores fisiolégicos y ambientales que pueden provocar ya sea deficiencias o
aumento de la respuesta inmune de un organismo. Dentro de los factores
fisiolégicos, que se deben principalmente a defectos intrinsecos del metabolismo
en su mayoria determinados genéticamente, se encuentran por ejemplo los
relacionados con los cambios en concentraciones de diferentes tipos de hormonas
en la sangre circulante. Se ha encontrado por ejemplo que la presencia de
glucocorticoides suprime la respuesta inmune humoral y celular (Kawahara et al,
1990; Kavelaars et al, 1995); también se ha demostrado que la inmunotolerancia o
paralisis del SI puede ser provocada por la presencia en la sangre de anticuerpos
que se unen a receptores de antigenos de las céiulas inmunocompetentes (Abbas
et al, 1991). Ademds, hay una gran cantidad de enfermedades asociadas a
deficiencias en los linfocitos T y B (lnmunodeficiencia combinada severa, Ataxia
telangiectasia hereditaria, Inmunodeficiencia variable comudn, Agammaglobu-
linaemia ligada ai X, etc) (Roitt et al, 1996). Otro factor fisiologico individual que
sin duda modifica la respuesta inmune es la edad del organismo (Negoro et al,
1989; Kavelaars et al, 1995). Por su parte los factores ambientales que pueden
modificar |la respuesta inmune son por ejemplo las radiaciones (Kripke, 1994), la
malnutricidn (Kelley y Benedich, 1996), el consumo de drogas, medicamentos o la



CITOCINA PESO CELULAS PRINCIPAL EFECTOS
MOLECULAR (D) SECRETORAS CELULA BLANCO PRINCIPALES
inmunorcgulacion.
40-5000 células T, linfocitos, monocitos, | diterenciacion de
1PNy (dimero) células NK ctlulas tisularcs células B, accién
antiviral
monocitos, células
dendriticas, algunas
IL-la 33000 (precursor) | células . fibroblastos, | timecitos. neutrdfilos, | inmunoregulacidn,
1.1 17500 (maduro) células epitcliales, | célulasB ¥ T, células | inflamacion, fichre
endotelio, astracitos. tisulares
mlmﬁ[ngos _
cclulas T, células By T, proliferacion,
IL-2 15000 células NK monocios activacion
células “stem”, factor de estimulacidn
IL-3 15000 célules T progenitoras de colonia pan-
especifico
células B, division,
1L-4 15000 células T células T diferenciacion
células BB,
IL-§ 20000 células T cosindfilos diferenciacion
macrdfagos, células T, LlulasBy T, diferenciacion, sintesis
1.6 20000 fibroblastus, algunas | timocitos, hepatocitos { de protelnas de fase
células B aguda
L8 macrélagos, granulocitos,
(familia) 8000 células de la piel célulos T quimiotaxis
50000 inflamacidn,
TNlu (trimeny) catabolismo, fibrosis.
macrofagos, fibroblastos, produccidn de otras
{infocitos endotelio citovinus (111, 11.+86,
TNF 50000 GMACSEY y moléculis
(linfutorina) {dimero) de adhesion

Figura 2. Cuadro de lus citocinas mejor conocidas. (Tomado de Roiit et al, 1996)




presencia de algunas moléculas orgénicas (Shevach, 1985; Schoental, 1985), el
grado de estrés al que el individuo esté sometido (Glaser et al, 1990), la
exposicion a agentes quimicos, la previa infeccion con virus, bacterias, o
parasitos, etc (Abbas et al, 1991; Roitt et al, 1996)

LA INTERLEUCINA-2 Y SU RECEPTOR

Una de las citocinas méas conocidas hoy en dia, y que se sabe tiene un
papel central en la respuesta Inmunoldgica es la Interleucina 2 (IL.-2) (Swain,
1991), conocida anteriormente como factor de crecimiento de células T y que
pertenece al grupo de las encargadas de regular la activacién, crecimiento y
diferenclaclén de algunas células de!l S! (Smith, 1988).

Ef gen que codifica para esta citocina consta de 5737 pares de bases en e!
hombre y se encuentra localizado en el locus 4q26-27 de nuestro genoma. E!
resultado de la transcripcion de este gen es un ARNhn con tres Intrones y cuatro
exones los cuales después de la maduracién, dan como resultado un ARNm de
844 bases que al final se traduce en una proteina de aproximadamente 17 kDay
153 aminodcidos de secuencia (GenBank, Acc: J002284; GenBank, Acc:
X01586). La estructura cristalografica de la proteina ha sido dilucldada hasta los
3.0 A de resolucion, revelando que estd formada principalmente por a hélices
antiparalelas sin segmentos en eslructura secundaria § (Brandhuber et al, 1887) y
que entre los residuos de aminoacidos 58 y 105 se forma un puente disulfuro
(Cys-Cys), que si se reduce, se elimina la actividad biolégica de Ia proteina, lo que
indica que Ia eslructura terciaria de la IL-2 es muy importante para conservar su
funclonalidad (Ciardelli et al, 1987).

Esta glucoproteina es sintetizada principaimente por los linfocitos TCD4+
aproximadamente 50 min después de que el linfocito ha sido activado, es decir



cuando pasa de la fase GO a G1 del ciclo celular. Cuando el linfocito T se activa
en respuesta a un antigeno, el complejo conocido como CD3 formado por varias
proteinas y el cual esta asociado al TCR, inicia una cascada de reacciones en la
que se activan una gran variedad de sustratos como Lck, ZAP-70, PLCy1, p36,
p75, Grb2, Sos, p21ras, Raf-1, PKC, etc. (Fig.. 3), lo que aunado a la activacién
de receptores como CD28 y CTLA-4 provoca la activacion de diversos factores de
transcripcion como AP-1, NF-AT, NFAT-1, etc, dando lugar a la transcripcion en
distintos liempos de un gran ndmero de genes entre los que se encuentran los
que codifican para IFN-y, IL-2, p28, IL-3, [L-6, c-myb, eltc. (Crabtree, 1989,
lzquierdo et al, 1895, Robey y Allison, 1995)

Una vez secretada la {L-2 no sélo actua en las células de! Sl como los
linfocitos B, los linfocitos TCDB+, las NK, etc, sino que ademas o hace en los
mismos linfocitos TCD4+, formdndose asi una retroalimentaclén positiva que
favorece tanto la sintesis de [L-2 como también la sintesis de la cadena p55 del
receptor para IL-2 (CD 25), por lo que fa IL-2 es reconocida como el factor de
crecimiento autécrino mas Importante de los linfocitos (Stem y Smith, 1886; Smith,
1968; Swain, 1891),

Para que la IL-2 lleve a cabo todas sus funciones, es necesaric que
interactie con el receptor para iL-2 presente en la membrana de las células del
Sl, el cual se encarga de iniclar la cascada de sefiales dentro de la célula. Este
receplor esta conformado por al menos tres subunidades que poseen per se una
baja afinidad por el ligando; fa subunidad o (CD 25) de 55 kDa posee una
afinidad de 1x10-8 M, la subunidad p de 75 kDa con afinidad de 1x10°7 M, que se
ha encontrado que es la que posee el dominio citoplasmico capaz de transducir la
sefial por medio de la fosforilacién de los residuos de tirosina 338 y 510 y de
acelerar la internalizacion del receptor cuando Interactta con el ligando (Smith,
1989; Kono et ai, 1993; Minami et al, 1093; Goldsmith et al, 1995); y una tercera
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Figura 3. Cascada de sellales mediada por el complejo TCR/CD3. Después del reconocitniento del complejo
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transeripeion de genes mediante fa activacion de factores como NF-AT, AP-1, eic. La rirasina cinasa ZAP 70 al
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subunidad de 64 kDa, que se ha encontrado asociada a receptores de otras
citocinas (IL-4, IL-7,etc) por lo que se conoce como cadena comun y que por si
sola no tiene afinidad con e! ligando, pero asociada a la cadena f§ ayuda a elevar
su afinidad a 1x10-9 M. Al interaccionar estos tres polipéptidos por fuerzas no
covalentes se forma el receptor para IL-2 de alta afinidad (1x10-11 M) (Minami et
al, 1993). La transduccidn de la seital que la cadena [} lleva a cabo esla
relacionada con la fosforilacién de varios lipos de sustratos intracelulares,
incluyendose elia misma, olras tirosinas cinasas de las familia src y Jak's, ademas
de moléculas como Shc, Grb2, Sos, p75, p21ras, Raf-1, elc., lo que lleva a la
Inducciéon de proto-oncogenes como c-myb, c-jun, c-myc, c-fos, etc. y por
consecuencia a la sintesis de un gran niimero de protelnas (Fig.. 4)(Minami et al,
1993; Howard et a!,1995; izqulerdo et al, 1995).

La vida media en la membiana del receplor de alla afinidad, en ausencia de
IL-2, es de aproximadamente 150 min, pero en presencla de IL-2 su vida media se
reduce a 15 min. Debido a esto y al tiempo que tarda en sinletizarse y enviarse a
la membrana nuevo receptor, la concentracion en la membrana disminuye de 50 a
60% en el par de horas siguiente a la presencia iniclal de IL-2 en el medio,
recuperandose y elevandose posteriormente (Duprez et al, 1988; Smith, 1989). Se
ha encontrado que !a intemalizacion de! complejo ligando-receptor es requerida
para que la IL-2 promueva el crecimiento de lineas celulares dependientes de IL-2
(Kumas et al, 1987), y no se ha enconirado que esle complejo sea reciclado ala
membrana una vez que se ha sido internalizado a través de endosomas, los que
se fusionan en el citoplasma con lisosomas en donde son degradados por
proteasas 4cidas (Smith, 1988).

Se ha demostrado que cuando el linfocito TCD4+ se encuentra en la fase
GO0 del ciclo celular, presenta «n la membrana celular aproximadamente 500
cadenas § que pueden llegar a interaccionar con la IL-2, 5000 cadenas y y muy
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pocas cadenas a, pero cuando el linfocito es activado, las concentraciones en la
membrana de las cadenas o y B se incrementan en distintas proporciones
llegando a tener en el nivel maximo hasta 50000 cadenas a, 5000 cadenas p,
mientras que las cadenas y no aumentan en nitmero. De esta manera el nimero
de receptores de alta afinidad se eleva paulatinamente y se forma una
retroalimentacidn positiva hasta alcanzar el nivel maximo de secrecidn de IL-2 y
de concentracidn en membrana del receptor de alta afinidad, lo que sucede de 4 a
6 horas después de la activacion del linfocite. Se ha encontrado que la interaccian
de la IL-2 con su receptor de alta afinidad aumenta particularmente la sintesis de
cadenas a mas que de cadenas f}, elevando asi la cantidad de receptor de alta
afinidad en la membrana (Smith, 1989; Roitt et al, 1996).

La IL-2 es un factor necesario para la progresion del ciclo celular de los
linfocitos de la fase G1a la fase S (Klaus y Hawrylowicz, 1984), aumentando la
expresion del proto-oncogen c-myb hasta sels o siete veces en comparacion al
nivel basal (Stern y Smith, 1986). La cantidad de IL-2 secretada por los linfocitos
TCD4+ es una determinante de la magnitud de la respuesta inmune (Weinberg y
Parkman, 1990; Swain, 1981), ya que a) puede participar en la inmunoregulacion
evitando la respuesta de clerto tipo de células activadas por un antigeno (Scell y
Fitch,1989), b) estimula el crecimiento de las células NK aumentando su funcién
citoiitica, ¢) actua junto con otras interleucinas sobre los linfocitos B promoviendo
su desarrollo y diferenciacion, asi como la cacrecidn de anticuerpos al plasma, y
d) puede tener una actividad sinérgica junto con otras citocinas (p.ej. la 1L-12) e
inducir la secrecion de IFN-y por parte da las células TCD8+ y NK (Fig.. 5) (Swain,
1991; Abbas et al, 1991; Roilt et al, 1996). En células tumorales se ha encontrado
que su produccidn de IL-2 promueve una respuesta antitumoral efectiva, lo que se

. ha aprovechado en el disefo de inmunoterapias contra el cancer (Fearon et al,
1990; Counoyer y Caskey, 1993; Pardoll, 1993). Se han encontrado cuadros

;
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clinicos de inmunodeficiencia combinada severa debidos a defectos en Ia

produccidn de [L-2 por parte de los linfocitos T (Weinberg y Parkman, 1990).

EXPOSICION A ARSENICO

Para muchas especies, incuyendo al ser hurnano, la exposicién a agenies
quimicos es uno de los mayores problemas que enfrentan debido a que existe una
gran variedad de elementos y sustancias quimicas distribuidos en la naturaleza,
formando compuestos organicos e inorganicos téxicos, sobre todo debido al allo
nivel de Industriaiizacion de la sociedad humana. Las fabricas que se encargan de
manufacturar la gran gama de productos satisfactores de los que hoy en dia
disponemos, producen y emplean una gran cantidad de sustancias quimicas que
son potencialmente téxicas para los organfsmos y que son desechadas al medio
ambiente.

Un ejemplo claro de este tipo de sustancias toxicas es el arsénico (As).
Este metaloide se encuentra en la naturaieza formando parte de minerales como
los arsenuros de cobre, niquel, hierro, o como sulfuro u éxido de As; puede
ademas, encontrarse en forma de arseniato (arsénico pentavalente, As V') o de
arsenito (arsénico trivalente, As llI') en fuentes de agua que estén en contacto
con sedimentos ricos en sales; © bien, forimando parte de compuestos organicos
producto dei metabolisma de algunos seres vivos. E! As se emplea hoy en dia de
/arias formas en la industria: en la produccién de pesticidas cuyos compuestos
activos contienen As; en plantas fundidoras de cobre, oro, plomo y antimonio; en
plantas productoras de As; en plantas generadoras de electricidad por medio de la
combustién de carbdn mineral; en los taboratorios que se dedican a la fabricacion
de medicamentos (principalmente antiparasitarios) que contienen As; y
recientemente en fabricas de componentes elecirénicos que usan el arsenuro de
galio (GaAs) como semiconductor (Bencko, 1987; Vahter,1988, Diaz-Barriga et al,
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1993; Burns y Munson, 1893). La amplia distribucién del As lo hacen un
compuesto al cual cieflas poblaciones humanas estan expuestas constantemente,
ya sea por laborar en las diferentes industrias que lo emplean en sus medios de
produccién; por el consumo de alimentos (principalmente matrinos) que lo
contienen en forma de compuestos orgénicos (Aposhian, 1989), o por a ingestion
de agua con elevadas cantidades de As (Gonsebatt et al, 1994); por respirar en
un ambiente contaminado por las diferentes industrias que lo emplean: o bien por
el uso de medicamentes antiparasitarios que lo contengan (Goyer, 1991).

Diversos estudios epidemioldgicos en poblaciones humanas han
demostrado que la exposicién crénica a diversos compuestos arsenicales provoca
dafios a la salud del ser humano, algunos de ellos severos. Se han descrito
efectos iatrogénicos, principalmente a nive! def sistema nervioso central (Bencko,
1987), sobre todo encefalopatias y atrofia del nervio &ptico; ademds, en animales
experimentales alimentados con dosis altas de cido arsanllico, se producen
efactos toxicos a nivel de sistema nervioso (Bencko, 1987). Por otro lado, la
intoxicacién aguda con As inorgdnico produce distintos tipes de lesiones, la
principal es el dafio a! sistema digestivo que provoca vdmito y diarrea, ademas
de calambres, edema facial, anormalldades cardiacas, y si se sobrevive,
problemas sensoriales posteriores del sistema nervioso periférico (WHO, 1981).
La exposicién subaguda a compuestos de As en el aire dafia las membranas
mucosas del sistema respiratorio y la piel, a lo que 5e suma conjuntivitis y
dermalitis (WHOQ, 1981). La exposicién crdnica por inhalacion provoca dafio al
tracto respiratorio, y se ha asociado con la elevacidn en la tasa de nacidos
muertos y abortos (BSrzsonyi et al., 1992), La exposicion crénica a As también
produce alteraciones en las funciones hepdticas (Bencko, 1987). La ingestion
crénica de agua o medicamentos con As produce alleraciones cutaneas y se ha
asociado con distintos tipos de céncer, sobre todo en piel, vejiga, higado y rifidn, o
broncogénica cuando se estd expuesto por inhalacién (IARC, 1987, Cheng vy
Wang, 1990; Bates et al, 1992).
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Se han realizado estudios con linfocitos de individuos expuestos
cronicamente a As inorganico por el consumo de agua contaminada. y se ha
encontrado que la cinética del ciclo celular es més lenta y la respuesla a
mitdgenos mas reducida que las encontradas en linfocitos de individuos no
expuestos, ademas de que también se ha confirmado la capacidad del As como
genotdxico (Ostrosky-Wegman et al.,, 1991; Gonsebatt et al., 1994). En linfocitos
tratados in vifro con arsenito de sodio Gonsebatt y cols (1892) encontraron
efectos inhibitorios sobre su capacidad proliferativa. Por otro lado, se ha
demostrado que la exposicion a GaAs suprime la produccidn de anticuerpos,
ademas de inhibir la proliferacion de los linfocitos T y alterar la expresion de la
cadena a del receptor para IL.-2 (CD25) (Burns y Munson, 1993).

Se ha encontrado en estudios realizados con ratones con infecciones
virales expuestos a compueslos arsenicales dos tipus de efectos en el sistema
inmune. Gainer y Pry (1972) encontraron que la susceptibilldad en ratones
infectados con el virus de pseudorabia aumentaba cuando eran tratados con
arsenito de sodio, trioxido de arsénico y arsenato de sodio, mientras que la
mortalidad aumentaba de 2 a 9 veces en ratones infectados con el virus de la
encefalomiocarditis y expuestos a arsenito de sodio o &cido 4-hidroxi-3-
nitrobenzenarsonico, pero no asi con &cido p-arsanilico; ademds en ratones
infectados con el virus de "Western" encefalitis y tratados con arsenito de sodio la
mortalidad se vié reducida.

Algunos de los mecanismos bioguimicos por medio de los que el As actua
han sido dilucidados. Se ha encontrado que el As (III*) lleva a cabo su accién
citotéxica por medio de su reacciéon con los grupos tiol, lo cual provoca la
formacién de entaces estables entre los grupos tiol de las proteinas y el As, y si
las proteinas son enzimas, su actividad catalltica puede ser inhibida (Aposhian,

1989). Por otro lado, recientemente se ha demostrado que el As puede provocar
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amplificacidn génica (Lee et al., 1988). El mecanismo bioquimico por el cual esto
ocurre aln no estd bien definido. También se ha probado que cuando el As (V')
estd presente, la célula es incapaz de producir por medio de ia glicdlisis la
cantidad de ATP suficiente para llevar a cabo sus funciones. Se cree que esto se
debe a que el As (V') es similar en estructura al fosfato inorganico, y que puede
sustituirlo en diversas reacciones metabolicas (Aposhian, 1989).
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JUSTIFICACION

Dadas las observaciones hechas en varios estudios que han reportado un
decremento en la capacidad proliferativa de linfocitos activados con
fitohemaglutinina expuestos in vivo e in vitro a diferentes compuestos arsenicales,
a que en poblaciones expuestas a dosis allas de arsénico en ei agua potable se
presentan indices mas elevados de algunas enfermedades que en poblaciones
no expuestas; es muy importante entender los mecanismos mediante los cuales
los compuestos arsenicales son capaces de reducir la capacidad proliferativa de

las céiulas linfocitarias,

14



HIPOTESIS

En linfocitos humanos expuestos tanto in vivo come in vilro a compuestos
arsenicales se ha observado una disminucion en su capacidad proliferativa en
respuesta a un estimulo mitogénico, por io que es posible que este efecto se deba
a alteraciones en los procesos de activacién de! linfocito, entre los cuales se
encuentra la secrecion de IL-2. Tomando en cuenta la impertancia de esta
glucoproteina en la progresién de G1 a S en el ciclo celular del linfocito.



OBJETIVO

El objetivo que persigue este estudio es evaluar el efecto del arsenito de
sodio sobre la capacidad de secrecion de IL-2 de linfocitos humanos, tratados in
vitro por 24 horas en la fase GO del ciclo celular y estimulados por 24 horas con

filohemaglutinina.

16



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1.- Determinacion de la viabilidad de cultivos de linfocitos humanos tralados
in vitro en fase GO por 24 horas con arsenito de sodio y estimulados por 24 horas

con fitohemaglutinina.

2.- Determinacion de !a capacidad proliferativa de cultivos de linfocitos humanos
tratados in vitro en fase GO por 24 horas con arsenito de sodio Y estimutados por

24 horas con fitohemaglutinina.
3.- Determinacion de la cantidad de IL-2 secretada al medio de cultivo de linfocitos

humanos tratados in vitro en fase GO por 24 horas con arsenito de sodio y

astimulados por 24 horas con fitochemaglutinina.
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE LINFOCITOS

Por medio de jenngas (TERUMO) heparinizadas (PISA) se realizé
venopuncién para obtener sangre periférica de 6 donadores de clase media , de
sexo masculino, entre 20 y 35 aflos, sanos y que no hubieran consumido
medicamentos o sufrido de enfermedades durante la semana previa a la
extraccion. La sangre de cada donador se centrifugd por 30 min a 1600 rpm en un
gradiente de Ficoll-Hypaque {SIGMA), y posteriormente se separaron de ella e!
suero autélogo y los linfocitos, los que se lavaron 2 veces con medio RPMI-1640
(SIGMA) a 37°C. En segulda se determind la cantidad y viabilidad de los linfocitos
obtenidos mediante una tincion con azul tripano (SIGMA) para posteriormente
completar la solucion de células obtenidas con RPMI-1840 suplementado con
aminoacidos no esenciales (dilucién 1:100 del stock) (SIGMA} y 2 mM  de L-
glutamina (GIBCO) con pH 6.8-7 y a 37°C, hasta llegar a una concentracion fina!
de 1x108 linfocitos/ml.

CULTIVOS DE LINFOCITOS

En cajas de plastico estériles de 24 pozos con capacidad de 3 ml cada uno
(COSTAR) se elaboraron cultivos con las células extraldas de cada donador,
colocando 1X40° iinfocitos, 10% de suero autélogo y RPMI-1640 hasta tener un
volumen final de 2 ml por cultivo, por cada concentracién experimental de arsenito
de sodio. Simultdneamente se hicleron seis cultivos extras de cada tratamiento
para determinar la viabilidad y proliferacion en placas de 96 pozos (COSTAR),
colocando 1x10° linfocitos, 10% de suero autélogo y RPMI-1640 suplementado,
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hasta tener un volumen final de 200ul. Los tratamientos se prepararon con
arsenito de sodio (NaAsQ,) (SIGMA) disuclto en agua destilada para tener cinco
concentraciones finales diferentes ( 0.01, 0.05, 0.1,0.5y 1 uM).

Los cultivos se incubaron a 37°C y 5% de CO, y después de 24 horas de
tratamiento con arsenito de sodio, los cultives fueron estimulados con
fitchemaglutinina (PHA) en dilucion 1:40 del stock (GIBCO), con excepcién de!
control negativo. Para evaluar la proliferacién celular de los cultivos, les fue
adicionado 1 pCi de {*H|-timidina (DUPONT) 4 horas después de la estimulacion.
La viabilidad, proliferacion y secrecién de IL-2 de los cultivos se determing 24

horas después de la estimulacion con PHA.

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD

La viabilidad de los cultivos se evalué mediante el ensayo de MTT. A cada
cuitivo de la placa de 96 pozos (mas tres pozos extras usados como blancas) se
les agregd 10 p! de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(SIGMA) disuelto previamente en amortiguador de fosfatos (5 mg MTT/ml);
posteriormente los cultivos se incubaron por 4 h en cdmara himeda a 37 °C y 5%
de CO,. Después de la incubacién a cada cultivo se le afadieron 100 ul de una
solucion preparada con 50 gr de lauryl sulfato de sodio (SDS) (SIGMA) disueltos
en 0.4 ml de &cido clohidrico al 38% (BAKER) y 500 mi de agua destilada.
Finalmente la placa se incubd durante 30 minutos a temperatura amblente para
asegurar la disolucion de los cristales de MTT, al final de los cuales se proceso en
un lector de ELISA (BIORAD) a una longitud de onda de 550 nim.
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hasta tener un volumen final de 200ul. Los tratamientos se prepararon con
arsenito de sodio (NaAsQ,) (SIGMA) disuelto en agua destilada para tener cinco
concentraciones finales diferentes ( 0.01, 0.05, 0.1,0.5y 1 uM).

Los cultivos se incubaron a 37°C y 5% de CO, y después de 24 horas de
tratamienio con arsenito de sodio, los cullivos fueron estimulados con
fitohemaglutinina (PHA) en dilucién 1:40 del stock (GIBCO), con excepcion de!
control negativo. Para evaluar la proliferacion celular de los cultivos, les fue
adicionado 1 uCi de |*H-timidina (DUPONT) 4 horas después de la estimulacion.
La viabilidad, proliferacién y secrecion de IL-2 de los cullivos se determind 24
horas después de la estimulacion con PHA.

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD

La viabilidad de los cultivos se evalud mediante el ensayo de MTT. A cada
cultivo de 1a placa de 96 pozos (mas tres pozos extras usados como blancos) se
les agregd 10 ul de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(SIGMA) disuelto previamente en amortiguador de fosfatos (5 mg MTT/ml);
posteriormente los cultivos se incubaron por 4 h en cémara himeda a 37 °C y §%
de CO,. Después de la incubacidn a cada cultivo se le afadieron 100 pl de una
solucién preparada con 50 gr de lauryl sulfato de sodio (SDS) (SIGMA) disueltos
en 0.4 ml de 4cido clorhldrico al 38% (BAKER) y 500 mi de agua destilada.
Finalmente la placa se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente para
asagurar la disolucidn de los cristales de MTT, al final de los cuales se proceso en
un lector de ELISA (BIORAD) a una longitud de onda de 550 nm.
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DETERMINACION DE PROLIFERACION

Los cultivos para determinacién de proliferacién se cosecharon en papel
filtro con un cosechador de células semi-automatico (SKATRON), el cual se
incluyé en liquido de centelieo (LKB) para evaluar las cpm en un contador de
centelleo Betaplate (WALLAC).

DETERMINACION DE IL-2 SECRETADA
CULTIVOS DE CTLL-2

Los cultivos de células CTLL-2 se mantuvieron en cajas de 75 mi
(COSTAR) en camara humeda a 37 °C y 5% de CO, con 5 ml de medio RPMI-
1640 suplementado aminodcides no esenciales (dilucién 1:100 del stock), 2 mM
de L-glutamina, 2 mM de piruvato de sodio {(GIBCO), 50 M de {-mercaptoetanol
(BIORAD), 10 unidades de penicilina/ml, 0.01 mg/mi de estreptomicina (GIBCO),
y 10% de suero fetal bovino inactivado (GIBCO), a pH 6.8 - 7. Para estimular la
proliferacién de estas células se agregd 1 unidad de IL-2 recombinante humana
(BOEHRINGER) por ml de cultive. Cada tercer dla se hicieron diluciones 1:5 de
los cullivos celulares con medio RPMI-1640 suplementado para CTLL-2,
adiclonando ademds IL-2 en la concentracién antes mencionada.

Cuando estas células se emplearon para el bioensayo de determinacion de
IL-2 fue necesario eiiminar la IL-2 existente en el cultivo, lo que se logrd lavando
las células con RPMI-1640 a 37 °C, e Incubandolas posteriormente durante 2
horas en cdmara himeda a 37 °C y 5% de CO,, y un segundo lavado final con
RPMI-1640 suplementado para CTLL-2 a 37 °C.
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BIOENSAYO DE CTLL-2

Se hicieron cultivos por triplicado en cajas de 96 pozos con 1x104 células
en 100 pl de RPMI-1640 suplementado para CTLL-2, a estos cultivos se les
agregé 100 pl de sobrenadante obtenido de los cultivos experimentales de

linfocitos, en diluciones 1:10y 1:20

Los cultivos se mantuvieron en camara himeda a 37 °C y 5% de CO? por
48 horas y 20 horas antes de la cosecha se aftadis 0.5 pCl de [*H] timidina a cada
pozo. Las céiulas se cosecharon en papel filtro con un cosechador de células y
posteriormente éste fue incluido en liquido de centelfec para evaluar en un
contador de centelleo Betaplate las ¢pm incorporadas por los nicleos celulares.

También se elaboraron cultivos de células CTLL-2 a los que se les afadid
IL-2 recombinante humana (BOEHRINGER) en distintas concentraciones
conocidas (0, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 0.6, 1y 2 unidades/mt), para construir una curva
controf de U/m! de IL-2 vs. cuentas por minuto incorporadas.

ANALISIS ESTADISTICO

Para deteclar diferencias significativas en viabilidad, prolfiferacion y
secrecion de IL-2 entre fos cullivos tratados y el controf sin tratamiento los datos
fueron analizados mediante una U de Mann-Whitney de dos colas (viabilidad) o
una prueba de analisis de varianza (ANOVA) y un test de Bonferroni (proliferacion

y secrecion de IL-2).
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RESULTADOS

Debido a las diferencias encontradas en cada uno de los parametros para
cada grupo de cultivos experimentales, adn en los del mismo individuo, cada
grupo de cultivos hechos de cada donacidn se analiza separadamente. En la
discusion se explican las probables causas de las diferencias intraindividuales

observadas.

VIABILIDAD

Después de determinar la viabilidad de los cullivos de linfocitos tratados
con arsenito de sodio en la fase GO y estimulados con PHA durante 24 horas,
mediante el ensayo de MTT, se encontraron diferencias en la D.O. de los cullivos
controles de algunos individuos (Tabla 1). Para eliminar este efecto y poder
analizar todo el conjunto de donaciones los resultados se transformaron en
porcentajes respecto a su testigo (Tabla 2). Estos resultados muestran que en la
mayoria de los donadares (1, 2, 3, 4,5, 7, 8, 8 y 10) el tratamiento de arsenito de
sodio en las concentraciones 0.01 y 0.05 pM produjeron una reduccion
significativa no mayor al 10% en das de los cuitives, mientras que los tratamientos
con 0.1, 0.5 y 1 uM redujeron significativamente menos del 15% la viabilidad de
once de los cultivos. Solamente en el donador nimero G el arsenilo de sodio
provocd decremento significativo en la viabilidad cercano al 60 % en todas las
concentraciones empleadas de tratarmiento. Estos resultados indican que el
arsenito de sodio en las concentrariones empleadas no fue citotdxico para la
mayoria de los donadores.



PROLIFERACION

El ensayo de incorporacidn de |*H|-timidina empleado para evaluar la
proliferacién de cultivos de linfocitos tratados con arsenito de sodio en la fase GO
y estimulados con PHA durante 24 horas, detectd diferentes respuestas
individuales a la PHA (de 180 a 5600 cpm), las cuales fueron reproducibles en las
tres repeticiones hechas para cada individuo (Tabla 3). Para eliminar esle efecto y
poder analizar todo e! conjunto de donaciones los resultados se transformaron en
porcentajes respecto a su testigo, tomando en cuenta los resultados de viabilidad
(Gréfica 1). Estos datos muestran que los cultivos de la mayorfa de los donadores
tratados con las dos concentraciones mas elevadas de arsenito de sodio (0.5 y 1
WM), redujeron su capacidad proliferativa de 30% hasta 75% aproximadamente,
mientras que en [as concentraciones 0.01, 0.05y 0.1 pM no se observo un patron
comun para la mayoria de los donadores, ya que en los donadores 1,2, 3, 5y91a
capacidad proliferativa de los linfocitos no tuvo alteraciones, y los cultivos de los
donadores 4, 6, 7, 8 y 10 la capacidad proliferativa se redujo, aumento6 o no tuvo
cambio alguno.

En la gréfica 2 se presenta la dispersion de datos y la curva de regresion
exponencial con correlacion -0.66 obtenida entre la concentracion de arsenito de
sodio empleada como tratamiento y el porcentaje de proliferacion de los cultivos.
£n esta grafica podemos ver que en las concentraciones mas bajas de arsénico
produjeron una amplia gama de respueslas entre fos individuos, y que en las

concentraciones mas elevadas ésta dispersion fue menor,

SECRECION DE IL-2

El bioensayo empleado para determinar la cantidad de IL-2 en e!

sobrenadante de cultivos de linfocitos tralados con arsenito de sodio en la fase GO
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y estimulados con PHA durante 24 horas, niostré diferencias en el nimero de
Uiml  de IL-2 secretada al medio (Tabla 4), Estos resultados se obtuvieron
extrapolando en la curva control (Grafica 3) los tres datos de incorporacién de
|3H|-limidina de los cultivos de CTLL-2, y promedidndolos. Para eliminar e! efecto
de estas diferencias y poder analizar todo el conjunto de donaciones los
resultados se transformaron en porcentajes respecto a su testigo, tomando en
cuenta los resultados de viabilidad (Gréfica 4). En esta grafica se observa que el
arsenito de sodio provocé tres diferentes efectos en la capacidad de secrecion de
IL-2 de las células en cultivos, ya que a) para tres de los individuos (3, 7 y 9) el
tratamienlo no tuvo un efecto significativo; b) para seis individuos (1, 2,4, 5,6y
10) hubo un decremento significativo en la capacidad de secrecién de las células
en al menos dos de las concentraciones de arsénico; ¢} para uno de los individuos
(8) el tratamiento provocd un aumento significativo en una de las concentraciones
empleadas.

En la gréfica 5 se presenta la dispersién de los datos y la curva de
regresién potencial con correlacion 0.29 obtenida entre la concentracion de
arsenito de sodio y el porcentaje de secrecién de IL-2, lo que evidencia que el
arsenito de sodio tiene efectos diferentes sobre la capacidad de las células de

secretar 1L-2,



TABLA 1. Determinacién de la viabilidad en los cultivos de linfocitos humanos expuestos in
vitro a arsenito de sodio por 24 h en fase GO (DO 590 nm).

[As] uM Don 1 Don 2 Don 3 Don 4 Don 5
0.00 0.588 +.032 0.466 £.02 0571029 0.307 £02 0.603 £.055
0.01 0.533 £.034 0.461 £.002 0.552 +.036 0.280 £.012 0.543 £.021
0.05 0.558 +036 no det. no det. 0275202 no det.
0.10 0.534 £.019" 0.460 £.015 0.567 £.03 0.253+013" 0.556 £0
0.50 0.565 +£03 no det. no det. 0.266 £.015" nodet.
1.00 0.544 02 0.447 £.031 0.532 +.017 0.280 £.016 0.525 £.015

[As] u M| Don 6 Don7 Don 8 Don 9 Don 10
0.00 0.593 2014 0.374 £.015 0.342 £.005 0.332x.01 0.421 £02
0.01 0.143 £.003" 0.351 £.015 0.339 £.015 0.317 £.004* 0.422 +.001
0.05 0.121 £001" 0.340 £.011* 0.335x01 0.322 £012 0.447 £ 011
0.10 0.123 £ 003" 0.346 £006 0.330 £.002 0.338 £.011 0.421 201
Q.50 0.140 £.02° 0.332 £017* 0.321 £.003* 0.313 £.007* 0.387 £.016
1.00 0.171 £.04" 0.312 +£.011* 0.319 £013" 0.302 £.016” 0.386 £.007"

*~ p<0.05 U de Mann-Whitney de dos colas.



TABLA 2. Determinacion del porcentaje de viabilidad en los cultivos de linfocitos humanos
expuestos in vitro a arsenito de sodio por 24 h en fase GO (porcentaje con respecto al

testigo).
[As] u M| Don 1 Don 2 Don 3 Don 4 Don 5
100.000 £5.4 100.000 4.3 100.000 £5.1 100.000 +6.5 100.000 £10.8

0.01 91.000 5.8 99.000 x4 97.000 +6.3 91.000 £3.9 90.000 £3.5
0.05] 95.000 16.1 no det. no det. 89.000 6.5 no det.
0.10) 91.000 £3.2° 99.000 £3.2 99.000 £5.3 82.000 £4.2° 82.000 £0
0.50{ 96.000x5.1 no det. no det. 87.000 +4.9* no det.
1.00 93.000£3.4 96.000 £6.6 93.000 £3 91.000 £5.2 87.000 2.5

[As] u M| Don 6 Don7 Don 8 Dong Don 10
0.00! 100.000 £3.6 100.000 3.8 100.000 %1.5 100.000 £3 100.000 4.7
0.01 36.000 £.7° 94.000 £3.8 99.000 4.3 95.000 £1.2° 100.000 .2
0.05 31.000 £.27 91.000 +2.9* 98.000+2.9 097.000 £3.6 106.000 22.6
0.10 31.000 £.8* 93.000 £1.6* 96.000 £6 102.000 3.3 100.000+2 .4
0.50 36.000 £5.1* 89.000 £4.5" 94.000 £.9* 94.000 £2.1* 92.000%3.8
1.00}, 44.00010.2° 85.000 £2.9" 93.000 £3.8* 91.000 £4.8° §2.000x1.7°

*= p<0.05 U de Mann-Whitney de dos colas.



TABLA 3. incorporacion de |°H|-timidina en los cultivos de linfocitos humanos expuestos ir
vitro a arsenito de sodio por 24 h en fase GO (cpm).

JAs] u M| Don 1 Don 2 Don 3 Don 4 Don §
0.00] 171.200x15.3 1,811.000 £202 572.000 +87 643.300 223.6 377.000 £38
0.01] 167.000 226 1,591.000 £132 678.000 z9" 280.000 z14° 377.000 £30
0.05f 151800116 no det. no det. 789.000 £84~ na det.
0.10] 167.500%24.3 1,484.000 £32° 672.000 123 262.000 +8* 454 000 245
0.50f 162.9005.9 no det. na det. 317.000 £43.27 no det
1.00 98.500 16.9° 976.000 £92 271.000 221" 268.000 £54.5" 238.000 £25-

JAS]u M Don 6 Don7 Don 8 Don 9 Don 10
0.00{ 1,259.660 203 3,503.000 £20 5,648.000 1602 1,136.000 £124.9 372.000 £13
0.01] 924.000 0" 2,103.000 241~ 4,169.000 0 1,526.000 £183" 500.000 x42°
0.05{ 533.600 0" 3,024.000 £87° 4,266.000 197* 1,610.000 £289 550.000 £0°
0.10] 675.600x124.7% 4,081.000 £15° 4,673.000 £298* 1.371.000 2128 330.000 £31.1
0.50, 703.400 x13.4" 2,330.000 £152~ 1,526.000 £0* 1.409.000 +129* 238.000 £26"
1.00] 306.900 0~ 1,174.000 +17° 1,368.000 £216° 373.000 x0° 226.000 £3.5"

*= p<0.05 U de Mann-Whitney de dos colas.



TABLA 4. Determinaciéon de U/ml de 1L-2 en los cultivos de linfocitos humanos expuestos in
vitro a arsenito de sodio por 24 h en fase GO (bioensayo de CTLL-2).

[As] u M| Don 1 Don 2 Don 3 Don 4 Don 5
0.00] 19.800+4.7 3.950 +1.28 1.820 £.62 6.070 £.31 3.200 +.89
0.01 19.200 £1.9 1.820+£.51 2.980 £.87 3.500 +.56* 1.340 £1.3
0.05 127002127 no det. no det. 4.060 60 no det.
0.10 6.500 £1.6° 1.850 £.457 2.490 £.94 4.100 £1.05° 0.870 £.26~
0.50 7.600 £1.9* no det. no det. 5.250 + 64 no det.
1.000, 1220027 1.560 £.4" 1.570 +.23 3.770 £.64° 0.540+.13*
JAS] u M| Don 6 Don7 Don 8 Don 9 Don 10
0.00| 195802437 11.39021.09 5830 .9 5480 121 2.530+.173
0.01 2790 %1.145" 12.970+168 3.980+.21 6.180 £1.71 0.320 £.092*
0.05 0.605 £.391" 10.050 £3.71 4.030 £.83* 5740 +1.82 0.300 £.071°
0.10 0.260 +.159* 11.400£1.26 5.300 +.22 5.820 +.58 1.570+.218"
0.50 0.255 +£.091" 9.610 £43 7.520 £1.2 5250%73 0.800 £.0858*
1.000 0.130 +£.012" 12.430+.63 9.370 +1.15° 43773 1.045 £.274*

*= p<0.05 U de Mann-Whitney de dos colas.



Grafica 1. Cambios determinados en la proliferacion de los cultivos de linfocitos expuestos in vitro a arsenito de sodio por 24 h
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GRAFICA 2. Dispersion de datos y curva de regresion obtenida entre ia concentracién de arsenito de sodio y el
porcentaje de proliferacion.
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Gréfica 3. Curva control entre la incorporacién de timidina tritiada y la concentracién de IL-2 para los cultivos de
CTiLL-2
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Grafica 4. Cambios determinados en la secrecion de IL-2 en los cultives de linfocitos expuestos in vitro a arsenito de sodio por

24 h en fase GO (% en relacion al control)
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GRAFICA 5. Dispersion de datos y curva de regresion obtenida entre la concentracion de arsenito de sodio y e!

porcentaje de secrecién de IL-2.
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DISCUSION

Las diferencias que se encontraron intraindividualmente para la viabilidad
de los cultivos, puede explicarse en base a que el ensayo de MTT mide la
capacidad metabdlica de las células de reducir el MTT y producir formazan
(Denizot y Lang, 1986), lo cual pudo haber ocurrido para un mismo individuo a
los distintos tiempos de la extraccién de sangre. En cuanto a los resultados
intraindividuales diferenles observados en la capacidad proliferativa de las
células, ya antes Speit y cols (1986) deteclaron cambios en este parametro en
un mismo individuo en muestreos durante un cierto periodo de tiempo. Por su
parte, los cambios delectados intraindividualmente en la cantidad de 1L-2
secretada al medio, pueden deberse al cambio en la proporcién de células
CD8+/CD4+, que pude variar en funcion a diferentes factores ambientales
(Breed et al, 1996; Bergamaschi et al, 19985), que no hayan sido controlados al
tiempo de la extraccidn al mismo individuu. Por estas diferencias
inlraindividuales, las 10 donaciones se analizaron separadamente, aln si se
trataba del mismo individuo.

Los resultados de viabilidad observados muestran que para nueve de
diez individuos tratados el arsenito de sodic no redujo significativamente mas
del 20% la viabilidad de los cultivos, lo cual concuerda con lo encontrado por
Lee y cols. (1988) para fibroblastos humanos tratados /n vitro con arsenito de
sodio, en los que la dosis letal 50 fue de 2 pM. Esto quiere decir que las
concentraciones de arsenito de sodio empleadas no fueron citotéxicas para la
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mayoria de los individuos, por lo que las variaciones en proliferacidn y secrecién
de IL-2 en los cultivos pueden atribuirse al tratamiento con arsénico y no a un
efecto citotdxico inespecifico, aunque es probable que exista una susceptibilidad
individua! entre los donadores para las diferentes concentraciones de arsenito
de sodio empleadas. El (nico individuo que no presentd este patrén fue el
donador 6, en el que la viabilidad de todos los cultivos tratados con arsenito de
sodio se redujo mas del 50%. La alta susceptibilidad individual que presenté el
donador 6 en comparacién a los otros donadores, puede deberse a una gran
variedad de factores que se sabe estédn relacionados con la citoloxicidad de los
compuestos; algunos de estos factores pueden ser el estado metabdlico de la
célula (Sopher et al, 1994). el poal genético (Lee et al, 1989), u otros faclores
externos a los que el individuo puede estar expuesto.

En cuanto a los resultados de proliferacién obtenidos puede observarse
que hubo diferencias individuales en la respuesta al tratamiento con arsenito de
sodio, lo que se ve claramente reflejado en la capacidad proliferativa de los
cultivos tratados con las concentraciones mas pequeias de arsenito de sodio
(0.01, 0.05 y 0.1 pM), en los que se presentd una gran variedad de respuestas
entre los individuos. Sin embargo para las dos concentraciones de arsénico mas
altas (0.5 y 1 uM), la mayoria de los individuos presentaron respuestas
similares: en general el porcentaje de proliferacién con respecto al control se
redujo entre 35% y 75%. Tomando en cuenta estos Ultimos resullados y los
obtenidos para viabilidad que se redujo del 4% a 15%, se sugiere fuertemente
que el tratamiento con arsenito de sodio tuvo un efecto inhibidor sobre 1a
capacidad proliferativa de las células en cultivo. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Ostrosky y cols (1991), y Gonsebatt y cols (1992) que
reportaban cambios en la cinética de ciclo celular y proliferacion de linfocitos
humanos expuestos in vivo a sales de arsénico, mientras que en la proliferacion
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de linfocitos tratados in vitro con arsenito de sodio Gonsebatt y cols (1994)

reportaron un efecto dosis respuesta.

En cuanto a diferencias individuales como las encontradas. éstas ya han
sido reportadas previamente para ofros xencbidticos par diferentes autores
(Gonzalez y Gelboin, 1993; Elizondo et al, 1994). Estas diferencias se explican
en base a la diferente capacidad de los individuos de metabolizar estas
sustancias, lo que esta deteiminado principalmente por caracteristicas
intrinsecas del genoma que determinan la capacidad enzimatica de
destoxificacién. Otra explicacion posible de este efecto se basa en la canlidad
de protelnas presentes en el suero de los individuos, lo que puede cambiar la
concentracién de arsénico disponible con el que las células pueden
interaccionar directamente (Teager et al, 1988), ya que esta bien establecido
que el arsénico tiene afinidad por los grupos sulfihidrilo de las proteinas
(Aposhian 1988). Estas diferencias individuales también pueden deberse a
factores fisiolégicos que se ha visto pueden afeclar la capacidad del Si de
responder a sefiales mitogénicas, tales como la edad (Negoro et al, 1989;
Kavelaars et ai, 1995), la cantidad de hormonas en sangre circulante (Kawahara
et al, 1990; Kavelaars et al, 1995), el estrés al que el individuo esté sometido
(Gtaser et al, 1990; Peterson et al, 1987), los hdbitos alimenticios (Kelley y
Bendich, 1996; Razani-Boroujerdi et al, 1994), etc.; ademas se debe tomar en
cuenta que no todos los individuos responden de la misma manera ni en el

mismo tiempo a la estimulacion con PHA (Brill et al, 1987).

Al hacer una correlacién entre los datos de porcentaje de proliferacion de
los cultivos de todos los individuas y la concentracién pM de arsenito de sodio
se obtiene una curva de correlacion -0.66, que indica una tendencia en la

mayoria de los individuos hacia la reduccion de la capacidad proliferativa de los
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cultivos con los tratamientos mas altos de arsenito de sodio, tal como ya ha sido
reportado por varios autores (Vega et al. 1995, Gonsebatl et al, 1994). Las
concentraciones mas bajas de arsenito de sodio provocaron tanto
disminuciones como incrementos ¢n la capacidad proliferativa de los cultivos de
algunos individuos. Reportes sobre el efeclo estimulador de otros metales en
células de mamifero, que también han sido delerminados como cltotéxicos, han
sido encontrados por Warner y Lawrence (1986) y por Fujiwara y cols. (1995).

Los datos del bicensayo para medir IL-2 en los sobrenadantes de los
cultivos detectaron una gran susceptibilidad individual tanto en el efecto del
arsenito de sodio sobre la capacidad de secretar IL-2 de los linfocitos
estimulados con PHA (grafica 4) como en la cantidad de IL-2 secrelada por las
células (Tabla 4). Estos datos muestran qua el arsenito de sodio puede provocar
tres diferentes respueslas en las célufas de los individuos dependiendo de la
concentracion: 1) un decremento, 2) un aumento (en el menor de los casos) 0
bien, 3) no tener efecto alguno en la cantidad de IL-2 libre en el sobrenadanle.
Las reduccion en la cantidad de IL-2 puede deberse al retraso del ciclo celular
que Gonsebatt y cols (1994) ya han reportado anteriormente en linfocitos
humanos tratados con arsénico, y que puede deberse a la coaccién de
diferentes factores, sobre todo si se toma en cuenla la capacidad bien conocida
del arsénico de interactuar con los grupos sulfihidrilo de las protelnas (Aposhian,
1989). Algunos de estos factores podrian ser la desnaturalizacion de complejos
proteicos encargados de ia activacién deli linfocito (complejo TCR-CD3, elc.), de
las proteinas encargadas de la transduccién de sefial en e! interior celular (ZAP,
tirosina cinasa, etc.), de los factores de transcripcion (AP-1, NF-AT, etc.), y/o de
fas protelnas encargadas de transportar (incluyendu a las que forman el
citoesqueleto) los péptidos sintetizados. Otro motivo por el cual el bioensayo

estuviera detectando una cantidad menor de IL-2 en el sobrenadante de los
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cultivos es que el arsénico interaccione con el puente disulfuro Cys-Cys de esta
citocina y que es tan importante para su funcionalidad (Ciardelli et al, 1987). En
cuanto al aumento detectado mediante el bioensayo para algunos de los
cultivos, éste puede deberse a la interferencia del arsénico con los mecanismos
de sintesis del receptor para iL-2, que ya ha sido reportado para el arsenuro de
galio por Burns y Munson en 1993, y que al reducir el nimero de receptores de
alta afinidad en fa membrana celular, la cantidad de IiL-2 libre en el
sobrenadante puede verse aumentada, tomando en cuenta que la
internalizacion del complejo IL-2/IL-2R es necesaria para la expansion clonal de
células dependientes de IL-2 (Kumar et al, 1987). Este aumento puede deberse
también a la interferencia del arsénico con aigin mecanismo de la fase G1 del
ciclo celular que esté relacionado con la capacidad proliferativa de los linfocitos
que actue posteriormente al encendido de genes producto de la activacion,
evitando asl el consumo de la IL-2 previamente secretada. Otra posible causa
de este efecto es la interaccion del arsénico que pueda llevar a un aumento en
actividad de los mecanismos de sintesis de proteinas (Lee et al, 1988; Albores
et al, 1995; Chin et al, 1990).

Es importante sefalar que al hacer una grafica de dispersién y la cuiva
de regresion entre la concentracion de arsenito de sodio y la cantidad de IL-2 en
el sobrenadante (grafica 5) se obtiene una baja correlacion (-0.29), resuitado de
la susceptibilidad individual, pero cuando se hacen regresiones por donador con
estos mismos pardmetros (grafica 6) se observan curvas con altos indices de
correlacion, con tres tendencias diferentes: en 2 individuos hay una tendencia al
aumento de la cantidad de IL-2, en 3 individuos el efecto es muy ligero o casi
nulo, y en los 5 restantes hay un decremento. lLas diferencias que se

ohservaron entre individuos pueden explicarse en base a la diferente capacidad
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de las células para matabolizar las sales de arsénico, efecto que ya ha sido
reportade por Vega y cols (1995).

Dada ia importancia que la IL-2 tiene en la progresidn de la fase G1 a 8
del ciclo celular en los linfocitos T (Klaus y Hawrylowicz, 1984; Swain, 1991)
deberia pensarse que existe algin tipo de relacion entre la cantidad de IL-2
secretada y ia capacidad proliferativa de los cultivos, lo cual no resulta evidente
al correlacionar amhos pardmetros (grafica 7), ni ain cuando las curvas de
regresion se hacen individualmente (para todas las curvas la correlacién no es
mayor a 0.4). Esto puede deberse a que para cada individuo la capacidad de
sus linfocitos tanto de secretar como de consumir |L-2 puede estar siendo
afectada en distintas proporciones por el tratamiento de arsenito de sodia.
dadas las diferencias intiinsecas del genoma de cada individuo que determinan
estos dos factores. Por esta falta de correlacion se puede suponer que el
arsenito de sodio interfiere en los mecanismos tanto de proliferacion
(determinado como sintesis de ADN) como de activacién de las células
linfocitarias (determinaudo como la secrecion de IL-2), alterando as! la

proliferacion celular y {a capacidad de secrecidn de IL-2 en los linfocitos
activados.
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GRAFICA 6. Curvas de regresidn individuaies de concentracion de arsenito de sodio y porcentaje de 1L-2,
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GRAFICA 7. Dispersion de datos y curva de regresién obtenida entre el porcentaje de iL-2 y el porcentaje de

proliferaciéon.
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