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Introduccion. El arsénico (As) es un toxico ambiental ampliamente diseminado en
todo el mundo. Diversos 6rganos y tejidos, en hombres y animales, son blancos de
sus efectos deletéreos, entre ellos los del sistema inmune.

Objetivo. Establecer la arsenotoxicidad aguda en tejidos y células diana, mediante
el desarrollo de una metodologia in vivo.

Materiales y métodos. Ratones Balb/c (n=3) fueron inyectados ip con 9,5y 19
mg/kg/dia de NaAsOz, o un volumen equivalente de solucion fisiologica (Control).
Tras media hora, los animales fueron sacrificados obteniéndose esplenocitos y
bazos, timos, higados, riflones y sangre. Se determiné en cada muestra la
concentracion de As, polifenoles y hierro, y se evaluaron marcadores oxidativos
[peréxidos, productos avanzados de oxidacion proteica (PAOP) y grupos sulfhidrilos
libres (SH)]. En esplenocitos, se determiné adicionalmente viabilidad celular y
potencial mitocondrial.

Resultados. La exposicion a NaAsOz, en dosis aguda, redujo la funcién mitocondrial
de los esplenocitos que derivé en la muerte celular. Simultdneamente, la presencia
de As confirmada en las muestras de bazo y la citotoxicidad resultante tuvieron lugar
con una disminucién de los polifenoles, los SH y una alteracion en el contenido y
distribucion del hierro, pero no incrementé la produccién de peroéxidos.

Conclusion. Estos hallazgos aportan evidencia cientifica sobre los cambios en
biomarcadores involucrados en la inmunotoxicidad del arsénico y ofrecen, ademas,
una metodologia para ensayar potenciales tratamientos frente al accionar deletéreo
de este compuesto sobre el sistema inmune.

Palabras clave: arsénico; toxicidad aguda; estrés oxidativo; sistema inmunolégico,

ratones.



Introduction: Arsenic (As) is an environmental toxic widely spread throughout the
world. Various organs and tissues, in men and animals, are targets of its deleterious
effects, including those of the immune system.

Objective: To establish acute arsenotoxicity in tissues and target cells, by
development of an in vivo methodology.

Materials and methods: Balb/c mice (n=3) were intraperitoneally (ip) injected with
9,5 and 19 mg/kg/day of NaAsOz2, or an equivalent volume of physiological solution
(Control). After 30 minutes, the animals were sacrificed obtaining splenocytes and
spleen, thymus, liver, kidneys and blood. The concentration of As, polyphenols and
iron was determined in each sample, and oxidative markers [peroxides, advanced
products of protein oxidation (PAOP) and free sulfhydryl groups (SH)] were
evaluated. In splenocytes, cell viability and mitochondrial potential were further
determined.

Results: Exposure to NaAsOz, in acute dose, reduced the mitochondrial function of
splenocytes, which resulted in cell death. Simultaneously, the presence of As
confirmed in spleen samples and the resulting cytotoxicity occurred with a decrease
in polyphenols, SH and an alteration in the content and distribution of iron, but did not
increase the production of peroxides.

Conclusion: These findings provide scientific evidence about the changes in
biomarkers involved in the immunotoxicity of arsenic and also offer a methodology to
test possible treatments against the deleterious action of this compound on the
immune system.

Key words: Arsenic; acute toxicity; oxidative stress; immune system; mice.



Los compuestos derivados de arsénico (As) constituyen un gran nimero de agentes
guimicos con una elevada toxicidad para el ser humano. Sus fuentes de procedencia
son diversas y pueden ingresar al organismo a través de la via respiratoria, dérmica
y, en mayor medida, oral a través del agua de bebida y los alimentos o la ingesta
accidental (1,2).

Existen diversos estudios que plantean los mecanismos de toxicidad del arsénico en
sus distintos estados de oxidacién, frente a los cuales los 6rganos y tejidos
hemolinfaticos se posicionan como blancos de sus efectos deletéreos (3). En este
sentido, es reconocido que la toxicidad del As(lll) es varias veces mayor que la del
As(V) dada su mayor reactividad y se considera que los compuestos arsenicales de
naturaleza inorganica poseen un poder toxico superior que los derivados organicos
de este elemento (4). No obstante, todos los derivados de arsénico se constituyen
como poderosos inmunotéxicos, responsables probados de la adquisicion de
enfermedades infecciosas y el desarrollo de tumores y otras patologias de base
cronica por promocion de inmunodeficiencia secundaria con compromiso de las
defensas del organismo (5).

En la actualidad se conoce que alrededor de 60 a 100 millones de personas en todo
el mundo se encuentran expuestas a este contaminante y vulnerables a sus efectos
toxicos (6), por lo que se constituye como un serio problema de atencion publica en
numerosos paises, entre ellos la Republica Argentina, que requiere de
investigaciones en el area que aporten datos significativos para avanzar en el
abordaje y solucion de la problematica.

En este sentido, el presente trabajo de investigacion, plantea establecer los efectos

del arsénico en los biomarcadores involucrados en su inmunotoxicidad y, en



consecuencia, el desarrollo de una metodologia adecuada para el ensayo de
potenciales protectores frente a su accionar deletéreo.

Materiales y métodos

Condiciones experimentales

Se emplearon ratones Balb/c machos de 8 semanas de edad, los cuales fueron
mantenidos bajo condiciones estandares de bioterio con alimentacion e hidratacion
ad libitum, con dieta comercial (200+13 g/Kg/dia; Cargill SACI, Argentina) y agua
potable (150+10 mL/Kg/dia; Aguas Cordobesas SA, Argentina), respectivamente,
hasta el momento de la intervencion.

Todos los animales fueron testeados y sacrificados conforme a la metodologia
evaluada y aprobada por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL, Cordoba, Argentina), el cual acepta y reglamenta los
principios y normas internacionales para el uso de animales en investigacion, para el
presente trabajo (UNC-FCM-SECYT-CICUAL-2014-09-02). De acuerdo con ello,
para su sacrificio, los animales fueron anestesiados por inhalacién de isoflurano
(Piramal Healthcare, Reino Unido), procediéndose asi a su sangrado a blanco
mediante puncion cardiaca.

Condiciones experimentales

Se conformaron 3 grupos de animales (n=3). Dos de éstos fueron inyectados
intraperitonealmente -ip-, empleando jeringas de 1 mL (0,50x15 mm - 25 G 5/88”-),
con 9,5y 19 mg/kg/dia de arsenito de sodio, (NaAsOz2, forma molecular disponible de
arsénico trivalente con mayor toxicidad; Laboratorio Anedra, Argentina), en 100 pyL
de solucion acuosa respectivamente (DLso ip en ratones: 19,0 mg/kg — 46,3 umol/kg
de peso corporal). El grupo Control, por su parte, recibié 100 uL de solucién

fisiologica (7).



El sacrificio de los animales, y su posterior autopsia, se llevé a cabo una vez
transcurridos los 30 minutos desde la administracion de la inyeccidn intraperitoneal,
tiempo durante el cual fueron mantenidos con hidratacion oral ad libitum y se
observo la evolucion clinica de cada individuo. Se obtuvo sangre por puncion
cardiaca en los animales anestesiados y, luego, se extrajeron timo, bazo, higado y
riidn para su posterior procesado y analisis. El bazo fue dividido en dos mitades,
una de las cuales fue empleada para el cultivo primario de sus esplenocitos. La otra
mitad, junto con los demas érganos, fue mecanicamente homogeneizada en 2 mL de
solucion salina isotdonica. Cada muestra liquida asi conformada fue divida en dos
alicuotas, previa medicion del contenido proteico empleando un kit comercial
(Wiener Lab Group, Argentina), para estandarizar las variables que posteriormente
se estudiaron. Asi, los homogenatos de tejidos fueron empleados en la
determinacién de arsénico, hierro, peréxidos, productos avanzados de oxidacion
proteica y grupos sulfhidrilos libres. Por otra parte, la fraccidn restante fue tratada
con metanol y acido tricloroacético al 50% (relacion respectiva de volimenes
4:6:0,5) a 50°C por 30 minutos (Cicarelli, Argentina), a fin de obtener un
sobrenadante, por centrifugacién a 10000 g durante 1 minuto (sobrenadante), para
dosar polifenoles. Todas las muestras fueron conservadas a —18°C hasta su andlisis.
Cultivo primario de esplenocitos

Manteniendo condiciones de maxima asepsia, cada muestra esplénica fue
disgregada mecanicamente en 2 mL de solucién hemolitica. La suspension celular
obtenida fue recogida en un tubo conico estéril, centrifugada para recuperar el
precipitado y resuspendida en 10 mL de: medio de cultivo RPMI 1640 sin rojo fenol
suplementado con 10% de suero fetal bovino, con 2 g/L de bicarbonato de sodio, 10

mg/L de ciprofloxacina y 3,25 pL/L de mercaptoetanol.



Finalmente, se contabilizaron las células en camara de Neubauer, expresando los
resultados como células/pL. Las suspensiones celulares fueron mantenidas a 37°C
en ambiente estéril con 5% de CO2 hasta su analisis.

Determinaciones

Arsénico

Se determind su presencia / ausencia en muestras de bazo y rifion (éste ultimo dado
su rol en la excrecion de este mineral) mediante fluorescencia de rayos X (XRF).
Para ello 30 pL del homogenato de cada muestra con el agregado de un estandar
interno de cloruro de estroncio fueron depositados sobre una pelicula de celulosa de
0,1mm de espesor. Posteriormente, cada una de las muestras fue irradiada con
rayos X de 17,44 keV seleccionados mediante un monocromador de cristal desde un
tubo de rayos X de 3kW de potencia con foco lineal de 12mmx0,4mm y anodo de
molibdeno (modelo PW2275/20, Philips, Paises Bajos). La radiacion caracteristica
emitida por el arsénico se registrd a través de un detector de estado soélido
dispersivo en energia de cristal de silicio (modelo XT marca MOXTEK Inc., EE.UU.).
La preparacion de muestra delgada combinada con la excitacion monocromatica
permitid6 minimizar el ruido espectral mejorando considerablemente el limite de
deteccién de la técnica alcanzando para As los 0,2 ppm p/p (8).

Viabilidad celular

La metodologia a aplicar y las condiciones Optimas de reaccion, fueron previamente
ensayadas y establecidas. A partir de ello, las suspensiones celulares fueron
incubadas en placa de 96 pozos, en oscuridad y a 37°C, con solucion de resazurina
0,05 mg/mL en proporcion 1:100 v/v. Luego de 5 horas, se procedio a medir la
absorbancia a 600 nm usando un multilector de microplacas Multi-GloMax®

(Promega Corp., EE.UU.) y se calcularon los niveles de viabilidad celular como



porcentaje de absorbancia respecto del grupo Control (%), luego de estandarizar los
valores obtenidos por el numero de células contenido en cada suspension celular
(9).

Polifenoles

Mediante la técnica de Folin-Ciocalteu, solucién de Folin 2 N, agua destilada y
solucion saturada de bicarbonato de sodio, fueron incorporados a los sobrenadantes
acido-metanolico de las muestras, sembrados previamente en placa de 96 pozos en
proporcion 1:6:2:1 viviviv. La mezcla resultante fue incubada en oscuridad por 30
minutos a 37°C, tras lo cual se midio absorbancia a 750 nm y se calcul6 el contenido
de polifenoles por interpolacion de las lecturas obtenidas con una curva estandar de
acido galico (0-0.1 mg/mL) y expresados por mg de proteina (EAG ug/mg de
proteina) (10).

Hierro

Se determind sobre los homogenatos de las muestras, midiendo
espectrofotométricamente a 570-640 nm la formacion de un complejo azul-violaceo a
partir de los cationes ferrosos con 3-(2-pyridyl)-5,6-bis-2(sulfofuril)-1,2,3-triazina
(Ferene) (Ferroquant, GT Lab, Argentina). Los resultados fueron expresados como
ug hierro por mg de proteina, para lo cual se empled como estandar una solucion de
sales ferrosas 100 pg/dL provista por el kit comercial (11).

Peroxidos acuosos y lipidicos (HP y LP)

Cada muestra fue sometida a reaccion con la solucion cromégena (1:10 v/v), e
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Para HP, dicha solucion consistio
en sulfato amonio ferroso 25 mM en acido sulfarico 2,5 M reconstituido con sorbitol
100 mM y naranja de xilenol 125 yM. Para LP, el sulfato amonio ferroso fue

reconstituido con hidroxitolueno butilado 4 mM y naranja de xilenol 125 yM en



metanol al 90% (Sigma-Aldrich Co., Estados Unidos). Las concentraciones de HP y
LP fueron calculadas como porcentajes de absorbancia a 540 nm respecto al grupo
Control, tras restar el blanco correspondiente y estandarizar por el contenido
proteico (12).

Productos avanzados de oxidacion proteica (PAOP)

Se midieron mediante espectrofotometria a 340 nm en condiciones acidicas y en
presencia de yoduro de potasio, siguiendo la transformacion de los iones I- a 12 que
provocan los PAOP y utilizando como patron de referencia a cloramina T. Para ello
se colocd, en placa de 96 pozos, la muestra junto con solucion PBS 0,015 M, IK 1,16
My acido acético en relacion 4:16:1:2. La concentracion de PAOP fue calculada de
acuerdo a la ecuacién de la curva de estandar y expresada como mg de
equivalentes de cloramina T por mg de proteina (13).

Grupos sulfhidrilos libres (SH)

Para su determinacion en las muestras se utilizo el reactivo de Ellman, 5, 5'-ditio-bis-
(acido 2-nitrobenzoico) (Sigma-Aldrich Co., EE.UU.), también conocido como DTNB.
La técnica necesitd ser desarrollada y puesta a punto y, para ello, se preparé una
solucion madre 10 mM de DTNB empleando DMSO como solvente, la cual se diluyo
100 veces con Tris-HCI 0,1M pH 7,5 para obtener una solucién de trabajo 0,1 mM
cada vez que se lo requirid. De esta manera, 190 uL de la solucion diluida se
incorporaron, en placa de 96 pozos, a los homogenatos de muestras (10 pL) y se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente previo a la medicion de absorbancia
en espectrofotometro (412 nm). La determinacion de SH se calculé como mg N-
acetilcisteina por mg de proteina, para lo cual se restaron los blancos
correspondientes a las lecturas obtenidas y se interpolaron los valores

estandarizados por proteinas contenidas en la muestra con una curva de estandar



(R?>0,97) realizada con 0,032- 1,02 ug de N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich Co.,
EE.UU.) (7).

Determinacion del potencial mitocondrial

Se incubaron las muestras a 37°C por 15 minutos en oscuridad 148 uL de
suspension celular con 2 yL de reactivo yoduro de 3,3 dihexiloxacarbocianina
(Sigma-Aldrich Co., EE.UU.) preparado en dimetilsulféxido (concentracion final del
fluoréforo de 40 nM), para luego leer la absorbancia a 485 nm. Tras estandarizar por
conteo celular, los resultados se expresaron como porcentaje de area respecto al
grupo control (%).

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos a partir de las distintas determinaciones se expresaron
como media * error estandar (EE), calculados con el programa estadistico InfoStat
2018 (estadistica descriptiva). Para establecer el efecto en las muestras animales,
se empled andlisis de la varianza, seguidos por la prueba de Fisher (p<0,05) (14).
Resultados

Acumulacién tisular de arsénico

Teniendo en consideracion los limites de deteccion de la metodologia aplicada, la
presencia de arsénico fue confirmada en las muestras de bazo y rifion de animales
tratados con NaAsO: (> 0,2 ppm p/p), y se determind la ausencia o valores no
detectables en aquellas originarias del grupo Control (< 0,2 ppm p/p). Estos
hallazgos confirman la acumulaciéon de Arsénico en aquellos grupos que fueron
inyectados con NaAsO:a.

Disminucion de la viabilidad celular

El andlisis de los datos por regresion lineal indicé un descenso de la viabilidad

celular dependiente de la concentracion de arsénico (R?=0,7; p<0,0001), siendo



significativa estadisticamente la respuesta de la DLso (19 mg/Kg de NaAsO?2 ip)
respecto a control (46,95%; p<0,05) (figura 1).

De acuerdo a los resultados obtenidos, las siguientes determinaciones fueron
conducidas, en primera instancia, sobre las muestras de bazo y timo de los grupos
Control y 19 As, denominado Arsénico en adelante. Posteriormente, cada test fue
repetido sobre las muestras obtenidas de los 6rganos metabdlicos (higado y rifion)
de los mismos grupos.

Compromiso de los polifenoles biodisponibles

La concentracion de polifenoles dosada en los bazos (0,33 £ 0,07 EAG ug/mg de
proteina) y timos (0,06 £ 0,03 EAG ug/mg de proteina) del grupo Arsénico fue
inferior respecto a Control (0,59 £+ 0,11 EAG pg/mg de proteina), verificandose una
deplecién en la biodisponibilidad de estos antioxidantes provenientes de la dieta, que
resulta estadisticamente significativa para timo. Por otra parte, en sangre y érganos
metabdlicos no se observaron diferencias entre grupos (figura 2).

Estos hallazgos dan cuenta de un compromiso de los polifenoles biodisponibles, a
partir de la incorporacién de arsénico al organismo.

Reduccion variable del hierro tisular

La inyeccion intraperitoneal de arsenito de sodio (DLso) condujo a una reduccion
significativa, respecto a Control (0,150 £ 0,030 ug de hierro/mg de proteina), en la
concentracion total de hierro a nivel del bazo (0,086 + 0,012 ug de hierro/mg de
proteina; p<0,05), dando cuenta ello de una alteracion en el contenido y distribucion
del hierro mediada por el arsénico. No se observaron variaciones en la
concentracion del metal dosado entre los timos, rifiones e higados de los animales

de los diferentes grupos experimentales (figura 3).



Oxidacion renal sin compromiso de otros 6rganos

El andlisis de los resultados no evidencioé diferencias significativas en la produccion
de peroxidos acuosos Y lipidicos entre ambos grupos (Control y Arsénico). Solo en
los riflones del grupo Arsénico se observo un incremento en la produccion de HP del
165,85% respecto a Control (p<0,05) (figura 4).

En concordancia con estos valores, no se encontraron diferencias significativas al
evaluar, y comparar entre grupo Control y Arsénico, la formacién de PAOP que
tienen lugar como resultado de la oxidaciéon de macromoléculas de naturaleza
proteica (figura 5).

Estos datos, evaluados en simultaneo, dan cuenta de que la dosis aguda empleada
sé6lo induce estrés oxidativo en rifidn, por lo que no seria ésta la causa del descenso
de viabilidad observado en los esplenocitos.

Efecto diferencial sobre grupos sulfhidrilos libres (SH)

En bazo, tras la inyeccion intraperitoneal de arsenito de sodio (grupo arsénico), la
concentracion de SH tiende a disminuir (0,0072 + 0,0014 mg de N-acetilcisteina/mg
de proteina) con respecto a control (0,0142 £+ 0,0014 mg de N-acetilcisteina/mg de
proteina), aunque no representa una reduccion significativa estadisticamente. En
timo, por el contrario, se presente una tendencia a incrementarse la concentracion
de SH en las muestras obtenidas del grupo arsénico (0,037 = 0,009 mg de N-
acetilcisteina/mg de proteina) con respecto al control (0,015 + 0,002 mg de N-
acetilcisteina/ mg de proteina). Adicionalmente, en las muestras de sangre, rifiones
e higados no se observaron variaciones significativas entre los resultados de ambos

grupos (figura 6).



De esta manera, los hallazgos obtenidos tras la medicion de este biomarcador,
evidencian una interaccion del arsénico administrado con los SH disponibles en bazo
y timo.

Disminucion del potencial mitocondrial

Se observo una reduccion del 23,08% en el potencial mitocondrial de los
esplenocitos obtenidos de los animales que recibieron la DLso de arsenito de sodio.
En este sentido, el andlisis estadistico de los datos disponibles determind un efecto,
dosis dependiente, inverso o negativo del arsénico (p=0,0632), dando cuenta ello de
gue la caida en la funciéon mitocondrial, se correlaciona con el incremento de este
metal en el organismo.

Discusion

Tras el andlisis de los resultados obtenidos, pudo confirmarse la existencia de
arsénico en muestras de bazo y rifién derivados de los animales inyectados con
arsenito de sodio y su ausencia en los mismos tejidos provenientes del grupo
Control, lo cual confirma a éstos como acumuladores de compuestos arsenicales
(15,16). En adicion, la presencia de arsénico en bazo, determinada por la
administracion de arsenito de sodio, condujo a una pérdida dosis-dependiente de la
viabilidad de los esplenocitos, confirmandose éstos como células dianas del efecto
deletéreo, por muerte celular, de los compuestos arsenicales (17).

Posteriormente, las concentraciones de hierro y polifenoles fueron dosados en las
muestras organicas obtenidas de los animales experimentales. Asi, al analizar la
concentracion de polifenoles en las muestras de ambos grupos, se observo, en bazo
y timo, una disminucion tisular de estos compuestos en los animales tratados con
arsenico. Este hallazgo da cuenta de un posible agotamiento de los polifenoles

disponibles en el grupo Control (provenientes de la dieta) mediado por el aporte de



arsenito de sodio al organismo (18). Resultados analogos fueron encontrados, en
bazo, tras determinar la concentracion de hierro. Asi, pudo corroborarse una
disminucion en los niveles de este mineral con la administracion de arsénico, lo cual
puede corresponderse con un desplazamiento del hierro hacia la corriente
sanguinea o el espacio intersticial movilizado por la capacidad de lisis del arsénico
(19). En este sentido, otros autores han reportado previamente el efecto directo que
tiene la bioacumulacién de arsénico sobre el contenido y distribucién de hierro en los
tejidos hemolinfaticos e, indirectamente, sobre la homeostasis de otros metales tales
como cobre, zinc y manganeso (20,21), lo cual compromete las respuestas
enzimaticas de las células y contribuye a la inmunodeficiencia inducida por arsénico.
Adicionalmente, se midié la formacion de peréxidos (HP y LP) y PAOP en los tejidos
de ambos grupos, detectandose que la dosis de arsenito de sodio sélo resulta en un
aumento de los HP en rifion. En este sentido, frente a la dosis aguda empleada, se
constata que la induccion de estrés oxidativo no seria la via involucrada en la
disminucién de la viabilidad de los esplenocitos y, en una primera aproximacion, los
resultados recabados dan cuenta de una muerte celular temprana, sin variacion en
los pardmetros redox dosados (22).

Por otra parte, el uso de arsénico representa una tendencia a disminuir la
concentracion de SH en bazo, respecto a control, confirmando esto la capacidad de
los arsenicales trivalentes de interactuar con los grupos tioles de péptidos y
proteinas, tales como el glutation celular (GSH) y diversas enzimas y cofactores, e
inhibir su accionar (23). No obstante, este efecto no se observo en timo, donde la
concentracion de SH se ve incrementada en el grupo Arsénico, probablemente como
resultado de una diferenciacion en el proceso de biotransformacidon que tienen lugar

en ambos tejidos, a partir del cual se concentra el acido metilarsénico (MMA) en timo



de acuerdo a lo observado por Xu y colaboradores, quienes describen la capacidad
elevada de este metabolito para inducir genotoxicidad y apoptosis en este tejido
(24), aunque posee diferencias con el arsénico trivalente en la selectividad de
interaccion con los grupos tioles (25,26).

Finalmente, se observo una reduccion en el potencial de membrana mitocondrial de
los esplenocitos obtenidos del grupo Arsénico, respecto a control. En este sentido,
existen diversos estudios que proponen al arsénico como un poderoso
mitocondriotoxico, fundamentando su capacidad de inducir apoptosis a partir de la
accion directa sobre la cadena respiratoria mitocondrial y el poro de transicion
mitocondrial (MPTP) (27), lo cual conduce a un aumento de la permeabilidad de la
membrana mitocondrial interna y externa, la liberacion del citocromo c y la activacion
de las caspasas 9 y 3 (28). Consecuentemente, este evento deriva en una
disminucién del ATP y muerte celular (29), lo cual explica de forma coincidente la
caida de la viabilidad observada en el presente trabajo.

En su conjunto, los resultados brindan evidencia fehaciente de que la administracion
de arsenito de sodio, en dosis agudas, conlleva a una reduccién en la funcién
mitocondrial de los esplenocitos que modularia la muerte celular, revalidando de
esta manera la reconocida actividad citotéxica de los compuestos arsenicales
(30,31). Paralelamente, queda demostrado que los mecanismos de toxicidad de esta
sustancia, involucran una disminucion en los niveles de polifenoles y una alteracion
en el contenido de SH vy distribucion de hierro, en perjuicio de los tejidos estudiados.
De esta manera, los hallazgos del presente estudio aportan evidencia cientifica
sobre los cambios en biomarcadores involucrados en la inmunotoxicidad del

arsenico y ofrecen, ademas, un disefio experimental delimitado para ensayar



potenciales tratamientos frente al accionar deletéreo del arsénico trivalente y sus

derivados sobre el sistema inmune.
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Figura 1. Viabilidad de esplenocitos obtenidos por cultivo primario de bazo de ratones
Balb/c sometidos a las siguientes condiciones experimentales: 0 mg/Kg de NaAsO2
(Control), 9,5 mg/Kg de NaAsO:2 ip (9,5 As), 19 mg/Kg de NaAsO:z ip (19 As). Los

valores son expresados como la media (% de &area segun control) +/- E.E. (n>3).

*p<0,05.
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Figura 2. Concentracion de polifenoles en bazos, timos, sangre, rifiones e higados de
ratones Balb/c sometidos a las siguientes condiciones experimentales: 0 mg/Kg de
NaAsO: (Control), 19 mg/Kg de NaAsOz: ip (Arsénico). Los valores son expresados

como la media (EAG pg/mg de proteina) +/- E.E. (n>3). *p<0,05.



0,20
0,16
0,12 -
*
0,08 .
| [
- . I I

BAZO TIMO RINON HIGADO

Hierro (pg de hierro/mg de proteina)

m Control = Arsénico

Figura 3. Concentracion de hierro en bazos, timos, rifiones e higados de ratones
Balb/c sometidos a las siguientes condiciones experimentales: 0 mg/Kg de NaAsO:2
(Control), 19 mg/Kg de NaAsO: ip (Arsénico). Los valores son expresados como la

media (ug de hierro/mg de proteina) +/- E.E. (n>3). *p<0,05.
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Figura 4. Formacién de hidroperoxidos (HP) y lipoperoxidos (LP) bazos, timos,
sangre, rifiones e higados de ratones Balb/c sometidos a las siguientes condiciones
experimentales: 0 mg/Kg de NaAsO: (Control), 19 mg/Kg de NaAsO: ip (Arsénico).
Los valores son expresados como la media (% de area segun control) +/- E.E. (n>3).

*P<0,05.
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Figura 5: Formacion de productos avanzados de oxidacién proteica (PAOP) en

m Control = Arsénico

bazos, timos, riflones e higados de ratones Balb/c sometidos a las siguientes
condiciones experimentales: 0 mg/Kg de NaAsO: (Control), 19 mg/Kg de NaAsO: ip
(Arsénico). Los valores son expresados como la media (mg de cloramina T/mg de

proteina) +/- E.E. (n>3). *p<0,05.
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Figura 6: Concentracion de grupos sulfhidrilos en bazos, timos, sangre, rifiones e
higados de ratones Balb/c sometidos a las siguientes condiciones experimentales: 0
mg/Kg de NaAsO: (Control), 19 mg/Kg de NaAsO: ip (Arsénico). Los valores son
expresados como la media (mg de N-acetilcisteina/mg de proteina) +/- E.E. (n>3).

*p<0,05.



