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RESUMEN

El resultado de numerosos estudios epidemiolbgicas
en humanos despu#s de la exposicibn crdnica al arsénico
inorgénico, sugieren que el arsénico es un carcinbgeno de
piel y pulmones. Sin embargo, investigaciones realizados
en animales no han reproducido dichas observaciones,

Estudios previos indican la existencia de marcadas
diferencias en la absoreién, distribucibén, metabolismo y
excrecibn del arsénico entre algunas especies animales y
el humano, lo cual puede explicar cn parte la falta de
carcinogenicidad del arsénico en esos estudios.

Es necesario identificar un modelo animal apropiado
para probar los efectos blolfigicos del arsénico.

Por lo tanto, el presente estudio fue llevado a cabo
en ratfn para determinar la farmacocinética, metabolismo
y excreci6n del arsénico y compararlo con los datos repor
tados en humanos.

El estudic de farmacocinética se llev6 a cabo en 5
ratones machos CD; que recibieron 0.250 mCi/kg de 74as
por via intravenosa. Se tomaron muestras sanguineas duran
te 24 horas, la radicactividad de cada muestra se determi
n6 en un contador de centelleo gama.

Los datos se ajustaron a un modelo abierto de dos
compartimentos con un tiempo de vida media de 2.28 horas.

Se encontrS que a dosis mayores de 7 mg/kg de peso,
el arsénico presenta una farmacocinética no-lipeal, el
tiempo de vida media de eliminacidn para una dosis de -



9 mg/kg de peso es de 15.48 horas.

El estudio de distribucidn se llevd a cabo usandc un
ratbn para cada tiempo de muestreo, quienes recibieron -
0.250 mCi/kg de 7%As, se colectaron muestras de tejido du
rante 24 horas. Se encontrd que la distribucifn del arsé-
nico es répida encontrindose la mayor concentracifn en hi

gado y rinén.

El metabolismo y excrecifin del arsénico se determind
despuéis de administrar intravenosamente 0.500 mCi/kg de
74ps. Para cada ratén se colectaron muestras de orina en
intervalos de 24 horas durante 5 dfas usando cajas meta-
bblicas, Una alicuota de la muestra de orina se pasb a -
través de una columna de intercambio i6nico para la sepa
racibn e identificacitn de los metabolitos.

La excrecifn del arsfnico despufs de su administra-
cisn intravenosa es por via renal, el porciento de dosis
excretada durante 5 dfas fue de 63-89%, Se encontraron en
la orina del ratbn &cido monometil arsénico, Scido dime-
til arsénico y arsénico inorg8nico, siendo el principal -
metabolito el derivado dimetilado.
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ABSTRACT

The results of numerous epidemiolegical studies in
humans following cronic exposure to inorganic arsenic
have suggested that arsenic is a skin and lung carcinogen.
However, the investigations in animals, have failed to
reproduce these observations. Previous studies indicate
that marked differences in the absorption, tissue
distribution, metabolism and excretion of arsenic exist
between animals and humans, which may explain the lack of
carcinogenicity of arsenic in these animals studies.

The need of identity an apropiated animal model to
test the biological effects of arsenic as they are
observed in humans hecame apparent.

Therefore the present study were undertaken in the
mouse to determinate the pharmacokinetic, metabolism and
excretion of arsenic and compare with the available data
in humans.

The pharmacokinetic study was carried out with 5 male
mice CD; who recieved 0,250 mCi/kg of 74As (0.4 ug/kg} by
intravenous administration.

Blood samples were collected during 24 hours. The
radicactivity of each sample was measured in a Beckman

gamma scintillation counter.

Data were fitted to a two compartment open model
with a half-perjod of elimination of 2.28 hours.

It was found out that to higher doses of 7 mg/kg of



weeth the arsenic preaent a non-linear pharmacokinetic,
the half - period of elimination for the doses from % mg/
kg is 15,48 hours.

The distribution study was carried using ane mouse
for for each time who recieved 0.250 mCi/kg of 74as,
tissues samples were collected during 24 hours. It was
found that the distribution of arsenic is fast and the
higher concentrations were obtained in liver and kidney.

The metabolism and excretion of arsenic were
determinated following intravenous administration of
0.500 mCi of 74As. For each mouse, 24 hours collections
of urine during 5 days were obtained using metabolism
cages. An aliguot of the urine was then passed through an
ion exchange column for the separation and identifications
of‘metabolites.

The excretion of arsenie following intravenous dosing
is vfa the kidney; the percent of excreted doses during
5 days were 63-89% . Monomethylarsenic acid, dimethyli-
arsinic acld and inorganic¢ arsenic were found in the
urine of the mouse, but the major metabolite is the
dimethylarsinic acid.



I. INTRODUCCION

El arsénjco es un elemento que se encuentra amplia-
mente distribufdo en la naturaleza y en la corteza terres
tre, su concentracién va de menos de 1 ppm, siendo el va-
lor promedio de 2 ppm (1).

En algunas regliones de la tilerra en donde existen de
pbsitos de agufre, el ars&nico esti presente como sulfuro
de arsénico y como arseniurc de plomo, plata, cobre, oro,
etc., y contamina las aguas subterrfneas llegando a alcan
zar concentraciones de hasta 1100 ug de arsénico/litro -
siendo a concentraci®n mixima permisible de arsénico en el
agua potable de 50 ug/litro & 50 ppb (b).

El arsénico se libera al medio ambiente a través de
diversos procesos industriales, durante la fundicifn de
metales bdsico no ferrosos y durante la combustifn de car
b8n mineral (3).

En la agricultura, un gran niimero de compuestos de
arsénico se usan como plaguicidas, fungicidas y herbici--
das contaminando tanto los alimentos como el aire,

El hombre por lo tanto, puede estar expuesto al arsd
nico a través del ailre, el agua y de alimentos contamina-

dos.
Adem&s de lo anteriormente expuesto, el arsénico se
ha usado extensamente en el tratamiento de algunas enfer-

medades como anemia, pelagra, asma, reumatismo, etcétera.

Para la poblacidn general, la exposicibn al arsénico
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ocurre principalmente a través de ia ingestidn de alimen=-
tos que contlenen arsénico inorginico y orgénico. El ni-
vel'de arsénico en los alimentos generalmente es menor a
1 mg/kg, excepto en el pescado que normalmente contiene
entre 1 y 10 mg/kg (4). El promedio de ingestifn oral dia
rios en adultos expuestos no ocupacionalmente varia de
0.5 a 4,2 mg/dia, dependiendo de los h&bitos dietéticos.

La inhalacisn de arsénico del medio ambiente general
mente es baja, menos de 1 ug/dia (1).

Como se indic6é anteriormente en ciertas dreas, la ip
gestifén de agua contaminada con arsénico inorginico repre
senta la mas importante fuente de exposici&n. En M&xico,
en algunas regiones de la comarca lagunera gue comprende
los Estados de Durangoe y Coahuila, la concentracifn de ar
sénico en el agua de beber es de 0.5 ppm, 10 veces mayor
a la concentraci®n méxima permitida, en esta regifn el hi
droarsenisimo crénico es endémico.

La intoxicacifn aguda por concentraciones altas de
arsénico produce alteraciones gastrointestinales y cardio
vasculares severas que conducen al shock, al estado de co
ma y en casos extremos a la muerte,

La intoxicacidn crbnica se manifiesta principalmente
por hipergqueratosis palmo-plantar, dermatitis, alteracio-
nes cardiovasculares, hep&ticas y hemdticas que en muchas
ocasiones son irreversibles., Este tipo de intoxicacifin se
presenta en zonas donde el grado de contaminaci&n de arsé
nico en el agua es elevada y en menor grado en trabajado-
ras que han estado expuestos a él.

El arsénico ademfs de ser un tfxico general, es un



agente genotfxico es decir, capaz de producir dajfios muta
génicos, carcinogénicos y teratogénicos (5}, Estudios epi
demiol6gicos en humanos muestran gque la exposicisn crbnica
al arsénico provoca cincer de piel y céncer broncogénico.
Sin embargo, hasta el momento no se ha podido demostrar
experimentalmente en animales el efecto carcinogénico del

arsénico,

Existen diversos informes sobre las marcadas diferen
cias observadas en el comportamiento del ars&nico en el -
humano y en algunas especies animales; se han encontrado
diferencias en la absorci®n, distribucifn, metabolismo y
excreci6n del arsénico, lo cual puede explicar en parte,
las diferencias en la toxicidad seqlin la especie estudia-
da.

Para valorar el riesgo que representa para el hombre
la exposicibn crbénica a concentraciones bajas de diversos
contaminantes se utilizan modelos animales. En la extrapo
lacifn a partir de estos modelos, es esencial conocer la
relacibn entre la dosis administrada y la dosis efectiva
en el 6rgano blanco, lo cual implica conocer la absorcidn,
distribucifn y elimipnacifn de la substancia en el organis
mo, es decir, la farmacocin&tica del agente en el organig

mo .

En general, con respecto al arsénico no existen da-
tos suficientes para diferenciar su comportamiento farma-
cocinBtico. Por le tanto, el objetivo de este trabajo es
determinar la farmacocinftica y metabolismo del arsénico
en ratones y compararlo con el reportado en otras espe-
cies animales incluyendo al hombre,



'Pcsteriormente, determinar la distribucifn tisular
del. ars&nico exfgeno y determinar la cantidad de diche
arsénico gue llega a testfculo.

8.



II. GENERALIDADES

2.1 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

El ars&nico {As) es un metaloide con un peso atfmico
de 74.9 y nfimeroc atdmico de 33, los estados de valencia
que presenta son -3, 0, +3 y +5. Su calentamiento en pre-
sencia de aire di un humo blanco de tridxido de arsénico.

Desde el punto de vista tanto bioldgico como toxico-
l6gico, los compuestos de arsénico pueden clasificarse en
tres grupocs princlpales:

1) Compuestos de ars&nico inorginico
2) Compuestos de ars&nico orgénico
3) Gas arsina

Los compuestos de arsénico inorgSnico trivalente més
comunes son trifxido de arsénico, arsenato de sodio y tri
cloruro de arsénico. Compuestos de arsénico pentavalentes
son pentbxido de arsénico, Scido arsénico y arsenatos ta-
les como arsenato de plomo y arsenato de calcio. Los com-
puestos orgdnicos tambiZn existen en el estado trivalente
y pentavalente.

Los compuestos orginicos pentavalentes mis comunes
son Acide arsanilico, fcido metilarsfnico y &cido dimetil
arsfnico {8cido cacodflico).

En el medio ambiente natural, el arsénico. raramente
ge encuentra como el elemento libre, frecuentemente se en
cuentra como sulfuro con otros metales como nfquel, cobal
to, hierro, etecétera,
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2,2 MBtodos de andlisis

Existe una gran variedad de métodos para determinar
en forma cualitativa o cuantitativamente la cantidad de
arsénico presente en una muestra.

Entre estos se encuentran m&todos espectrofotom&tri-
cos como el de dietil-diticcarbamato de plata y el mé&todo
de azul de molibdeno con un limite de deteccitn de 1-50
ug/litro (vasak y Sedivec, 1952; Sandell, 1959) (7); el
método de absorcifn at8mica que tiene un lf{mite de detec-
cisn de 0.04 ug (Holak, 1969) {8); el m&todo de activacifn
de neutrones gue detecta cantidades de 0.1 ng de arsénico
(Smith, 1959, 1964; Liebseher y Smith, 1968) (9); el méto
do de emisidn de Rayos~-X, con un limite de detecci&n de
0.1 mg/kg y que puede utilizarse para la determinaci&n si
multdnea de diversos elementos en muestras biol&gicas
(Walter, et al.,, 1974; Fowler, et al., 1975) (9, 10). En
estos mé&todos se determina la cantidad de arsénico total
en la muestra y en todos ellos excepto para el método de
anflisis por activaci6n de neutrones, se requiere un tra-
tamiento previo de la muestra para generar la arsina.

Para determinar los diferentes compuestos y estados
de valencia del ars€nico existen tambifn métodos cuantita
tives, uno de ellos es el mEtode polarogrifico, con un 1%
mite de deteccifn de 0.3 ug As/litro de agua y que detec-
ta tanto el As III como el As V (Myers y Osteryoung, 1973)
{11) . Otro mEtodo que permite determinar As III, As V, -
deido metil arsfnico y el dcido dimetil arsénico es el mé
todo descrito por{Braman y Foreback, 1973) (12)}; en el -
cual se combina la reduccisn pH selectiva de las diferen-
tes formas del ars&nico y absorcisn atfmica para determi-
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nar el arsénico con un limite de deteccifn de 1 ng.

Existen m&todos para separar los diferentes compues-
tos de arsénico como el m&todo de intercambio i6nico Lun
de, 1975 (13); Tam, et al., 1978 (l4), electroforesis de
papel (Reay y Asher, 1977) (15); cromatograffa en papel
(Miketukova, 1968} {(17). Estos procedimientos permiten se
parar los compuestos de arfSenico ripida y selectivamente,
para posteriormente cuantificarlos por cualquiera de los
métodos antes mencionados.

Uno de los m&todos mds utilizados en los Gltimos -
afos para determinar ars&nico, tanto en flufdos biol&gi-
cos y tejldos como en organismos completos, es el método
radioactivo utilizando 74As. Este método determina la can
tidad total de arsénico en la muestra., Es un m&todo ripi-
do en el que la muestra no requiere un pretratamiento la
determinacidn es directa. El limite de deteccién de este
método es de 1 ng.

2.3 Usos

Desde el siglo XIX la solucifn de Fowler que contie-
ne arsénico inorgfnico, 6e ha utilizado para el tratamien
to de leucemia, asma bronguial crénica y como ténico (Mar
tindale, 1977} (18). Existen también compuestos de arséni
co orgdnico que fueron usados para el tratamienteo de la
sifilis y trepanematosis antes de la introduccifn de los
antibi6ticos.

En la actualidad existen algunos compuestos arsenica
les que se emplean principalmente como firmacos antipara-
sitarios en humanos. Sin embargo, el principal uso del ar
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génico es en la agricultura donde se emplean diversos com
puestos de estemetal como pesticidas y herbicidas. Den-
tro de los pesticidas mis utilizados se encuentran el ar-
senato de plomo, arsenato de calcio y arsenito de sodio;
el dcido dimetil ars&nico que se usa como desfoliante del
algod&n.

Finalmente existen compuestos como el arsenato de
cromo ¥ zinc que se utilizan como conservadores de madera.
El arsé€nico también se utiliza como bronceador o agente
decolorante en la fabricacién de vidrio.

2.4 NIVELES AMBIENTALES Y EXPOSICION

2.4.1 NIVELES DE ARSENICO EN LOS ALIMENTOS

Con la excepcifn de algunos tipos de peces y crusti-
ceos, la mayoria de los alimentos contienen bajos niveles
de arsénico, normalmente menores a 0.25 mg/kg (19). En la
tabla 1 se muestran los niveles de arsénico expresados co
mo triSxido de arsénico en diferentes clases de alimentos.

TABLA 1
NIVELES DE ARSENICO (Asp03} EN ALIMENTOS

CLASE DE ALIMENTO ppm As promedic (rango)
Productos licteos 0.004 (0.08)
Carne, pescados y aves 0.19 (0.03 - 0.046}
Granos y cereales 0.02 ({0.03 -p.10)
Legumbres 0.004 (0.07)
Frutas 0.005 (0.1Q)
Aceites y grasas 0.002 (0.04)
Bebidas (incluyendo agua potable) 0.008 (0.15)




13.

Por lo tanto, la cantidad de arsénico ingerido dia-
riamente por el hombre a través de los alimentos se verd
afectada ¢randemente por sus hibitos alimentarios. Peroc
se estima que la ingestifn diaria promedio de arsénico a
través de los alimentos varfa de 0,01-0.02 mg/dfa {John-
son, et al; 1981 a) (20).

Hasta el momento no se ha podido determinar la forma
quimica en la gue se encuentra el arsénico presente en -
los alimentos.

2,4.2 NIVELES DE ARSENICO EN AGUA

La concentracifn mixima permisible de arsé&nico en el
agua potable es de 0.05 mg/litro 6§ 50 ppb (U.5. Public He
alth Service, 1%62) (21) generalmente como arsé&nico penta
valente debido al proceso de clorinaci6n y aereacién.

El agua de mar generalmente contiene de 0.001 a 0,005
mgflitro (Kappana, et al,, 1976) (22) principalmente como
arsénico pentavalente.

En lagunas y rfos el nivel de arsénico varia conside
rablemente, en muchos la concentracidn es menor a 0.01
mg/litro, pero existen regiones donde los niveles de arsg
nico llegan a 1 mg/litro {(Durum, et al,, 1971) (23),

El contenido de arSenico en el agua depende del con-
tenido de éste en el suelo y su naturaleza quimica es tan
to orginjca como Acido metil arsénico y dimetil arsé&nico,
come inorgdnica presente como arsenito o arsenato, encon-
trindose en menor proporcidn las formas metiladas que las
inorginicas (Braman y Foreback, 1%73} (12).



El promedio de ingestifn diaria de arsénico a través
del. agua de beber varia dependiendo de la fuente de agua
asi, en regiones donde la concentracifn es de 0.01 mg/li-
tro {nivel inferior al m&ximo permisible} y asumiendc que
se ingiere 1.5 litros de agua al dfa, la ingestifn serl
de 0.015 mg de arsénico/dia.

2.4.3 NIVELES DE ARSERICO EN EL SUELO

El contenido de arsénico en la corteza terrestre es
menor a 2 mg/kg (N.A.S., 1977: Woolson, 1977; Walsh, et
al., 1977) (1, 24, 25). El suelo no contaminado contiene
menos de 40 mg/kg, mientras gue el contaminado puede con-
tener cientos de mg por kilogramo (Walsh, 1977) (24) y la
importancia radica en el grado de movilidad y transforma-
cifn del arsénico en este medio para pasar al agua, aire
y alimentos {a través de los vegetales}.

En el suelo, el arsénico se une a superficies gue -
contienen 6xidos de hierro o aluminio amorfo. El grado de
adsorcidn de este metal estd en funcién del tipo de suelo,
pH, niveles de fosfato, etcftera.

2.4.4 NIVELES DE ARSENICO EN EL MEDIO AMBIENTE

El arsé&nico se libera al medio ambiente a través de
diversos procesos industriales, entre los cuales se encuen
tra; la fundicifn de metales, la combustibn del carbén y
el uso de compuestos arsenicales como pesticidas.

burante la manufactura de insecticidas se han encon-
trado concentraciones de 0.5 a 45 mg/m3 de ars&nico en el
aire {Patty; 1962) (26) y de 0.06 a 2 mg/m3 en industrias

.
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fundidoras de metales (Kodame et al.) (27).

La naturaleza quimica del arsénico en el medio am--
biente es poco clara, en muchas dreas urbanas y suburba-
nas el ars&nico se encuentra como una mezcla de arsénico
inorginico tri y pentavalente, predominando principalmen-
te el trifSxido de arsénico (As03).

2.5 FARMACOCINETICA

2.5.1 ABSORCION

Como se menciond en la seccifin anterior, existen di-
vergas vias a través de las cuales el humano puede estar
expuesto al arsénico, la importancia de E&stas depende de
factores tales como: las propiedades fisicas y quimicas
del compuesto arsenical, su modo de exposicifn y del suje
to mismo,

Las dos viag de exposicidn de mayor inter&s para la
Salud Pfiblica son: la inhalacibn y la ingestibn,

La ingestién es una via directa y es la principal -
fuente de exposicidn para la poblacifn al consumir alimen
tos © agua contaminada. La inhalacifin es una via indirec~
ta pero constituye la mis importante en el campo laboral.

ABSORCION RESPIRATORIA
Existe poca informacifin acerca de la acumulacifn y

absorcifn respiratoria del arsénico en humanos y en otras

especies animales,
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Holland y col. (28}, en un estudic realizado en pa-
cientes con céncer pulmonar terminal demostraron gque de
una dosis total de arsénico adicionado en forma radicacti
va a cigarrillos un 5.8% se deposita en los pulmones y de
esta dosis hasta un 75-85% alcanza rdpidamente el torren-
te circulatorio.

Pinto y col. (29), encontraron una correlacién alta-
mente significativa (pg 0.01) entre los valores de excre-
cisn urinaria de arsénico y los niveles de &ste en el --
aire.

Existen alguncs datos acerca de la absorcifn del ar-
sénico a través del tracto respiratorio en animales.

Bencko y Syman (30), observaron un incremento de ar-
sénico en los tejidos de ratones despus su exposicifn a
un aerosol s&lido que contenfa 180 ug/m? de arsénico.

De la misma manera, Dutkiewcz (31), encontr$ una ré&-
pida absorcibn y distribucifn del arsénico en los tejidos,
cuando €ste administrd intratraquealmente come arsé&nico -
pentavalente (arsenato de sodio NapHAs(O3-7H20) a ratas en
unas desis de 0.1-4.0 mg/kg.

ABSORCION GASTROINTESTINAL

Se ha demostrado que tanto en el hombre como en ani-
males experimentales, existen diversos factores que deter
minan la absorcifn del arsBnico del tracto gastrointesti-
nal como lo son: la forma quimica del metal, sus propieda
des fisicas y su dosis.

Existen estudios en humanos y algunas especies anima
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les gue demuestran que el arsfnico se absorbe bien del -
tracto gastrointestinal.

Pomroy y col. (32), encontraron gte el porcentaje de
arsénico excretado en orina despufs de una administracidn
oral simple a humanos en 7 dias fue de 62% solamente un -
6% de arsé&nico se recuperf en heces.

Bettley y OfShea (33}, reportaron que un 25-56% de
arsénico se elimina en orina en un perfodo de 10 dfas, en
pacientes con carcinomas, mientras que Coulson y col. (34},
reportan un 75-100% en un periodo de tiempo similar. Estos
valores son similares al valor reportado por Mealey y col.
{35), Mealey reporta un valor de 57-99% de la dosis recu-
perada en orina en 10 dfas después de una administraci&n
intravenosa de arsénico inorginico a humanos.

Existen también estudios de absorcisn oral del arsé-
nico en algunag especies animales, las cuales generalmen-
te concuerdan con lo reportado en el humano.

Charbonneau y col. (36), encontraron gque en monos se
recupera en orina el 75% de la dosis de ars@nico inorg&ni
co en 10 dfas, y Gnicamente un 2% en heces.

Hollins y col. (37), reportaron una recuperacifn en
orina del 90% en 4 difas y del 99% en 10 dfas despu&s de
la administracifn oral de 0.3 ug de arsénico a perros bea
gle. Despufs de una administracifn oral de 0.01 y 0.1 mg
de 74as como As (V) & As (III} a ratones de la cepa CBA,
mis de un 60% de la dosis se recuperd en orina y menos del
6% se recuperS en heces, indicando gque la absorcifin del
arsénico del tracto gastrointestinal es muy alta tanto pa
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ra As (V) como para As (III) {38}.

Otros estudios demuestran que existen marcadas dife-
rencias en la absorcién, distribucién y excrecifn del ar-
s€nico entre el humano y algunas especies animales.

Dutkiewicks (39) ,encontr6 que después de la adminis-
traci®n oral de arsenato de sodio a ratas, el 30% de la
dosis se recupera en heces indicando una mala absorcitn -
del arsénico en esta especie,

Existen diferencias también en la distribucifn de ar
sénico en ratas, lLanz y col. (40), demostraron una marca-
da unidn del arsé&nico a los eritrocitos de rata, fenfmeno
no observado en el humano,

Charbonneau y col. (41), reportan un 70% de arsénico
excretado en heces despuBs de la administracibn oral de
0.01 ug de 74As a hamsteres y un 6% después de la adminis-
tracifn intravenosa.

Estos datos sugieren que despufis de la administracidn
oral del arsénice en dichas especies, la mayoria no se ab
sorbe, lo cual puede explicar en parte la falta de toxieci-
dad observada en estas especies.

2.5.2 DISTRIBUCION

El arsénico administrado Intravenosamente se distri-
buye répidamente a diversos tejidos (42).

Mealey y col. (3%), encontraron que despuds de la ad-
ministracifn intravencsa de arsénico trivalente, &ste desa
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parece ripidamente del torrente circulatorio y se distri-
buye en diversos tejidos encontrindose en mayor concentra
ci6n en higado y rifi6bn durante las primeras horas despuds
de su administracidn.

La tabla 2 muestra el porciento de arsé&nico por kilg
gramo de tejido en muestras de autopsia de 11 pacientes
tratados.

El velumen de distribucitn del ars&nico en humancs
es de 14,2 litros (35) indicando la reclusitn de €ste en
algln tejido. No existen datos que indigquen la distribu-
ci®én de arsénico pentavalente en humanos.

En ratas, el arsénico se distribuye ripidamente a
diversos tejidos encontrindose en mayor concentracifn en
higado, rifibn, pulmSn, bazo y sangre.A pesar de que la -
eliminacién del arsénico de la mayorfa de los tejldos es
muy répida, tarda en eliminarse de 60-90 dfas debido a
que cerca del 80% del arsénico total se une a eritrocitos
(39).

Exlsten diferencias en la distribucifn del arsénico
inorginico segin el estado de valencia. Vahter y col. (38),
encontraron que despuds de la administracidn oral de 0.1
my de arsénico y arsenato de sodio en ratones, la reten--
cifdn del arsé&nico trivalente (As III}, en diversos teji--
dos es mayor que la del arsénlco pentavalente.

La tabla 3 muestra la concentracitn de arsénico en -~
ug por gramo de tejido en diferentes Srganos después de la
administracisn oral del arsénico en ratones.

En hamster el arsénico atraviesa la placenta cuando



TABLA 2

CONCENTRACION DE ARSENICO RADIOACTIVO EN MUESTRAS DE AUTOPSIA DE PACIENTES TRATADOS

6

CASO No. 1 2 3 4 5 7 8 9
TIEMPO 1 hr. 17 hra. 33 hrs. 43 hrs. 4 dias 7 dias 9 dfas 9.5 dfas 18 dilas
CORAZON 4.92 - - 1.37 0.62 0.32 0,31 0.25 0.05 0.18
AORTA - - - - 0,50 - - - - - - 0.18 0.03 - -
BAZ2O 8,35 2,67 5.14 0.76 0.58 0.34 0.35 0.09 - -
HIGADO 12.10 6.18 7.35 2.96 1.39 1.13 0.75 0.30 0.83
RIRON 38.88 16.71 5.60 2,81 2.10 1.15 1.19 0.23 0.27
PANCREAS 3.76 2.23 1,75 0.61 -- 0.36 0.22 0.082 0.13
MUSCULO 0.68 ¢.79 0.90 0.59 - - - 0.48 0.16 - -
HUESO - - 1,05 0.77 - - .-- - - 0.24 0.02 0.14
PULMON - - - - 2,12 0.70 0.31 0.21 0.21 0.10 - -
CEREBRO 0.16 0.77 0.28 0.195 0.13 0.15 0.15 0,05 0,06
CABELUDY  0-32 0,56 0.71 - - -~ 1.77 0.03 0,33 0,34
TESTICULD =~ = - 1.19 1,14 - - _— 0,23 0.094 - -
INTESTINO -~ - - = - - - - - - -~ 0.42 0.104 - -
TIROIDES - - - - 2,31 0.42 0.64 1.01 0.87 - - - =

*oz



TABLA 3

ARSENICO EN ORGANOS (ug As/g) DE RATONES DESPUES DE LA ADMINISTRACION ORAL
DE 0.1 mg As/RATON (4 mg/kg) DE 74As

TIEMPO (hr) 0.5 hr 2 hr 6 hr 24 hr
TEJIDO As (V) As(III} As(V) As{III) As(V) As(III) As{V} As(III)

RIRON 7.24  7.41  8.73 7.4 4,33 4,37 0.06  0.78
HIGADO 2.71 6.43 3,52 6.72 0,92 3.19  0.04  0.39
VESICULA BILIAR 4.01 12,3 7,18 23,8  2.16 15,19 0.1 0.1
CEREBRO 0.09 0.06 0.54 0,17  0.39 0.28 0.01 0.05
HUESO 0.62 0.72  1.00  0.97  0.58 0.87 0.01 0.03
PIEL 0.44  0.64  0.94  1.10  0.37 1.10 0.04  D0.76

"1z



22,

Egte se administra a dosis altas (43).

Kadowaki (44), reporta un incremento en los niveles
de arsénico en el feto humano conforme avanza el embarazo.

2.5,3 METABOLISMO

Los principales metabolitos del arsénico inorgénico
en el humano son el &cido dimetll arsénico y el dcido mo-
nometil arsénico, siendo el principal metabolito el deri-
vado dimetilado.

Después de la administraci6n oral del arsé&nico, se
recupera en orina de un 60-80% del derivade dimetilado se
guido de Scido monometil arsénico que se elimina de un 8-
25% y un 9-22% como arsé&nico inorgfinico inalterado, (45,
46, 47). Este proceso de metilacifn es una via de metabo-
lismo del arsénico inorgdnico mis t&xico (45,51).

El cido dimetil arsénico es un metabolito terminal,
el cual se forma y elimina ripidamente. Despu&s de la ad-
ministracién oral del Acido dimetil arsénico en humanos,
el 75% de la dosis se recupera en orina despufs de 96 hrs.
en forma inalterada. Asimismo, cuando se adminjstra el de
rlvado monometilado, el B0t se elimina en forma inaltera-
da en orina y un 13% de la dosis se elimina como &cido di
metil arsénico (48).

La metilacifn del ars&nico inorginico es independien
te tanto de la via de exposicibén como de la dosis adminis
trada. En un estudioc realizado en trahajadores expuestos
a tribxido de ars&nico en el medio ambiente, Smith y col.
(49), reportan que la especie dominante en la orina es el
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icido dimetil arsénico seguida por el metil arsénico, ar-
sénico trivalente y ars@nico pentavalente.

Buchet y col, {50), después de vigilar la excrecidn
urinaria al administrar repetidamente meta arsenito de so
dio a las dosis de 125, 250, 500 y 1000 g en humancs, re-
portan para todas las dosis un 74-93% de derivados metila
dos (mono y dimetil arsénico}.

La metilacidn es un procesc de biotransformacibn que
también se ha demostrado en algunas especies animales., Sin
embargo, en la mayoria de los casos no se ha podido demos
trar la presencia del &cido mono metil arsénico.

Lakeo y Peoples (52}, detectaron formas metiladas de
argénico en la orina de perros y vacas alimentadas con ar
senito de potasio y arsenato de sodio, sin embargo, no in
dican si se trata de fcido dimetil o monometil arsénico.

En perros despufs de la administracién oral o intra-
venosa de arsénice inorginice (74a8) el Gnico metabolito
que se recupera en plasma, eritrocitos y orina es el Sci-
do dimetil arsé&nico (51, 53). Resultados similares los re
porta Charbonneau y col. en un estudio realizado en héms-
teras (41}).

En ratones, este proceso de bhilotransformacifn depen-
de de la dosis administrada. Vahter (54), encontré que des
pués de la administracién oral de arsénico trivalente o
pentavalente a ratones a las dosis de 0.04, 0.4, 2 vy 4
mg/kg de peso, el principal metabolito de ambos estados de
valencia es el derivado dimetilado. Sin embarge, este por-
centaje es menor al aumentar la dosis.
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2.5.4 ELIMINACION

La principal via de eliminacifn del arsénico en huma
nos es la via renal y en menor grado la via fecal. Exis-
ten otras rutas de eliminaci6n del arsénico que son de me
nor importancia, &stas incluyen: plel, pelo, uilas y trac-
to respiratorio.

En humanos, despufs de la administraci6n intravenosa
de arsénico, del 57-97% se recupera en orina y menos de -
un 2% se recupera en heces (35). Similarmente, despufs de
la administracibn oral del ars&nico, se elimina a través
del rindn de un 25-100% de la dosis y menos del 6% se eli
mina en heces (32, 33, 34, 35).

La depuracifn renal del arsé&nlco en humanos es de -~
3.54 litros/hora (35).

Hasta el momento existen pocos estudios que indican
el comportamiento farmacocin&tico del arsénico en el huma
no. De acuerdo a la literatura, después de upa administra
cifn oral, el ars&nico presenta una farmacocinética que
se explica mejor mediante un modelo abiertoc de tres compar
timientos con tiempos de vida media de 2,1, 9.5 y 38.4 =~
dfas (32) para cada una de las fases respectivamente.

Estudios en monos (36), perros (37}, ratones (38) y
hamster (41), muestran que la principal via de eliminacibn
del arSenico en estas especies es la via renal recuperfn-
dose del 60-90% de la dosis en orina y menos del 5% en he

cesg,

En el perrc y hdmsteres, la eliminacién del arsénico
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sigus una cin&tica biexponencial con tiempo de vida me-
dia de 5.9 * 0.9 hrs. para el primer componente y de 2.4
‘'t 0.6 dlas para el segundo componente en el perro, y de
9.6 *. 0,96 hrs. y 4.5 t 0.3 dfas para el hamster respecti
vamente {37, 41}.

En ratas el porcentaje de arsénico eliminado en ori-
na y heces depende de la via de administracifn. Después
de la administracifin intravenosa, el porcentaje recupera-
do en orina y heces es de 39 y 5% respectivamente, cuando
se administra per via oral el porciento eliminado en ori-
na es del 20%, y un 30% se elimina en heces (39). La ciné
tica de eliminacién que sigue el arsénico es triexponen-
cial con tiempos de vida media de 2.5, 10 y 690 hrs. {39}.

III. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE ARSENICO EN
RATONES

Este estudio se llevd a cabo con el objete de carac-
terizar el comportamiento farmacocin&tico del arsénico en
ratones., Los pardmetros farmacocin&ticos se determinaron
a partir de los datos obtenidos de muestras sanguineas =~
despu&s de la administracidn intravenosa de 0.250 mCi/kg
de peso de arsé&nico marcadc radioactivamente (0.4 ug/kg
de peso) y se compararon con los datos obtenidos en otras
especies animales incluyendo al humano.

3.1.1 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICO EN SANGRE

Existen diversos m&todos para la determinacién de ar
sénico a concentraciones bajas. Sin embargo, muchos depen
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den de la reduccifn del ars&nico inorginico a la arsina y
posteriormente su determinacién por colorimetria (6, 7},
absorcisn atSmica {B), cromatografia de gases {12}, etc.
Estos procedimientos son largos y requieren de gran cui-
dado para eliminar interferencias y especialmente para
evitar la p&rdida de compuestos voldtiles de arsénico du=~
rante la generacibn, destilacifn y retencifn.

La metodologia radioisotdpica ha tenido gran impacto
en la solucifn de numerosos problemas relacionades al ani
lisis de compuestos y sus metabolitos en fluidos biolsgi-
cos, ya que permite hacer determinacicnes directamente en
las muestras evitfndose asf manipulaciones y pé&rdidas del
compuesto por analizar.

En base a lo anteriormente mencicnado, el mEtodo uti
lizado para la determinacifn de arsfnico en sangre fue un
métado radiogquimico, el cual se seleccionf en base a la
sengibilidad para detectar este compuesto en fluidos bio-
l8gicos.

3.1.1.1. INSTRUMENTOS

= Contador de centelleo gamma, Beckman.

- Potencifmetro Beckmann Zeromatic II.

= Autoclave CASA M.A.C. Muebles y equipos para hospi
tales y laboratorios de 120 volts, 20 amperes, 50~
60 ciclos SERIE P420180.

- Balanza analftica METTLER H35 AR.

3.1.1.2 REACTIVOS

74ps Libre de acarreador (Radiochemical Centre Ltd.
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Amershan/Searle, Arlington Heights, IL}, en forma de dci-
do arsé&nico en HCl 0.04M ., Actividad especifica:

1.0 mci M4as 2.6 MBg 73as 0.43 ug As/ml
{solucidn 1)

0.07 mci 73as 1.0 mCi As/ml al 6 de ma
yo de 1982

37 MBq Mas 1.0 ml

2.- Solucifn salina isot®nica estéril. Se pesaron
0.900 g de cloruro de sodioc (J.T. Beaker), se aforaron a
100 ml con agua destilada y se esteriliz5 en autoclave.

3.~ Sclucién buffer TRIS pH 7.35 . Se pesaron 0.625
g de TRIS MERCK, se aforaron a 100 con solucisn salina -
isot6Bnica estéril; se ajustd el pH de esta solucibn a pH
7.35

4.- Sangre libre de f&rmacos.
3.1.1.3 METODO

Curva patrén de arsénico en sangre.

Se tom6 1 ml de la solucidn de 74As conteniendo 1.0
- mCi 74as/ml y 0.43 ug As/ml (solucisn 1) y se aford a 10
ml con buffer TRIS pH 7.35 para obtener una concentracidn
de 0.1 mCi/ml equivalentes a 0.043 ug/ml (solucitn 2).

De esta solucidn se tomaron 100 ul y se llevaron a
10 ml con buffer TRIS pH 7.35, para obtener una concentra

cibén de 0.43 ng/ml (solucidn 3}.

Se transfirieron alicuotas de 2, 10, 20, 40, &0, 80
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y 100 ul a tubos de ensayo y se aforaron a 100 ul con san
gre, .para obtener concentraciones de: 0,086, 0.43, 0.8¢,
1.72, 2,58, 3.44 y 4.30 pcg/ml de arsénico equivalentes a
1, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 mci/ml de (79As), este interva-
lo de concentracicnes es el mismo que se espera chtener en
sangre despdés de una administracidn de 0.250 mCi 74As/kg
de peso,

En la tabla 4 se resumen las diluciones efectwadas pa
ra obtener la curva patrfn de arsénico en sangre.

La radiocactividad de las muestras se determind en el
contador de centelleo gamma midiendo los fotopicos de 79As
de 0,0450 a 0.550 MeV durante 100 segundos. Los valores ob
tenidos de radicactividad en cuentas por minuto (cpm) se
corrigen por decaimiento radicactivo segfin la ecuacifn {1}
y eficiencia, usando comeo estdndar de 74as 100 ul de la -
soluclifn 2 descrita anteriormente.

A=A°e—’\t.. ..... weemeealll}

donde: A= Actividad
A,= Actividad inicial
A= 0.693/ty
ty = tiempo de vida media del 74ps = 17 dias

3,1.1.4 LINEALIDAD ¥ EXACTITUD

Con el fin de observar si la relacifin entre las con-
centraciones de arsénico y las lecturas obtenidas en cuen-
tas por minuto (cpm) era lineal, se determind la radioacti
vidad de las muestras sanguineas conteniendoc arsénico en
el intervalo de concentracitn de 0¢.086 a 4.30 pcg/ml.
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TABLA 4

DILUCIONES DE LA CURVA PATRON DE ARSENICO EN SANGRE A
PARTIR DE LA SOLUCION DE 0.43 ng/ml DE ARSENICO

(SOLUCION 3)

prucion (ot lohey)  ul sawens  COENPEACION  comcautmcion

1 2 98 1 0.086
2 10 90 5 0.43
3 20 80 10 0.86
4 40 60 20 1.72
5 60 40 30 2.58
6 80 20 40 3.44
7 100 0 50 4,30

1.0 mci 74as 37 MBg T4As

0,07 mci 73as - 2.6 MBq 73as

1.0 m¢i as/ml al 6 de mayo de 1582
1.0 ml
0.43 ug As/ml (solucién 1)

14
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Se obtuvo el promedio de 5 curvas de referencia ana-
lizadas sucesivamente en el mismo dfa..

Con el objeto de determinar la exactitud del mé&todo
analitico para la cuantificacisn de arsénico en sangre, -
se prepararon 5 curvas patrSn el mismo dfa bajo las misg-
mag condiciones de aparatos, reactivoes, laboratorio, etc,
se determind el coeficiente de variacibn para cada una de
las concentraciones utilizadas.

3.1.1.5 PRECISION DEL METODO ANALITICO: REPETIBILIDAD

Para determinar la repetibilidad del método analfti-
co, tanto el mismo dia, comc en diferentes dias, bajo las
mismas condiciones de operador, instrumentos, laboratorio,
etc, se efectuaron determinaciones de arsénico en sangre
a concentraclones de 0,086 a 4.3 pcg/ml en 9 ocasiones di
ferentes como se describe en la seceibn 3.1.1.3 determi-~
n&ndoge el coeficiente de variacifn para cada una de las
curvas patrén.

3.1.2 ESTUDIO DE FARMACOCINETICA: ADMINISTRACION INTRAVE-
NOSA

3.1.2.1 INSTRUMENTOS

Los mencionados en 3.1,1.1 y balanza granataria.
3.1.2.2 REACTIVOS

Los menclonados en 3.1.1.2

3.1.2.3 METODO
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El estudio de farmacocinética se llevd a cabo en 5
ratones machos de la cepa CPy de 10-14 semanas de edad y
de 25-30 gramos de pesc, los animales se mantuvieron bajo
supervisién 4 semanas antes de iniciar el estudio durante
las cuales la ingestifn de agua y alimento fue ad libitum.

A cada ratdn se le administrd intravencsamente, una
dosis de 0.250 mCi 74As/kg de peso de una solucifn conte-
niendo 74as (solucién 2, seccidn 3.1.1.3).

Las dosis administradae intravenosamente fueren equi
valentes a 8-9 uCi 74As/ratén y a 12.0-13,0 ng As/ratén
con un volumen de desifjcacién de 0,1 a 0,3 ml, La admi-
nistracifn se realizd a través de la vena caudal.

Después de la administracién, se tomaron 150 ul de
sangre por la misma vena a los sigulentes tiempos: 0.25,
0,50, 0.75, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6,0, 7.0, 8.0 y 24
horas. Las muestras se colocaron en tubos previamente he-
parinizados y se mantuvieron en congelacisn a ~10°C hasta
el momente de su andlisis (no mis de 48 horas).

El andlisis cuantitativo de cada muestra se realizé
por duplicado utilizando el m&todo radioactivo descrito -
en la seccifn 3.1.1.3, efectuando al mismo tiempo una cur
va patrdn de arsénico en sangre y tomando como estéindar
de referencia la solucién de 74As de concentracifn 0.1
mCi/ml equivalentes a 0.043 ug As/ml (solucién 2).

3.2, DOSIS DEPENDENCIA

El estudio de Dosis Dependencia se realizf con el ob
jeto de determinar si la farmacocin#&tica del arsénico en
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ratones se ve modificada cuando se aumenta la dosis.

Este estudio se realizé a partir de muestras sangui-
neas despufs de la administracifn intravenosa de una solpy
cibn que contenia arsénico marcado (79As) y arsénico no -
marcado (arsenato de sodio). Las dosis estudiadas fueron:
0.5, 1.0, 5.0, 7.0 y 9.0 mg/kg de peso.

A partir de los datos obtenidos se determinaron los
pardmetros farmacocinéticos para cada una de las dosis es
tudiadas y se compararon con los datos obtenidos en el es
tudio de Farmacocinética mencionados en la seccifn 3.1.2 .

3,2,1 INSTRUMENTOS
_ Los mencionados en 3.1.1.1 y 3.1.2.1
3.2.2 REACTIVOS

1.- Arsenato de sodio {sal dis6dica): NasHAs504. 7H20
grado reactivo analftico. (Sigma Chemical Company).

2.- Se pesaron 0.625 g de TRIS MERCK, se aforaron a
100 ml con solucifn salina isotSnica estéril, se ajustd el
pH a 7.35 .

3.~ Se pesaron 0.900 g de cloruro de sodio (J.T. Bea
ker}, se aforaron a 100 ml con agua destilada y se esteri
1iz56 en autoclave.

§.- Tas libre de acarreador (Radiochemical Centre
Ltd, Amersham/Searle, Arlington Heights, II) en la forma
de fcido arsénico en HCLl 0.04M con actividades especificas:
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1.0 mci 74as

0.20 mci 73as

37 MBq T4as

7.4 MBg 73ps

1.22 mci 74as/ml al 13 de enero de 1983
2.21 ug As/ml

i {solucibn la.)

5.- De esta solucifn se tom8 1 ml y se aford a 10 ml
con buffer TRIS pH 7.35 para obtener una solucifn con con
centracién de 0.1 mci 74as/ml equivalente a 0.221 ug As/
ml (solucidn 2a.}. Esta solucifn se empleb para la admi--
nistracidn intravenosa de las dosis; 1, 2y 3 {0,5, 1 ¢y 5
mg/kg de peso).

6.~ 7%As libre de acarreador con actividad especffi-

1.03 mci 74as

0.10 mci 73as

36.1 MBq 74As

3.7 MBq 73as

1,03 mCi Mas/ml al 10 de marzo de 1983
0.77 ug de As/ml

(solucit6n 1b)

7.- Se tomS 1 m)l de la solucifn 1b y se afors a 10
ml con buffer TRIS pH 7.35 obteniéndose una solucifn de
concentracidn 0.077 ug/ml eguivalentes a 0.103 mCi 79As/
ml {solucién 2bh). Esta solucisn se utiliz6 para la admi~--
nistracién intravenosa de arsénico. Dosis: 4 ¥ 5 (7 y 9
mg/kg de peso).
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8.~ Solucitn de 5cido‘arsénico: Se pesaxron 10 mg de
arsenato de sodio (As5t) grado radiocactivo y se aforaron
a 100 ml con buffer TRIS pH 7.35, obteni&ndose una solu-
cifn de fcido ars&nico con una concentracifn de 0.1 mg/ml
{solucifn 3). Esta solucifn se utilizf para la administra
¢ibn de la dosis 1 (0.5 mg/kg de pesol.

9.~ Solucién de 8cido arsénico. Pesar 10 mg de arse-
nato de sodio (As5*) y aforar a 10 ml con buffer TRIS pH
7.35 para dar una concentracién de 1 mg/ml (solucibn 4).
Temar 1 ml de esta solucifin y aforar a 5 ml, para obtener
una concentraciSn de 200 ug/ml (solucifn 5)., La solucibén
5 se utiliz& para la administracidn de la dosis 2 (1 mg/
kg de peso).

- 10.- Solucibn de &cido ars&nico. Se pesaron 20 mg de
arsenato de sodio (As3*), y se disolvieron en 10 ml de bu
ffer TRIS pH 7.35, para obtener una solucifn de fcido ar-
sénico con una concentracidn de 2 mg/ml de arSenico (solu
cibn 6). Esta soluciSn se empleS para la dosis 5 de 9 mg/
kg de peso.

3.2.3 METODO

El arsénico preparado comercialmente en HCl 0.04M se
diluy8 en buffer TRIS pH 7.35 como se describe en la sec-
cibén 3.2.2 .

El estudio de dosi= dependencia se realiz& empleando
un grupo de ratones para cada dosis, cada grupo formado -
por 5 ratones machos de la cepa CDj) de 10-14 semanas de
edad y de 25-30 g de peso, mantenidos bajo control 4 sema
nas antes de iniciar el estudio y con libre acceso al -
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agua y alimento.

A los 5 grupos de ratones se les administr§ intrave-
nosamente la mezcla de arsénico marcado (74As), 0.250 mCi/
kg de pesc (soluciones 2a 6 2b) y ars&nico no marcade (so
luciones 3, 4, 5 y 6) para obtener las dosis de 0.5, 1, 5,
7y 9 mg/kg de peso de arsé&nico total, el volumen total -
inyectado fue de 0.2 a 0.3 ml a través de la vena caudal.

En la tabla 5 se muestran las dosis y soluclones em
pleadas en el estudio.

Se tomaron muestras de 150 ul de sangre de la vena
caudal a los siquientes tiempos: 0.25, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 8 y 24 horas. Las muestras fueron colocadas en tubosz -
previamente heparinizados y se mantuvieron en congelaciSn
hasta el momento de su andlisis.

El anflisis cuantitativo de cada muestra se realizé
por duplicado utilizando el m&todo descrito en la secciGn
3,1,1.3 , Se realiz§ al mismo tiempe la curva patrSn de ar
sénico en sangre, tomando como esténdares de referencia ~
las soluciones conteniendo 0,221 ug As/ml (soluciln 2a) y
0.077 ug As/ml {solucién 2h) segfin el caso.

1.3 ESTUDIO DE DISTRIBUCION DE ARSENICO EN RATONES

El cbjetivo de este estudio fue determinar la distri-
bucitn del arsénico en los tejidos y en especial su acceso
a gfnadas.

Para realizar este estudio se tomaron muestras de di
ferentes tejidos después de la administraci®n intravenosa
de arsénico marcado radicactivamente (74As) a una dosis de



TABLA 5

DDSIS EMPLEADAS PARA EL ESTUDIQO DE DOSIS DEPENDENCIA

DOSIS DE PESO EMPLEADA
SOLUCION EMPLEADA
1 0.5 mg/kg 3 0.1 mg/ml 2a
2 1.0 mg/kg 5 200 ug/ml 2a
3 5.0 mg/kg 4 1 mg/ml 2a
4 7.0 ma/kg 4 1 mg/ml b
5 9.0 my/kg 6 2 mg/mi 2b

* Solucién de Arsenato de sodio empleada para la administracién

intravenosa en ratones.

*9g
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0.250 mCi/kg de peso.
3.3.1 DETERMINACION‘CUANTITATIVA DE ARSENICO EN TEJIDOS
El método utilizado para la determinacifn de arsé&ni-
co en tejidos fue el método radioquimico descrito en la -
seccibn 3.1.1.3 .
3.3.1.1 INSTRUMENTOS
Los mencionados en 3.1.1.1
3.3.1.2 REACTIVOS
Los mencionados en la sececi6n 3.1.1.2 y «74p5 libre &
de acarreador (Radiochemical Centre Ltd, Amershan/Searle,

Arlington Heights, IL) en forma de &cldo ars&nico en HCL
0.04M,

Actividad especifica:

1.0 mci ™ ae 1.1 mci Tdps

0.00 mci Mas 0.3 mci 73as

37 Mg 74as 40.7 MBg T4aAs

2.6 MBg Tas 11.0 MBg 73as

1.0 mCi As/ml al 6 de mayo de  0.99 mCi 74As/ml al 4 de
19§82 noviembre de 1982

0.43 ug As/ml 1.2 ug As/ml

{solucitn 1) {solucisn 1d)

3.3.1.3 METODO

Curva patrfn de arsénico en tejidos.

La validacién del método radioguimico para la deter-
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minaci6n de arsfnico en tejidos se efectus tanto en teji-
dos, como en solucisn; los tejidos utilizados fueron higa-
do (tejido de alta irrigacidén sanguinea) y testiIculo (te-
jido de menor irrigacién sanguinea); la solucifn utiliza-
da fue buffer TRIS pH 7.35 .

Se tom6 1 ml de la solucifn No, 1 de arsénico gue -
contenfa 1.0 mCi 74as/ml eguivalences a 0.43 ug/ml y se -
diluyd en una proporcién 1:1000 con buffer TRIS pH 7.35 .
Se obtuvo una solucién con concentracidn de 1 uCi 74As/ml
equivalentes a 0.43 ng/ml (solucidn 3).

Se tomaron alfcuotas de 4, 20, 40, B0, 120, 160 y 200
ul de esta solucifn y se colocaron enh tubos de ensaye que
contenfan: 100 mg £ 5% de higado de ratén; 200 mg * 10% de
tej;do testicular y buffer TRIS pH 7.35 .

Las concentraciones estudiadas fueron: 1,72, 8.6, -~
17,2, 34.4, 51.6, 68.8 y B86.0 pcg As/200 ul correspondien
tes a: 0.9, 4.5, 9.0, 18.0, 27.0, 36.0 y 45.0 mci 79As/200
ul, este es el intervalo de concentraciones gue se espera
obtener después de una administracitn de 0.250 mci 79As/
kg de peso & los ratones.

Con el objeto de facilitar la validacién del método ¥y
disminuir el nlimero de animales en el estudio de distribu-
cibn, se validd el mftodo determinando la concentracitn de
arsénico a partir de una curva patrSn de arsénico en solu-
ci6n buffer TRIS pH 7.35 en el intervalo de concentracifn
de 1.72-86.0 peg As/200 ul de arsénico,

La tabla 6 presenta las diluciones utilizadas en es
ta curva patrdn de arsé&nico en solucién.



TABLA &

DILUCIONES DE LA CURVA PATRON DE ARSENICO EN TEJIDOS
A PARTIR DE LA SOLUCION DE 0.43 ng/ml DE ARSENICO

{SOLUCION 3)

DILUCION ul 74as ul buffer TRIS CONCENTRACION  CONCENTRACION
(SOLUCION 3) pH 7.35 nci Tdas As pcg/200 ul
1 4 196 0.9 1,72
2 20 180 4.5 8.6
3 40 160 9.0 17.2
4 o 120 18.0 34.4
5 120 80 27.0 51,6
6 160 40 36.0 68.8
7 200 0 45.0 86.0

3
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. La'fadioactividad de las muestras de las cuatro cur-~
vas patrén se determins por el método radioguimico descri
to anteriormente.

3.3.1.4 LINEARIDAD ¥ EXACTITUD

Con el objeto de determinar si la relacibn entre la
concentracisn de arsénico en tejidos y las lecturas obte-
nidas en cuentas por minuto [cpm) correspondientes era l1i
neal, se determinaron las cuentas ohtenidas en el rango -
de concentracifn de ars&nico de 1.72 a B6,0 pcg As/200 ul.
Se obtuvo el promedio de cinco curvas patrfn analizadas -
sucesivamente en el mismo dfa.

Para determinar la exactitud del método bajo las mis
mas condicicnes de tiempo, reactivos, operador, instrumen
tos-y laboratorio, se efectuaron cinco curvas patrén y se
determins el coeficiente de variacién para cada una de -
las concentraciones utilizadas.

3.3.1.5 PRECISION DEL METODO ANALITICO: (REPETIBILIDAD)

Con el objetivo de determinar la repetibilidad del
método, tanto en el mismo dfa como en diferentes dias, ba
jo las mismas condiciones de operador, instrumentos y la-
boratorio, se realizaron curvas patrdn de arséhico en te-
jides (solucidn) en un rango de concentracifn de 4.8 a
240 pcg/200 ul en 5 ocasiones diferentes.

Para la repetibilidad del m&todo, las soluciones de
74as empleadas fueron: la solucidn con concentracifn de
1.2 ug As/ml (solucidn 1ld), y la solucifn con concentra--

cifn de 0.43 ug As/ml (solucifn 1) descritas anteriormen-
te. :
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3.3.2 ESTUDIO DE DISTRIBUCION: ADMINISTRACION
INTRAVENOSA

3.3.2.1 INSTRUMENTOS

Los mencionados en la seccifn 3.1.2.1, bisturi para
diseccisn, tijeras para diseccifn, pinzas de diseccifn -
con dientes y sin dientes, tabla para fijacisn de anima-
les, cimara de anestesia.

3.3.2,2 REACTIVOS

1.~ 74pas libre de acarreador (Radiochemical Cantre
Ltd, Amershan/Searle, Arlington Heights, IL} en forma de
dcido arsénico en HCl 0.04M .
Actividad especifica:

1.04 mci 7ias 1.1 mci 74as

0.13 mci 73ns 0.3 mci 73as

38,5 MBg 7das 40.7 MBg Tas

4.8 MBg 73as 11.0 MBg 73ag

1.04 mci 74Aa/ml al 17 de 0.99 mCi 74As/ml al 4 de
octubre 1982. noviembre 1982.

0.43 ug As/ml ) 1.2 ug As/ml

{solucién 1lc) (solucifn 14)

. 2.- Eter etllico grado reactivo analftico (5.R. Bea-
ker).

3.~ Alcohol etflico al 96% grado reactivo analftico
(J.T. Beaker).

3.3.2.3 METODO

El estudio de distribuci®&n de arsé&nico en tejidos me
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realizé en ratones machos de la cepa CDj con las caracte-
risticas descritas en la seccidn 3.1.2.3, los cuales se -
mantuvieron bajo supervisifn dos semanas antes de iniciar
el estudio, en las que la ingestidn de agua y alimento fue
ad libitum.

El estudio de distribucifn se llev&é a cabo utilizan-
do 5 ratones para cada tiempo de muestreo. A cada ratbén se
le administr§ intravenosamente una dosis de 0.250 mCi/kg
de peso de arsénico marcadoe (74As) de una solucién de 74as
como Acido arsénico preparada de la siguilente manera:

De las smoluciones de referencia de 74As (soluciones
lc y 1d) descritas, se tomd 1 ml de cada una de ellas y se
afor§ a 10 ml con buffer TRIS pH 7.35, obteniéndose dos sg
luciones con concentraciones de 0.104 y 0.099 mCi 74As/ml
equivalentes a 0.043 y 0.12 ug As/ml respectivamente (solu
clones 2c y 2d). Estas soluclones se emplearon para la ad-
ministracitn intravenosa de 74As a los ratones.

Las dosis administradas fueron equivalentes a 4.7 uCi
74ps/ratbn y de 2.5 a 4.0 6 de 12-22 ng As/rat6n dependien
do de la solucifn empleada, de la cual se utilizé un volu-
men de 0.3 ml a través de la vena caudal. Despufs de la ad
ministraci6n, se anestesiaron con Eter etflico y se toma-
ron muestras de sangre por puncién cardiaca, los tiempos -
de muestreo fueron: 0.083, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 2.0, 4.0,
6.0, 8.0, 10.0 ¥ 24.0 horas,

Después de tomar las muestras sanguineas, los ratones
se sacrificaron por dislocaciSn cerebral y se muestrearon
los siquientes tejidos: testiIculo, pdncreas, rifién, higado
¥ una muestra de piel.
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Las muestras sanguineas se centrifugaron inmediata-
mente separando las células rojas y el plasma. Los teji~
dos se pesaron y se colocaron en viales de plastico. To-
das las muestras se mantuvieron en congelacién a -10°C -
hasta el momente de su anfilisis.

El anilisis cuantitativo de cada muestra se hizo por
duplicado tomando 100 u)l de plasma o células rojas y el
peso equivalente a 200 mg de tejido realizando al mismo -
tiempo una curva patrdn y tomando como estindar de refe-
rencia la solucibn respectiva.

3.4 ESTUDIO DE EXCRECICN DE ARSENICO EN RATONES

Este estudio se llevd a cabo con el objetivo de de-
terminar la principal via de eliminacién de arsénico en
el ratén.

A partir de los datos obtenidos de muestras urina--
rias después de la administracidn intravenosa de 0.250 -~
mCi/kg de peso (6.1 a 0.3 ug/kg de pesc), se determind la
cantidad de arsénico eliminada en orina.

3.4.1 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICO EN ORINA

La determinacién cuantitativa de ars&nico” en orina
se llevS a cabo por el m&todo radioguimico descrito ante-
riormente.
3.4.1.1 INSTRUMENTOS

Ya descritos en la sececifn 3.1.1.1

3.4.1.2 REACTIVOS
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- Los mencionados en la seccif6n 3.1.1.2 ¥

- T4ps 1libre de acarreador (Radiochemical Centre Ltd,
Amershan/Searle, Arlington Heignts, IL] en forma de Scido
arsénico en HC1 0.04M con actividad especifica:

1.0 mCi 7as

0.07 mci 73as

37 MBg 74ae

2.6 MBg Tlas

1.0 mCi 74ps/ml al 6 de mayo de 1982,
0.43 ug As/ml

~ Orina de ratén libre de firmacos.
3.4.1,3 METODO: CURVA PATRON DE ARSENICC EN ORINA

* e tomd 1 ml de la solucién de 74As que contenfa 1.0
mcd 74as/ml eguivalentes a 0.43 ug de arsé&nico por cada
mililitro y se aford a 10 ml con buffer TRIS pH 7.35 para
obtenér una concentracién de 0.1 mCi/ml (0.043 ng/ml) (so
lueidn 2).

Se transfirileron alicuotas de: 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20,
30 y 50 ul a tubos de ensayo, se aforaron a 100 ul con ori
na, para obtener concentraciones de: 0.43, 0.86, 1,72, -
3.44, 5.16, 6.88, B.60, 12.9 ¥y 21.5 pcg/ml de arsénico -
equivalentes as; 5, 10, 20, 40, 60, B0, 100, 150 y 250 nCi/
ml de 74As. Este intervalo de concentraciones es el mismo
gue se espera obtener en orina después de la administra- -
¢ibn de 0.250 mCi/kg de peso de ars&nico marcado.

La tabla 7 muestra las diluciones indicadas para la
curva patrén de arsénice en orina,



DILUCIONES DE LA CURVA PATRON DE ARSENICC EN ORINA A PARTIR DE LA
SOLUCION DE 0.043 ug/ml
(SOLUCION 2)

DILUCTON golferon’s) 4L DE 0RO e e pep/al
1 1 99 5 0,43
2 2 98 10 0.86
3 4 96 20 1.72
© 4 8 92 40 .44
5 12 88 60 5,16
6 16 84 80 6.88
7 20 80 100 8.60
8 30 70 150 12,90
9 50 50 250 21.50

]
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La radioactividad de las muestras se determind en el
contador de centellec gamma como se indica en la seceibn
3.1.1.3 .

3.4.1.4 LINEARIDAD Y EXACTITUD

Con el fin de observar si la relacisn entre las con-
centraciones de arsénico y las lecturas sbtenidas en cuen-
tas por minuto era lineal, se determind la radiocactividad
de las muestras conteniendo arsé&nico en un intervalo de -
concentracibn de 0.43 a 21.50 pcg/ml.

Se realizaron cuatro curvas patrdn analizadas sucesi-
vamente el mismo dfa.

~ Para determinar la exactitud del método analitico, se
efectuaron cuatro curvas el mismo dfa bajo las mismas con-
diciones de aparatos, reactivos, laboratorio, etc. y se de
termind el coeficiente de variacifn para cada concentra- -
cibn utilizada.

3.4.1.5 PRECISION DEL METODO ANALITICO: REPETIBILIDAD

Para determinar la repetibilidad del m&todo analitico,
tanto el mismo dia como en diferentes dfas bajo las mismas
condicioneg de operador, instrumentos, laboraterio, ete.,
se hicieron determinaciones de arsénico en orina a concen-
traciones de 0.86 a 25,80 pcg/ml en siete ocasiones dife-
rentes y se determiné el coeficiente de variacifn para ca-
da una de las curvas.

3.4.2 ESTUDIO DE EXCRECION DE ARSENICO DESPUES DE UNA
ADMINISTRACION INTRAVENOSA
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3.4.2.1 INSTRUMENTOS

1.~ Los mencionados en la seccién 3.1,1.1
2,- Cajas metabdlicas
" 3.- Dispositivo portafiltros SARTORIUS de 25 mm de

difimetro para jeringas de policarbonato.

4.=- Filtros de membrana blancos SARTORIUS acetato
de celulosa de 0.2 um de porosidad y 25 mm de dii
metro.

5.~ Prefiltros de 20 mm de di&metro SARTORIUS.

3.4.2.2 REACTIVOS
Los mencionados en la seccifn 3.4.1.2
3.4.2.3 METODO

El estudio de eliminacidn de arsénico se llevd a cabo
en 6 ratones machos de la cepa CD] de 10-14 semanas de -
edad y de 25-30 gramos de peso, los animales se mantuvie-
ron bajo supervisifn 4 semanas antes de iniciar el estudio,
durante las cuales la ingestidn de agua y alimento fue ad
libitum,

A cada ratdn se le administré intravenosamente una do
gis de 0.250 mCi/kg de peso de arsénico marcado 74as {solu
ci6n 2, seccifn 3.4.1.3). Esta dosis fue equivalente a 3-7
uci 74as/ratén y a 4-12 ng de As/ratén. La administracisn
se realizé a través de la vena caudal caon un volumen de in
yeccidn de 0.1 a 0.3 ml.

Despufs de la administracidn, los ratones se coloca-
ron en cajas metabblicas individuales y se colectaron mues
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tras de orina en intervalos de 24 horas durante 5 dias.
El volumen excretado a cada tiempo de muestrec se midid
cuidadosamente y se f£iltrd por millipbre, se colocd en tu
bos perfectamente etiquetados manteniéndose en congela- -
cifn a ~10°C hasta el momento de su an&dlisis {antes de 72
horas).

El andlisis cuantitative de cada muestra se realizf
por duplicado usando el m&todo radicactivo descrito en la
sececibn 3.1,1.3 . Al mismo tiempo, se elabord una curva
patr6n de arsénico en orina, tomando como est&ndar de re-
ferencia una solucibn conteniendo 0.043 ng/ml (0.1 mCi/
ml) de arsénico {solucién 2},

3.5 METABOLISMO DE ARSENICO EN RATONES

El presente estudio se planted con el -objetivo de
determinar si existen diferencias en el metabolismo del
arsénico en ratones con respecto al reportadoc en otras es
pecies animales, incluyendo al humano.

3.5.1 INSTRUMENTOS

1.- Los mencionados en la seccidn 3.4.2,1
2,.- Columna de vidrio de 0.85 X 16.5 cm,
3.- Parrilla de calentamiento.

3.5.2 REACTIVOS

1.- 74as libre de acarreador en la forma de &cido ar
sénico en HCl 0.04M (Radiochemical Centre Ltd, Amershan/
Searle, Arlington, Heights, IL)

Actividad:
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1.03 mci 74as

0.10 mci 73as

38.1 MBg 74As

3.7 MBy 73pg

1.03 mCi 74As/ml al 10 de marzo de 1983
1.0 ml

0.77 ug As/ml

(eolucidn 1lb}

2.- Resina de intercambio idnico Ag-50W-X8, for
ma B¥, malla 100-200 grado analftico. Labo-
ratorios BIO-RAD.

3.~ Cromatoplacas de celulosa F de 20 X 20 cm
(MERCK) .

.= Nitrato de plata: grado reactivo: {MERCK).
S5.= Arsenito de sodio: Na As 0y PM: 129.9 .'Sig
ma Chemical Company.
6.~ Arsenato de sodio (sal disfdica): NajliAsgOy.
7H30 PM: 311.7, Sigma Chemical Company.
7.~ Acido dimetl arsénico.~ Acido cacedfilico
{sal disbdica PM: 160.1, Sigma Chemical Com~
pany.
B.~ Agua bidestilada desionizada.
9.~ Acido clorhidyrico grado reactivo analfitico
{J.T. Beaker}.
10.- Hidrb6xido de amonio grado reactivo (J.T.
Beaker) .

11.- Metanol grado reactiveo analftice (J.T.
Beaker) .

12.- Pelicula de Rayos X para autoradiografia
(KODAK} .

3.5.3 METODO
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El estudio se realiz® en 5 ratones machos de la ce-
pa CDy de las caracteristicas mencionadas en la saccidn
3.4.2.3 .

Se toms 1 ml de la solucién de "4As conteniendo 1.03
mCi/ml (0.77 ug As/ml); solucidn 1b y se afors a 10 ml -
con buffer TRIS pH 7.35 para obtener una concentracifn de
0.103 mCi/ml equivalentes a 0.077 ug de As/ml {(soluci6n
2b}.

De esta solucidn se le administr$ intravenosamente a
c¢ada ratén una dosis de 0.500 mCi/kg de peso, equivalen-
tes a 9-11 uCi 74As/rat6n {8-10 ng As/ratdn), la adminis-
tracisn se realizf a travEs de la vena caudal con un vo-
lumen miximo de inyeccién de 0.3 ml.

Para la coleccidn de muestras urinarias, los ratones
se colocaron individualmente en cajas metabblicas y se to
maron muestras cada 24 horas durante 5 dlas.

El volumen de las muestras se midi& cuidadosamente ¥y
se filtrS por millipore, estas muestras se emplearon para
la separacibn e identificaciln de los metabolitos de arsgé
nico en orina.

3.5.3.1 SEPARACION DE LOS METABOLITOS DE ARSENICO EN
ORINA

Para la geparacién e identificacifn de los metaboli-
tos se utilizd la muestra de orina obtenida en el interva

lo de las primeras 24 horas despu€s de la administracifn.

Se tomaron 500 ul de la muestra previamente filtrada
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por millipore, la cual se pas8 a través de una columna de
intercambio iSnico empacada con AG-50W~X8, previamente -
equilibrada con Scido clorhfidrico 0.5N; la muestra se eln
y8 sucesivamente con 1% wl de Zcido clorhfdrice 0.5N, 15
ml de agua desionizada, 15 ml de hidrSxido de amonioc al -
5% V/V, 15 ml de hidrbxido de amonio al 20% y Einalmente
con 15 ml de agua desionizada. El fluijc de la columna em-
pleado fue 1 mi/min, se colectaron fracciones de 1 mi.

La separacifn de las muestras obtenidas durante las
24 primeras horas de los ratones tratados se realizd por
duplicado, empleindose una columna para la muestra de ca~
da ratdn,

La radicactividad de cada una de las fracciones obtg
nidas se determind por duplicado usando el mBtodo radioag
tivo descrito en la seccifn 3,1.4 ., Las fracciones que -
mostraron maycr radiocactividad ( 90%) de cada una de las
soluciones eluidas {8cido clorhidrico 0.5N, aguwa desioni-
zada, hidrdxido de amonic al 5% V/V e hidrbxido de amonio
al 20% Vv/V), se concentraron a 0.2 ml en un hajle de acei-
te. Estas fracciones se emplearon para la identificacidn
de los metabolitos por cramatografia en capa delgada.

3.5.3.2 IDENTIFICACION DE METABOLITOS DE ARSENICO EN
ORINA
4

Se pesaron 200 mg de sal dlsfdica de arsenato de so-
dio (MapHA8304. 7H30), 200 mg de arsenito de sodio
(Hahs02) ¥ 200 mg de Scido dimetil arsénico [(sal disfdica)
grade reactivo analftico cada una de las cuales se disol-
vit en 10 ml de agua destilada, para chtener scluciones de
concentracifn de 20 mg/ml, {soluciones A, 8 ¥ C respectiva
mente) .
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De cada solucifn se tomaron 5 ml y se colocaron en
un matraz volum&trico de 25 ml, llevando al volumen con
agua destilada, para obtener una solucién con una concen-
tracién de 4 mg/ml de cada uno de los compuestos (solu=~
cisn D).

A las muestras radicactivas previamente concentradas
a 0.2 ml, se les adicionaron 10 ul de esta solucién como
acarreador, las muestras se alcalinizaron con una solucifn
de hidrbxido de sodio al 10% hasta obtener un pH de 10 ¥y
se aplicaron 50 ul en cromatoplacas de celulesa F, y 20 ul
de las soluciones A, B, C y D empleadas como estlndares de
referencia.

Los cromatogramas &e desarrollaron en un sistema de -
eluyentes formado por 80 partes de metanol y 20 partes de
hidréxido de amonio 1IN V/V por un tiempo aproximado de 2 -
horas.

Para la identificacién de los compuestos radioactivos
de arsé&nico presentes en las muestras urinarias se dejd
evaporar el eluyente y las cromatoplacas se expusieron di=
rectamente a una pelfcula de Rayos X durante una semana a
4°C.

Para la identificacifn de los compuestos de arsénico
no-radiocactivo se utiliz® como revelador una solucibn de
nitrato de plata 1N en hidréxido de amonic al 5% (V/V).

La identificacifn de los metabolitos del arsénico se
realizé también a partir de las muestras de orina obteni--
das durante las primeras 24 horas sin pasar por la columna
de intercambic i6nico; la identificacidn se realizf de la
misma manera antes descrita aplicando 5 ul de muestra en
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en las cromatoplacas.

IV. RESULTADOS

- 4.1 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICO EN SANGRE

La determinacifn cuantitativa de arsénico se efectud
utilizando el método radiogquimico descrito en la sececin
3.1.1.3 . Los resultados de la validacifn del método se
presentan a continuacidn:

4.1.1 LINEARIDAD Y EXACTITUD

Para determinar la linearidad del m&tede analitico ~
utilizado, se sigujeron los lineamientos descritos en la
seccibn 3.1.1.4 .

En la figura 1 se presenta la gréfica promedio % des
viacién estindar de cinco curvas patr&n de arsénico en -
sangre en el intervalc de concentracién de 0.086 a 4,30
pcg/me.

La gréfica muestra una relacifn lineal entre la con-
centracifn de ars&nico en sangre y las cuentag por minuto
{cpm) .

Mediante un anflisis de regresién lineal por el méto
do de mfnimos cuadrados se obtuvo la ecuacisn de la linea
recta con pendiente de 3549,2, intercepto 105.09 y coefi~-
ciente de correlacién de 0.9998.

En la tabla 1 se presentan los datos del anflisis de
regresién de las cinco curvas patrén y la curva patrén
promedio.
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Para determinar la exactitud del método se siquieron
los lineamientos deserites en la seccibn 3,1.1.4 .

En la tabla II se presentan los datos individuales y
los datos promedic de las cinco curvas patrSn de arsénico
en sangre, Al hacer el anflisis estadistico, se encontrd
que el menor coeficlente de variacibn fue de 4.5% y el ma
yor de 14,12% en el intervalo de concentracidn estudiado.

4.1.2 PRECISION DEL METODO ANALITICO: REPETIBILIDAD

En la tabla III se presentan los resultados obteni-
dos al sequir los lineamientos de la seccifn 3.1.1.5, a
partir de los cuales se calculd el coeficiente de varia-
cibn en porciento (C.V.%) para el método de valoracién de
arsénico en sangre.

La figura 2 muestra la grifica promedio de las nue-
ve curvas patrén.

Mediante un andlisis de regresifn lineal por el méto
do de minimos cuadrados se obtuve la ecuacidn de una 1f-
nea recta con pendiente igual a 3503.9, intercepto =
127.805, coeficiente de correlacisn 0.9980 y coeficiente
de determinacién de 0.9960.

en la tabla IV se presentan los parimetros individua
les y promedio de m, b, r ¥ r2, obtenidos de las nueve cur

vas patrén de arsénico en sangre.

4.2 ESTUDIO DE FARMACOCINETICA

El estudio de farmacocinética de arsénico en 5 rato-
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nes a los cuales se les administraron 0.250 mCi de arsé-
nico radicactivo por via intravenosa siguiendo los linea
mientos descritos en la secqibn 3.1.2.3 .,

Las muestras sanguineas tomadas durante el estudic
se analizaron por el mé&todo radioquimico previamente va-
lidado.

En la tabla V se muestran los datos individuales y
promedio de concentracibn de arsénico en sangre contra =~
tiempo de los 5 ratones.

Las figuras 3 y 4 correponden a las gr&ficas indivi
duales y el promedic del logaritmo de la concentracién de
arsénico en sangre contra tiempo * la desviacifn estdndar.
Estas grdficas muestran que despu&s de la administracisn
intravenosa, la concentracifn de arsénico en sangre dismi
nuye con el tiempo de manera biexponencial, siguiendo un
Modelo Abierto de Dos Compartimentos,

En la tabla VI ge muestran los paridmetros farmacoci-
néticos obtenidos al ajustar los datos siguiendo tanto un
modelo abierto de un compartimento (MAUC) como por un mo-
delo abierto de dos compartimentos (MADC},

En base a los resultados obtenidos, los datos indivi
duales se ajustaron al MADC utilizando el programa de la
calculadora TI 59 para regresidn no lineal (56).

La tabla VII presenta los datos ajustados de los ra=-
tonas, asi como el promedio y desviacliones estdndar de
log mismos.

Las figuras 6 y 7 muestran las gr8ficas individuales
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¥ la gréfica promedio del logaritmo de la concentracidn
de arsénico * desviacifn estfndar contra tiempo de los da
tos.ajustados. A partir de estos datos se determinaron
los par@imetros farmacocin&ticos, cuyos resultados se pre-
sentan en la tabla VIII.

4,3 DOSIS DEPENDENCIA

Con el fin de determinar si el arsénico sique una ci
nética dosis dependiente, se determinS el comportamiento
del arsénico en cinco grupos de cinco ratones a log cua-
les se les administr§ por via intravenosa dosis de 0.5 a
9.0 mg/kg de pesc sigquiendo los lineamientos descritos en
la seccién 3.2.3.

La concentracibn de arsénico de cada muestra se de-
terminé por el mStodo radioquimico descrito anteriormente.
En la tabla IX se muestran los resultados promedio de con
centracidn de arsénico en sangre de las dosis estudiadas.

La figura B muestra las grificas promedio del loga-
ritmo de concentracifn de arsénico en sangre % desviacidén
estindar contra tlempo de las dosis estudiadas,

Estas grificas muestran al igual que en el estudio -
de farmacocinética, que la concentracién de arsénico en -
sangre disminuye con el tiempo de manera biexponencial si
gulendo un modelo abiertc de dos compartimentos.

En base a lo anterior, los datos individuales de con
centracién de arsénico en sangre de cada uno de los rato-
nes se ajustaron usando el programa de la TI 59 para re-
gresibn no lineal,



La tabla X muestra los datos de concentracitn prome-
dio ajustada * desviaci8n est&ndar obtenidos después de
la administracibn intravenosa de ars&nico a las dosis de:
0.5, 1.0, 5.0, 7.0 ¥y 9.0 mgy/kg de peso.

Utilizando el modelo abierto de dos compartimentos
se calcularon los pardmetros farmacocinfticos.

En la tabla XI se muestran los pardmetros farmacoci-
nétices promedio para cada una de las 5 dosis administra-
das y el drea bajo la curva de cerc a infinito (ABC%®} de
la curva de concentracifn de arsénico contra tiempo.

En la figura 9 se presentan graficados los datos de
concentracidn ajustados corregidos por la dosis adminis-
trada. En la figura se puede ohservar que la dosis de 9
mg/kg de peso (Dosis 5} presentan un drea bajo la curva
desproporcionada en relacifn a las otras dosis, lo cual
hace pensar que el ars&nico presente una farmacocinética
dosis dependencia.

4.4 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICO EN TEJIDOS

La determinacién cuantitativa de arsénico en tejidos
se efectud utilizando el m&todo radioquimico descrito en
la seceifn 3,3.1.3 .

En la tabla XII se presentan los valores en cuentas
por minuto {cpm) de arsé&nico radicactiveo tanto en los te-
jidos como en solucidn en un intervalo de concentracitn
de 1,72 a 86.0 pcg/200 ul). Los resultados muestran que la

57.



concentracifn de arsé&nico es equivalente en las tres cur-
vas estdndar, lo que muestra que el método analitico para
la determinacifn de arsénico es adecuado tanto para teji-
dos como para solucidn.

La tabla XIII muestra los datos obtenidos al reali-
zar el anflisis de regresifn lineal por el m&todo de mini
mos cuadrados de los valores obtenidos, estos datos indi-
can que las grificas son eguivalentes y por lo tanto se
procedid a la validacidén del mEtodo utilizando los datos
de concentracifn de arsénico en solucibn.

4,4.1 LINEARIDAD Y EXACTITUD

Para determinar la linearidad del método, se siguie-
ron los lineamientos descritos en la seccifn 3.3.1.4 .

En la figura 10 se presenta la grifica promedio #
desviacifn estfindar de cinco curvas patr&n de arsénico en
sulucién en el intervalo de concentracifn de 1.72 a 86.0
pcg/ 200 ul. La grifica muestra una relacifn lineal entre
la concentracidn y las cuentas por minuto (cpm), obtenién
dose una ecuacidén de la linea recta con pendiente de
364,39, intercepto de -9.86 y un coeficiente de correla-
cién de r=0,9999,

En la tabla XIV se muestran los datos del anilisis
de regresidn para las cinco curvas patrdn analizadas, asf

como el de la curva patr6n promedio.

Para establecer la exactitud del m&todo, se siguje-
ron los lineamientos descritos en la seccifn 3.3.1.4 .

En la tabla XV se presentan los datos individuales y
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los datos promedio de las cinco curvas patrén de arsénico
en solucidn. Al hacer el anilisis estadisticc para cada
una de las concentraciones estudiadas, se obtuvo un buen
coaficiente de variacifn excepto para la concentracifn me
nor.

4.4.2 PRECISION DEL METODO ANALITICO: REPETIBILIDAD

La tabla XVI presenta los resultados obtenidos al se
guir los lineamientos explicados en la seccifn 3.3.1.5, a
partir de los cuales se determiné el coeficiente de varia
ci&n en porciento {C.V.%) para el mé&todo de valoracidn de
arsénico en solucién. Estos datos se muestran en la figu-
ra 11, la cual muestra la grifica promedio de las cinco
curvas patrén.

Mediante un anilisis de regresifn lineal por el méto
do de minimes cuadrados de los valores experimaentales de
concentracién y el promedio de las cuentas por minuto, se
obtuvo la ecuaciSn de una lfnea recta con pendiente igual
a 261.346, intercepto = ~746.50, coeficiente de correla-
cidn de 0.9996 y coeficiente de determinacisn de 0.9953 .,
Los resultados se presentan en la tabla XVII.

4.5 ESTUDIQ DE DISTRIBUCION

La distribucidn del arsénico en tejidos se determind
después de la administracién intravenosa de 0.250 mCi de
arsfnico radiocactivo a ratones como se explicd en la sec-
cién 3.3.2.3 .

Las muestras tomadas durante el estudio se analiza-
ron por el método radioguimico descrito anteriormente.
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En las tablas XVIII y XIX se muestran los datos de
distribucibén de ars&nico en ratones, se presentan los da-
tos promedic en cpm/mg en el casc de tejidos o cpm/ul pa-
ra sangre contra tiempo. Los valores se agrupan en dos ta
blas ya que se administraron dos dosis diferentes de arsé
nico, la solucitn lc con concentracisn de arsénico igual
a 0.46 ug/ml y la solucién 1d de 1.2 ug As/ml,

En la figura 12 se meestra la distribucifn de arséni
co en tejidos de los dos ratones a los cuales se les admi
nistrd la solucidn lc. Los datos de sangre, paguete y tesg
ticulo no se pudieron registrar en la grifica debido a -~
que los valores fueron muy pequeiios.

Para los ratones gque recibieron la solucién ld, se
obtuvieron resultados similares,

4.6 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICO EN ORINA

Para la determinacién de arsénico en orina se utili-
20 el método radioguimico descrito en la seccién 3.4.1.3,
el cual fue validado como se describe a continuacifn.

4.6.1 LINEARIDAD Y EXACTITUD

Para determinar la linearidad del método radioguimi-
¢o se siguieron los lineamientos descritos en la seccibn
3.4.1.4 . En la figura 13 se presenta la gr&fica promedio
¥ desviaci6n estdndar de las cuatro curvas patrfn de arsé
nico en orina en el intervalo de concentracisn de 0.43 -
21,50 peg/ml. En la gréfica se observa la relacifn lineal
obtenida al graficar la concentracidn de arsénico contra
las cuentas por minuto.
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Al hacer el anfilisis de regresifn de los datos se -
obtuve la ecuacifn de una linea recta con pendiente de
347.97, un intercepto de 141.99 y coeficiente de correla-
cibn 0.9999 . Los datos se muestran en la tabla XX.

Para establecer la exactitud del m&todo siguiendo 1i
neamientos de la seccién 3.4.1.4, se prepararon cuatro
curvas patrén de arsénico en orina en el rango de concen-
tracién de 0.43, 0.86, 1.72, 3.44, 5.16, 6.B8, 8.60. -~
12,90 y 21.50 pcg/ml.

En la tabla XXI se presentan los datos individuales
y el valor promedio de las cuatro curvas patrén de arséni
co en orina. Al hacer anflisis estadistice se obtuvo un
coeficiente de variacifn en porciento de 4.38% a 9.42% en
el intervalo de concentracién estudiado.

4.6.2 PRECISION DEL METODO ANALITICO: REPETIBILIDAD

En la tabla XXII se presentaron los resultados obte-
nidos al seguir los lineamientos explicados en la seccidn
3.4.1.5; a partir de estos datos se calculb el coeficien-
te de variacifn en porcientc para el métode de valoracifn
de arsénico en orina, obteniBndose un valor de 3.56-7.37%
en el rango de concentracifn de 0.B86 -21.50 peg/ml. La fi
gura 14 muestra la grédfica promedic de las siete curvas.

Mediante un anfilisis de regresidn lineal por el méto
do de mInimos cuadrados en los diferentes dlas, se obtuvo
la ecuacibn de una linea recta con: pendiente 580.61, in-
tercepto = 345.12 y coeficiente de correlacisn de 0.9988.

En la tabla XXIII se muestran los parimetros: m, b,



r y r? obtenidos del anilisis de regresifn para las siete
curvas patrén realizadas en diferentes dfas. El coeficien
te de determinacifn de las curvas patrén estudiadag va-
rid entre 0.9964 a 0,9998 .

4.7 ESTUDIO DE EXCRECION DE ARSENICC EN RATONES

Se determind la eliminacibn de arsg&nico en 6 ratones
después de la administraeci&n intravenosa de 0.250 mCi de
arsénico marcado radioactivamente {74As) siguiendo los 1i
neamientos descritos en la seccifn 3.4.2.3.

Las muestras urinarias colectadas a intervalos de 24
horas durante 5 dias se analizaron por el m8todo radiogquf
mico descrito en la seccifn 3.1.13 extrapolando los datos
obtenidos en cuentas por minutos {cpm) en la correspondien
te curva estindar de arsénico en orina.

En la tabla XX1V se muestra el porciento de dogis -
excretada durante 5 dfas despufs de la administracifn in
travenosa de arsénico.

Los datos muestran gque el arsénico se elimina ripida
mente durante las primeras 24 horas después de su adminig
tracifn, obteniéndose un valor promedio de 64.24 £ 9.32%
y de 0.61 % 0,32% después de 5 dfas, el total de dosis -
excretada durante los S5 dfas fue de 75.77 & 10.51% de la
dosis,

En la tabla XXV se muestra el porciento de doais acu
muliada excretada en orina para cada uno de los ratones esg
tudiados., Las figuras 15 y 16 muestran las grificas indi-
viduales y promedio % desviacifn estdndar del porcentaje
excretado contra tiempo.
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4.8 METABOLISMO DE ARSENICO EN RATONES

Con el fin de determinar el metabolismo del arsé&nico
se efectud el estudio en tres ratones machos de la cepa
CD3, a los cuales se les administrd intravenosamente una
dogis de 0.500 mCi de 74As por kg de peso, se colectaron
muestras urinarias durante las primeras 24 horas como se
describe en la seccifn 3.5.3.

4.8.1 SEPARACION DE LOS METABOLITOS DE ARSENICO EN ORINA

Para la separacidn de los metabolitos del ars&nico a
partir de muestras urinarias, se utilizd la cromatograffa
de intercambio ifnico descrita en la seccifin 3.5.3.1.

Una vez separadas las fracciones, se determins la ~
concentracifn de arsénico presente en cada una de ellas
por el mEtodo radioquimico descrito anteriormente; todas
las cuentas se corriegieron por el decaimiento radicacti=-
vo ¥ el volumen de la muestra.

Al graficar las cuentas por minuto (cpm} de las frac
ciones eluidas, se observa que la mayor radicactividad se
encuentra en las fracciones eluidas con hidrSxido de amo-
nio al 20% {V/V} y en menor grade en las eluidas con &ci-
do clorhldrico 0.5 N.

Estos resultadeos se corroboraron con la ldentifica-
cién de los compuestos por la técnica de Cromatograffa en
capa delgada.

4,8.2 IDENTIFICACION DE 1L0S METABOLITOS DEL ARSENICO EN
ORINA
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La identificacién de los compuestos de ars&nico no-
radioactivo, se realiz& revelando las c¢romatoplacas con
la solucién de nitrato de plata 1 N como se describe en
la seccisn 3.5.3.2 . El valor promedio Rf obtenido para
cada uno de los compuestos fue: 0.615 para arsenito de -
sodio, 0.264 para el arsenatc de sodio y de 0.794 para
el dcido dimetil arsénico.

La tabla XXVI muestra los datos comparativos entre
log valores de Rf reportados en la literatura (55} y los
obtenidos experimentalmente siquiendo el método de croma
tografia en capa delgada para los diferentes compuestos
de arSenico.

La identificacibén de los compuestos de arsénico ra-
divactivo de las muestras urinarias se llevd a cabo a par
tir de las fracciones que presentaron mayor radiocactivi-
dad por cromatograffa en capa delgada, revelando la peli-
cula de Rayos X expuesta a las cromatoplacas como se des-
cribe en la seccidn 3.5.3.2

El cromatograma del ratfn No. 3 mostrd la presencia
en mayor proporcién de un compuesto altamente polar en -
las fracciones eluidas con hidr6xido de amonio al 20%
(fracciones 61, 62 y 63) el Rf de este compuesto fue de
0.707 ¥y en menor proporcidn un compuesto poco polar en -
las fracciones eluidas con dcido clorhidrico 0.5 N {frac
ciones 4 y 6) con un Rf de 0.165, correspondientes al ici
do dimetil arsénico y el arsenato de scdio respectivamen-
te. Se obtuvieron resultados similares para los ratones
ly 2.

La tabla XXVII muestra los valores obtenidos para ca
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da uno de los metabolitos del arsfnico en la crina de
los tres ratones estudiados.
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V. TABLAS Y GRAFICAS



TABLA I

PARAMETROS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL

POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADQS PARA LA
CUANTIFICACION DE ARSENICO EN SANGRE

STANDAR m b r r2
I 3806.3  -99.84  0.9988  0.9976
11 3484.0 272,18 0.9980  0,9960
IT1 3564.4 176,12  0,9983  0.9966
v 3544.4 92.50  0.9987  0.9974
v 3346.6 84.54  0.9992  0.9984
Promedio  3549.2 105,09  0.9998  0,9996




TABLA II
EXACTITUD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO EN

SANGRE

CONC. As cpm (6-V-82) _

{pcg/ml} . o — v v X S C.vV.4% E.S.
0.086 2%1 371 337 260 351 a2 45.47 14,12 6.31
0.43 1,609 1,573 1,578 1,750 1,589 1,620 74.08 4,57 2.04
6.86 3,063 3,184 3,082 3,400 3,043 3,154 147.64 4.68 2.09
1,72 6,773 6,700 6,569 5,955 5,961 6,392 402,51 £6.29 2.82
5.53 9,224 9,815 9,962 8,888 8,367 9,251 659.08 7.12 3.19
3,44 12,816 12,053 12,414 12,722 11,430 12,287 564,44 4,59 2,05
4.30 16,591 14,951 15,112 15,225 14,750 15,326 729,49 4.75 2,13

Valor promedio
= Desviacibfn estindar

w =
"

C.V.¥ = Coeficiente de variacifn en porciento
E.S.= Error estdndar
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TABLA III
REPETIBILIDAD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE

ARSENICO EN SANGRE

CONCENTRACION DE ARSENICEO

CURVA { peg / ml )
0.086 0.43 0.86 1.72 2,58 3.44 4.30
R ADIOAMCTTI VIDATD {cpm)
1 291 1609 3063 6773 9224 12816 16521
II a7l 1573 3le4 6700 9815 12053 14951
111 337 1578 3082 6569 9962 12414 15112
v 260 1750 3400 5955 8868 12722 15225
v 251 1589 043 5961 B367 11430 14750
VI 360 1274 2642 5258 9103 10246 14174
VIL 362 1402 2982 6120 9620 13505 16291
VIII 209 1324 2796 5432 9304 116438 13340
X 307 1499 2948 5261 8063 11524 14587
X [n=9} 316,55 1510.88 3015.55 6003.2 9149.55 12040.88 15002,33

8 54,913 151,78 217.09 596.70 634,150 958,762  995.89
c.v.1 17.34 10,04 7,19 9.93 6.93 7.96 6.63
E.S. 18.304 50,593 72,363 194.9 211,38 319,58 33l.9¢

X = valor promedio
5 = DesviaciSn esténdar
C.V.% = Coeficiente de variacifn en porclento
E.S5.= Error estdndar
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TABLA 1V

PARAMETROS QBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION
LINEAL POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS
PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO EN SANGRE

gsgASDXRA m b r =2
1 3606.3 - 99.84  0.9988  0.9976
II 3484.0  272.18  0,9980  0,9960
111 3564.4  176.12  0.9383  0.9966
v 3544.4 92,50  0.9987  0.9974
v 3346.6 84.54  0.9992  0.9984
vI 3236.1 - 51.41  0.9951  0.9902
yII 3871.1 -235.56  0.9981  0.9982
IX 3427.5 - 83.48  0.9995  0.9990

Promedio  3503.9  127.805 0.9980  0.9960
+ SD 222.53  80.50 0.0032

0.0016
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TABLA V
CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE (pcg/ml) CONTRA TIEMPO BESPUES
DE LA ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ARSENICO
(0.250 mCi 74As/Kg) A 5 RATONES

RATON 1 2 3 4 5 B

TIEMPO (hrs) CONCENTRACTION (pcg/ml) X
0.25 0.4803  0.5403  0.6748  0.5341  0.5076 0.5474
0.50 0.4397  0.4259  0.3901  0.2607 - - 0.3791
0.75 0.2291  0.3760 - - - - 0.2624  0.2891
1.0 0.1660  ©0.2627  0.2576  0.1017  0.2508  0.2077
2,0 0.1344  0.1406  0.1415  0.0620  0.1398  0.1236
3.0 0.0713  0.0603  0.1282  0.0521  0.0735 0.0770
4.0 0.0397  0.0603  0.0686  0.0487  0.0439 0.0522
5.0 0.0352  0.0434 - - 0.0239  0.0338  0.0340
6.0 0,0577 - - - - - - 0.0372  0.0346
7.0 0.0341  0.0366  0.0205  0.0174 - - 0.0331
8.0 0.0397  0.0064  0.0239  0,0205  0,0124  0.0226
10.0 0.0420 - - 0.0124  0.0141  0,0273  0.0239
24.0 - - - - 0.0239 - - o - - -
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TABLA VI

PARAMETROS FARMACOCINETICOS OBTENIDOS DESPUES DE LA

ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ARSENICO SIGUIENDO

UN MODELO ABIERTQ DE UN COMPARTIMENTO (MAUC) Y UN
MODELO ABIERTO DE DOS COMPARTIMENTOS (MADC)

MAUC MADGC

RATON  xa (hrs=1) r2 (hrs=1) (hrs~1) r?
1 0.2555 0.7113 0.2700 2.4181 0.54337
2 0.4807 0.9185 0.1378 1.0845 0.8932
3 0.1367 0.5009 0.3222 2.6630 0.9450
4 0.3169 0.7995 0.1949  3.3912 0.8881
5 0.2824 0.7587 0.3212  0.9072 0.9072
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TABLA VII

DATOS D

POR EL PROGRAMA NO LINEAR DESPUES DE _LA ADMINISTRACION

INTRAVENOSA DE ARSENICO (0.250 mci As74) A CINCO RATONES

I
E CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE (pcg/ml) AJUSTADOS

RATON 1 2 3 4 5 3 o
TIEMPO (hrs) CONCENTRACION EN pcg/ml

0.25 0.5128 0.5435 0.6792 0.5302 0.5119 0.5555 0.0703
0.50 0,3565 0.4349 0.3938 0.2591 0,3759 0.3640 0.0654
0.75 0.2564 0.3500 0.2914 0.1485 D.2846 0.2661 0.0740
1.0 ¢.1821 0.2837 0.,2455 0.1019 0.2226 0.2091 0.0686
2,0 0.0825 0.1328 0.1641 0.0594 0.1118 0.1121 0.0396
3.0 0,0691 0.0751 0.1143 0.0466 - 0,0749 0.0760 0.0243
4.0 0.0589 0.0501 0.0797 0.0370 0.0533 0.0558 0.0155
5.0 0.0515 0.0379 0.0556 0.0294 0.0419 0.0432 0.010§
6.0. 0.0453 0.0307 0.0387 0.0283 0.0319 0.0349 0.0069
7.0 0.035% 0.0258 0.0270 0.0185 0.0243 0.0271 0.0078
8.0 0.0351 0.0219 0.0188 0.0147 0.0185 0.0218 0.0078
10.0 0.0273 0.0162 0.0091 0.0093 0.0108 0.0161 0.0078
24.0 0,00486 0.0020 0.00006 0.00004 0.0002 0.0014 0.0019
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TABLA VII1
PARRMETROS FARMACOCINETICOS OBTENIDOS DESPUES DE UNA
ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ARSENICO A 5
RATONES TRATADOS

R_A T 0O N
1 2 3’ 4 5

=l

PARAMETRO

A (peg/ml) 0.66097 0,61140 1,2277 1.1106 0.5549 0.6305
t 5D 0.0733 0.0828 0.2335 0.03%0 0.0309 0.0299

ok (hrs.~ 1) 1.8254 1.0125 4.7892 31.6823  1.7214 2.1041
t sp 0.3986 0.2287 0.9826 0.1645 0.18%0 0.2143

B {pcg/ml) 0.09713 0.07150 0.3376 0.0931 0.16i7 0.1905
t sD 0.0515 0.0963 0.0425 0,008% 0.0349 0.0318

P (hrs." 1) 0,1271 0.1487 0,3609 0.2307 0.2707 0.3037
+ 5D 0.1026 0.2332 0.0528 0.0253 0.0499 0.0437

thp (hre) 5,4523 41,6603  1,9201 3.0039  2,5600 2,2818
: thel (hrs)  0.3796  0.6844  0.1447  0.1981 0.4025  0.3293
ABCS®(pegXhr/ml) 1.1579 1.1160 1,2622 0.7411  0.9457 0.9589
t sp 0.0059 ¢.0023  0,0013  0.0081 0.0006 0.0005
K21 [hrs™1) 0.3446 0.2391  0.3159  0.4976 0.5979 0.5990
Ky2(hrs=1) 0.9346  0.2924 2,5208 1.7082 0.6148 1.21416
K)o (hrs~1) 0.6731 0.6296 1.3134 1.7072  0.7793 1,0205
vd(litros) 16.449  18.890 B.241  10.716 1B.001 14.459
clpiits/hr) 11,072  11.89)  10.823  18.294 14.029 13.222
clr(lta/hr)  2.08 2,808 2,974 2,472 4.872 4.381




TABLA IX

DATOS PROMEDIO DE CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE CONTRA
TIEMPO, DESPUES DE LA RDMINISTRACION DE 0.5 - 9.0 mg/kg DE PESO

bOS1! S 1 DOS1ISES 2 DOS1S 3 DOSIS 4 Dos1s 5
TIEMPO 10,5 mg/kg) {1 mg/kg) {5 mg/kg} 17 ma/kg) {3 mg/kgl
thoras) — — — — -
Tamy P Ggian 2 Toan @ Goag 2 Doy ®

0,25 319,601 9¢.222 1105.216 161.242 2565.901 245,196  3291.598 826.13}F 6306.863 B09,787
0.75 182,983 40,245 586.288 112.552 1389,93 462,652 1643,090 §82,317 1668.013 573.943
1.0 156.21p 20.9%0 547.047 120,974 B82.7¢ 284,357 1521.005 219.330 3367.534 648,816
2.0 107,425 37,190 417.080 96.912 754.054 202.697 1162.946 287.196 3010.951 348.861
3.0 78.725 34,435 375.728 100,057 614,801 173,124 1128.217 220.613 2620,432 241,031
4.0 53.148 18,104 308,130 64.348 462.32 174,649  907.259 B5.904 2355.058  341,85%
5.0 44.670 17.025 239,047 40.75% 419.402 153,887 £93,027  215.345 2324.274 178,435
6.0 35,312 15.759 210,639  48.177 353,862 143,138 608,035 106,316 2360,941 430.222
8.0 26,180 9.677 166.102 42.547 241,72 101,78 562.448 91.138 2058.366 482,228




TABLA X
DATOS PROMEDIO AJUSTADOS DE CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE CONTRA
TIEMPO DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE 0.5 - 9.0
mg//fkg DE PESO A RATONES

DOS IS 1 DOSIS 2 DOSTIS 3 DOS IS 4 DOS1IS 5
TIEMPO (0.5 mg/ky pesal {1.0 mg/kg peso) 15.0 mg/kg peso) {7.0 mg/kg peso) {9.0 myg/kg puso)
(horas) Conc. ¥ conc. X Conc. X conc. X Conc. X
(ng/m2) so {ng/ml} 5D ng/mi) 5P {ng/ml) 50 {ng/m1) £0
0,25 106,86 99,529 1128.08 175.42 2593.28 299,07 3115.92 60%.66 6294.78 #i6.41
0.50 216,69 40,749 786.04 135.71 1933,87 515,36 2115.91 302.69 4643.81 776.97
0,75 170,38 24,572 646,83 129,92 1488,05 466,66 1739.31 173,82 Jess,22 662,04
1,0 142,16 15,358 573,62 125.74 1278.74 368.98 1570.08 120,15 3443.56 543,45
1,5 108,30 8,299 493,72 115,33 1020,14 202,21 1398,28 B6,43 3060.44 379.04
‘2.0 86.00 8.599 443.94 102,54 857,90 87,69 1277.712 108.84 2883,70 305.87
2,5 I?l.l] 8,761 404,62 90.12 742.74 43,84 1170.68 72.06 2772.32 286,32
1.0 63.79 8.392 370.53 79.18 €48.77 82,35 1073.37 68.64 2685.11 282.13)
3.5 55.61 7.878 339,94 69.84 58k.54 100,27 984.25 66.03 2609.18 308,29
4,0 48.84 T.432 312.15 62,01 530.58 115,53 902,54 63,93 2539.10 327.88
4.5 43,11 7.101 286,76 55.62 484.08 121,97 861,01 103.06 2472.68 148. 40
5.0 38,17 6.863 261.53 50.18 444.63 122.61 759,04 60.67 2408.99 168,68
5.5 33,87 6.693 242,23 43.84 410.58 119,64 696.12 59,23 2147.5) 388.23
6.0 0. 10 6.551 222,15 42.32 180.75 114,61 636,44 57.81 2288.08 406.83
7.0 23.86 6.266 188.47 317,17 310,57 102,09 537.08 54,91 2214.65 440,93
8.0 18,99 5.910 159,63 33.71 289.59 89,78 451,87 5,88 2067.95 470.83
24,0 t.676 0.626 12.67 8.50 57.36 48,09 29,08 10,21 985.53 580.78




TABLA XI
PARAMETROS FARMACOCINETICOS PROMEDIQ DESPUES DE LA ADMINISTRACION
INTRAVENOSA DE 0.5 A 9.0 mg/kg DE PESC DE ARSENICO A RATONES

D O § I 8§ ng/kg

PARRMETRO 0.5 1.0 5.0 7.0 9.0
A (ng/ml) 393.27  1676.17 4209,59 4207.88  6919.54
ot (hrs =1) 2.249 4.109 3,333 4.5007 3.0855
B (ng/ml) 127.81  620.175 839.97 1806.92  3137,69
'? (hrs=1) 0.239 0.1675 0.1203  0.1736  0.0544
tlle(hrs) 3.063 4,274 4.586 4.0113 15.480
t/, {hrs) 0,422 0.2063 0.4407  0.1547 0.2665

And?(ngﬁhr/m1) 727.103  4209.34 9670.55 11571.92 73256.15
K21 (hrs™1) 0.173 1.213  0.6676 1.5073 0.9802
Kyo{hrs~1) 1.064 2,494 2,1771 2.639 1.9880
Kyg(hrs~1) 0.7105  0.5631 0.6098  0.527 0.1713
vd (ml) 44,25 16.51 36.26 37.973  28.407
Clp (ml/hr)  25.82 8.205 18,07 19.655  4.517

Cl, {ml/hr) 12,34 2,615 3.663 6.569 1.460




TABLA XII

DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICQ EN TEJIDOS Y EN SOLUCION

Conec. 74As

C

pm (6-V - 82)

X ] C.V.% error STD
(peg/200 Wi, higade En testiculo En solucifn
1.72 735 471 589 598 132.24 22.10 12,77
8.6 2665 2886 2735 2755 102.013 3.7 2,13
17.2 5631 6493 5823 5982 452.54 7.56 4,36
34.4 11751 10915 12220 11629 661,04 5,68 3.28
51.6 17589 17584 17499 17557 50.57 2,88 1.66
68.8 22284 221748 23140 22534 527.80 2.34 1,35
86.0 27437 262389 26515 26780 572.16 2,13 1.23
X = Valor promedio
S = Desviacidn estédndar
C.V.% = Coeficiente de variacidn en porciento
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TABLA XTII -
PARAMETROS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION
POR MINIMOS CUADRADOS PARA LA
CUANTIFICACION DE ARSENICC EN TEJIDOS

TEJIDO m b r r2

En higado 321.43 263.36 0.9991 0.9982
En testiculeo 310.80 500.23 D.9976 ¢.9952

En soluciSn  317.85 461.84 0.9969 0.9938
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TABLA XIV
PARAMETROS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL
POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS PARA LA
CUANTIFICACION DE ARSENICQ EN TEJIDOS

CURVA m b r r?
1 360.53 425.77 0.9998 0.99396
11 358,23 120.41 0.9997 0.9995
111 373.35 -378.48 0.9993 0.9986
v 364,13 - B1,55 0.9999 0.9998
v 365.71 -135.4 0.9993 0.9986

promedio  364.39 - 9.9 0.9999 0.9998
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TABLA XV
EXACTITUD DEL METODZ RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO
EN TEJIDOS (SOLUCION)

cpm { 6§ -V - 82}

Conc. 74as X DS c.v.%  E.S.
{peg/200 ul) I 11 111 v v
1.72 769 685 308 700 446 582  195.62 33.63 15,08
8.6 3616 3185 3009 3147 3416 3275 240.52 7,34 3.29
17.2 6594 6186 6394 6117 6171 6292  198.41 3,15 1.41
34.4 13011 12911 11965 12173 11849 12382  542.48 4,38 1.96
51.6 19244 18343 18690 18705 18482 18693  343.06 1.83 0.82
68.8 25338 24599 24784 24583 25661 25047  438.51 1.75 0.78
86.0 31147 31055 32378 31439 31155 31435  546.58 1.73 0.77

=
]

Valor promedio
DS = Desviacitn estéindar
C.V.% = Coeficiente de variacidn en porciento
E.S8.= Error estfndar
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TABLA XVI
REPETIBILIDAD DEL METODO RADIOCQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE

ARSENICO EN SOLUCION

CONCENTRACION DE ARSENICOD
(pcg/ 200ul)

CURVA 4.8 24,0 48.0 96.0 144.0 152.0 240.0

R A DI OACTTIVIDATUD {Cpm}

I 620 4994 10390 20927 32713 40485 56796
II 948 5501 11126 21194 34710 46841 60102
11T 1270 5259 11337 23509 35365 48545 61544
v 1219 5641 11570 24056 36454 50475 63768
v 1362 6422 14551 28435 423487 57873 72365
% {n=5) 1084 5663 11795 23634 36546 48844 62915
s Jol.el 745.41 1602.92 3021.76 4114.28 6288.03 5858
C.V.% 27.79 13.15 13.58 12,78 11.25 12.87 9.31
E.S. 10,66 5.89 6,08 5.73 5,04 5.77 4,17
¥ = Valor promedio
5 = Desviacisn esténdar

C.V.% = Coeficiente de variacib6n en porciento
E.S.

Error estindar
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TABLA XV

II

PARAMETROS OBTENIDQS DEL ANALISIS DE REGRESION
POR MINIMOS CUADRADOS PARA LA
DETERMINACION DE ARSENICO EN TEJIDOCS

CURVA m b r r2
1 230,610 =~ 822.331 0.9971  0.9942
II 250.354 -1006.188 0.99%0 0,9981
111 256,926 -~ 793,885 0.9996 0.9993
IV 266.542 -~ 914,814 0.9995 0.9991
v 302,298 - 195.155 0.9999  0.9999
Promedio 261.346 = 746,50 0.9996  0.9993
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TABLA XVIII
PATOS PROMEDIO EN cpm/mg O cpm/ul DE ARSENICO EN TEJIDOS CONTRA TIEMPO
DESPUES DE LA ADMINISTRACIOM INTRAVENOSA DE ARSENICO

{0.250 mCi/kg) EQUIVALENTES A 2 RATONES

EJIDO T I E M P O (hre.}
T 0.08 0,25 0,50 0.7% 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 24.0
TESTICULG 2.675 2,940 1,426 1,513 1.6155 11,3635 0.657 1,030 0.5505 1,517 0,2065
8D {0,433) {0.964) (0.240}) {0.043) (0.963) {0.400) {0,387} (1.014) (0.193) (0.989) 10.027}
HIGADO 199.080 189,109 226.255 143,554 223,723 115,%77 100,415 91.715% 17.74% 102.729 70.456
] 149.277)  (21.339}) (44.826} (21.453) (11.739) (153.789) {69,577y (36,131 (58.5%1) 136,318} (3.051)
RIANON 173.005 115.119 94.162 59,761 -- 14.2613 5.573 8.769 4.618 4,676 1,785
sn {27.465) {34,152} (18,338) (30,266) - - - - - - 11.942) il.220F (2.394) - - - {0,876)
PANCREAS 71,405 39.743 61.934 42,270 54.159 24,217 15.564 19.573 17.871 36.64% 16,797
. 4] {31.242) (20.,230) (14.460) (15.570) (13.596) (0.069) (6.939) {5.844) (9.726} (7,612} {3.269)
PIEL 10,022 7.367 2.753 6,916 6.171 2,643 1.727 2.109 0.436 4.16% 0.410
50 12.234) {3.034}) [.159) {8.07) 14.671) {0,055) 11.173) - - 10.188) 11,940} - - -
SANGRE - -
TOTAL 15,845 15,810 6.72 3.0156 6.70 1.61 1.36 1.91 2,27 1,11
5D {1.025) {8,880 {1.7531 11.,704) {4.129) 10,429) - - - - - - - - - -~ - - - -
PLASMA 21.08 22.125 4.949 2.790 1.905 1.700 - - --- - - --- --—-
SD {0.B90) (10,241 (0.211) {1,680} 13.!04) - - - - --- - - - - - - -
PAQUETE 7.09 17,295 5,63 2.40 6.245 1.115 - - - - - - - - - - - - -
sSD {0,014} (14.927) 11.796) {L.541) (23.62) {0.035) - - - - - - - - - - -




TABLA XIX
DATOS PROMEDIO EN cpm/mg O cpm/ul DE ARSENICO EN TEJIDOS CONTRA TIEMPO
DESPUES DE LA ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ARSENICO
{0,250 mCifkg) EQUIVALENTES A 3 RATONES

T I E M P O {hrs)

TEJIDO .
.- 0.08 0,25 0,50 0.75 1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 24.0
TESTICULO - 14.937 5,136  5.855 6,996 7.861 7.626  6.410 3,827 2.682 2,898 0.619
8D T (1,415]  (3.760)  {1,398)  (2,914)  {1.395)  (1.104) {2.108)  {0.925)  (0.374)  {0.846)  (0.24}
_HIGADO 104,17 106,266 74.679 49,551  6€8.011  49.937 17,520 5.767  3.278 3.935  1.769
sp (11.922) (26,505} (20,388) (22,961) (23.946) (15.106) (7.934}  {2.230)  {1.049}  (2,116)  (0.87)
RINON 1086.991 774.921 583,050 340,356 249.984 162,080 58,257 19,524  14.320 12,301  3.347
- 8D {113.45) (259.118) (208.57) (184,020} {81.716) (53.20) {(30,456) (4.137)  {3.075)  {4.26) {0.755)
PANCREAS  38.188 40,117 34,562  32.422  69.886  27.679 12,836 4.554 3,17 3.941 0,9023
5D (3,767}  (9.455) (7,151)  (10.460) (53.050} (7.172) (5.815)  {0.940)  (0.90B)  {1.581)  {0.631)
PIEL 45,556 45,404 47.930  26.694  24.965  23.103 16.626 10,051 7.637 7.041 4,243
sD {22,604)  (8.458) (24.381) (10.852} (8.601)  (4.004} {(7.543}  (7.026)  (3.355)  {1.389)  (0.981)
SANGRE 67,04 39,786 25,740 17.336 22,536  10.176 4.976  1.233 2.256 1,033 0,320
TOTAL
sD (5.412)  (13.70)  (7.487)  (7.975)  {(6.825)  (2.419] (2,809}  {0.610}  {2,172)  {0.279) = - « =
PLASMA 93,323 44.90 26,05 15,233 15.743  9.26  3.17 1.20 0.895 1.675 0,140
sD {15.58)  (6.685) (6.96)  (6.69)  (5.540)  (3.691) (2.205) {0.716)  {0.742) (L.407) - - - =
PAQUETE 52,520  39.266 24.686  16.296  27.8031 11,083 5,413 1.816 1.636 1.10 0.60
sD {3,012} (9.644) (9.160)  (8.278)  (11.096) (4.488) (2,581)  (0.234)  (0.890)  (0.122)  {0.147)




TABLA XX

PARAMETROS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL

POR EL METODO DE MINIMOS CUADROS PARA LA
CUANTIFICACION DE ARSENICO EN ORINA

gS'[IJ'AgDKRA b m ol r?
I -121,46 354.43  0.9993  0.9986
I 387,37 338.51  0.9987  0.9974
II1 -958,1  375.52  0.9989  0.9978
v 1263.6  323.58  0.9982  0.9964
Promedio  141.99 347.87 0.9999  0.9998
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TABLA XXI

EXACTITUD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO

EN ORINA
CONC. DE cpm ( 6 -Vv~-82 }
74ns 5.D. C.V.8 E.S.
{peg/ml) I 1I III v X
0.43 1380 1500 1469 1717 1517 143 9.42 4.7
0.86 105 3090 2889 2863 2989 131 4.38 2.1
1.72 6374 5962 5728 6245 6077 289 4.8 2.4
3.44 11798 11341 13456 12521 12275 923 7.5 3.7
5.16 19382 18248 17433 18174 18309 804 4.4 2.2
6.88 22922 24783 23133 25031 23967 1093 4.6 2.3
8.60 30747 28399 0342 31748 30309 1404 4.6 2.3
12.90 44278 46421 46681 42124 44876 2127 4.7 2.3
21.50 76865 718858 81157 69833 74925 5087 6.8 3.4
¥ = Valor promedio
8.D. = Desviacifn est&ndar
C.V.% = Coeficiente de varilaeciSn en porciento
E.S. = Error estandar
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TABLA XXII

REPETIBILIDAD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO

EN ORINA
CONCENTRACION DE ARSENICO  (pcg/mi)

CURVA " g gg 1.72 3.44 5.16 6.88 8. 60 12.90 21,50
I 3105 6374 11798 19382 22922 30747 44278 76865
II. 3098 5962 11341 18248 24783 28399 46421 71885
III 2889 5728 13456 17433 23133 30342 46681 81157
Iv 2863 6245 12521 18174 25031 31748 42124 69833
v 3053 5977 14084 18526 27274 31488 44685 72622
Vi 2863 6221 12521 18174 25031 31748 42124 69533
VII 3106 5055 12524 16355 22815 32033 42543 71945

X (n=7) 2896.71 6081.85 12606.42 18041,71 24427 30929,28 44122.28 73448,57
8 118.64 216,852 929.26 941.98 1607.26 1268.29 1943.04 4135.72

C.v.% 3.95 3.565 7.377 5,221 6,579 4,10 4.403 5.630
E.S5. 1.493 1.347 2,789 1.973 2,487 1,550 1.664 2,128
X = valor promedio

5 = pesviacién estindar
C.V.% = Coeficiente de variacifin en porciento
E.S.= Error estfndar
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TABLA XXIII
PARAMETROS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL POR
METODO DE MINIMOS CUADRADOS PARA LA DETERMINACION
DE ARSENICO EN ORINA

PsTANpAR D m ' =
1 -121,83 354,43 0,9993  0.9986
I 387.37 338,51  0.9987  0.9974
IIT  -358.1  375.52  0.998%  0.9978
v 141.99  347.97  0.9999  0.9998
v 1016.83  340.08  0.9985 0.9970
vI 700.496 333.47  0.9382  0.9964
VII 738,04 325.86  0.9986 0.9972

Promedio  580.61 345.12  0.9988  0.9977

EL
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TABLA XXIV
PORCENTAJE DE DOSIS EXCRETADA DESPUES DE LA ADMINISTRACION INTRAVENOSA

DE 0.250 mCi

7dps/kg DE PESO A 6 RATONES DE LA CEPA CD;

RATON -
1 2 k] q 5 6 X 8§D
Tgﬁgi? ¥ DOSIS EXCRETADA
1 49.18 75.64 71,28 64.91  65.38 59,05 64.2¢ 9,32
2 14.69 8.09 13.49 2,446  3.723 2.102 7.423  5.60
3 4,36 2,32 2,62 1.251  0.838 0.829 2.036 1,366
4 3.31 1.81 1.28 0.644 0,977 0.727 1.461  0.998
1.19 0,202 0.580 0,507 0,637 0.554 0.6116 0.321
TOTAL  72,73%  88.,06%  89.25%  69.77% 71.55%  63.26% 75.77% 10,51
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TABLA XXV
DATOS DE PORCIENTO DE DOSIS ACUMULADA EXCRETADA DESPUES DE LA

ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE 0,250 mCi

T4ag/xg DE PESO

it DOSIS ACUMULADA EXCRETADA

TIEMPO R A T O N _

(dIas) 1 2 3 4 5 6 X SD
1 49,18 75,64 71.28 64.91 95.38 59,05 64.24 9,327
2 63.87 83,73 84.77 §7.35 69.10 §1.15 71.66 10.13
3 68.23 86,05 87.39 68.60 69.94 61.98 73.69 10.46
4 71.54 87.86 88.67 69.27 70.91 62.708 75.19 10.62
5 72.73 88.06 89,25 69.77 71.55 63.26 75.77 10.51
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TABLA XXVI

CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA

COMPUESTOS DE ARSENICO

COMPUESTO

RF ENCONTRADO

RF REPORTADQ

COLOR DE LA MANCHA

Arsenito de
Sodio

Arsenato de
Sodio

Acido Dimetil
Arsénico

Metil Arsenito
de Scdio

Metil Arsenato
de Sodio

0.615

0.264

0.794

Amarilla

café obscuro

Café-amarillento

Amarillo pélido

Amarillo pélido

Cromatoplacas de celulosa F para cromatograffa en capa delgada
Sistema de solvente: MeOH: NH,OH 1N B80:20
Revelador: Solucifn de AgNO3 1N/NH, OH 5%
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TABLA XXVII

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA DE LAS
MUESTRAS URINARIAS DE 3 RATONES
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE

0.500 mci 74as

RATON Rfy REy Rfq
1 0.2068 - 0.8275
2 0.2206 - 0.7241
3 0,2107 0.3769  0.706
X 0.2127 0.3769 0.7525

T4ps 0,0878

-
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FIGURA Ro, 1

LINEARIDAD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA CUANTIFICACION

DE ARSENICO EN SANGRE
{m = 3549,2; b= 105,09; r= 0.9998; rZ = 0,9996; naS)
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FIGURA No, 2
REPETIBILIDAD DEL METODD RADIOGUIMICO PARA LA
CUANTIPICACION DE ARSENICO EN SANGRE

{m~ 1501.9; b= 127.80; t= 0.9980; r?= 0,9960; o= 9)
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PIGURA No. 3
GRAFICA DEL LOGARITHO NATURAL DE CONCENTRACION
DE ARSENICO CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA
ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE
0.250 mC1 4Am a 5 RATONES
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FIGURA Ko, &
GRAFICA PROMEDIO DE LOGARITHO WATURAL DE CONCENTRACION
DE ARSENICO #+ SD COKTRA TIEMPO DESPUES DE LA
ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE
0.256 mCi T5As A 5 RATONES
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PIGURA No, 6
GRAFICA AJUSTADA DE LOGARITHO NATURAL DE CONCENTRACION
DE ARSEMICO CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA
ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE
0.250 mCi 7%Aa/kg DE PESO A 5 RATONES
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FIGURA No. 7
GRAFICA PROMEDIO DE LOGARITMO NATURAL DE LA CONCENTRACION
DE ARSENICO * SD CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA
ADHINISTRACION INTRAVENOSA DE
0.250 nCi 7%Aa/kg A CINCO RATONES
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FIGURA No, B
CRAPICA DEL LOGARITHO NATURAL DE CONCENTRACION DE ARSENICO
CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA ADHINISTRACLOK
INTRAVENOSA DE
0.5 A 9.0 mg/kg DE PESO A RATONES
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FIGURA No. 9 |
GRAPICA AJUSTADA DE LOGARITHO NATURAL DE CONCENTRACION DE
ARSENICO CONTRA TLEMPQ DESPUES DE LA ADMINISTRACION
INTRAVENCSA DE
0.5 A 9.0 ng/kg DE PESO A RATONES
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LINEARIDAD DEL METODO RADIQQUIMICO "PARA LA
CUANTIFICACION DE ARSENICO EN TEJIDOS.

(m= 364.39; b= -9.86; r= 0.9999; r2= 0.9998 n= 5)
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FIGURA Ho. 11

REPETIBILIDAD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA CUANTIFICACION
DE ARSENICG EN TEJIDOS

(m= 261,346; b= =746.50; r= 0.9996; rls -0,9993 n= 5}
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FIGURA Ho, 12
DISTRIBUCION DE ARSENICO EN TEJIDOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION
IKTRAVENOSA DE
0.250 wCi/kg DE PESO A RATONES
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FIGURA No, 13

LINEARIDAD DEL HETODO RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION DE AWSENICOD
a0 N ORINA
] {me 347,97 be 141.99; r= 0,999; r2a 0,9998; n= 4)
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FIGURA No. lu

REPETIBILIDAD DEL METODO RADIOQUIMICO PARA LA DETERMINACION

DE ARSENICO EN ORINA
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FIGURA Ro. 15
GRAFICA DE PORCIENTO DE DOSIS EXCRETADA DE ARSENICO
CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA ADMINISTRACION
~ INTRAVENOSA DE
0.250 mCl 74As A 6 RATONES
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FIGURA Mo, 16-
GRAFICA PROMEDIO DE PORCIENTO DE DOSIS EXCRETADA DE ARSENICO
CONTRA TIEMPO DESPUES DE LA ADMIKISTRACION
INTRAVENDSA DE
0,250 aClL T4As

tiempo {dlus)
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FIGURA No. 17 .
GRAFICA DE COMPARACION MULTIPLE: Prueba de Tukey
FARMACOCINETICA DEL ARSENICO
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VI. DISCUSION

5.1 ARSENICO EN SANGRE

En esta secciSn se discutiridn los resultados obteni-
dos en cada una de las secciones anteriormente presenta-
das.

DETERMINACION DE ARSENICO EN SANGRE
5.1.1 LINEARIDAD Y EXACTITUD

Como se observa en la figura 1, la determinacidn de
arsénico en sangre por el método radioquimico mostrd una
linearidad satisfactoria en el intervalo de concentracio-
nes de 0.086 - 4.30 pcg/ml, con un rango en el coeficien-
te de determinacién r2 entre 0.996 a 0.999 (tabla I).

En la tabla II se puede ver que el coeficiente de va
riacifn se encuentra entre 4.57 y 14.12% en el intervalo

de concentracibn aestudiado.
5.1.2 REPETIBILIDAD

El métodc se evalub considerando la repetibilidad de
las determinaciones de concentraciocnes de arsénico prepa-
radas en nueve ocaslones diferentes, La tabla III muestra
que el menor coeficiente de variacién fue de 6.63 y el ma
yor de 17,34%.



5.2 ESTUDIQ DE FARMACOCINETICA

Como se observa en las figquras 3 'y 4, despufs de la
administracifin intravenosa del aresénico en ratones, la -
concentracifn de sangre disminuye de manera biexponencial.

La tabla VI muestra los parfmetros farmacociniticos
obtenidos a partir de los datos ntilizando tanto un mode
la abierto de un compartimento (MAUC) como por un modelo
ablerto de dos compartimentos (MADC)}, en la tabla se ob-
serva que en cuatro ratones el ars@nico se ajusta a un
MADC y sBle un ratén de los cinco presenta un MAUC. Por
lo tante se decidif describir al arsénico como un compues
to que se ajusta a un Modelo Abierto de Dog Compartimen-
tos. Estos datos concuerdan con lo reportado en la litera
tura. Vahter (38}, en un estudic realizado en ratones uti
iizande arsénico trivalente y pentavalente encontrb que
la concentraciéfin de €ste disminuye de manera biexponen--~
cial, eliminfndose la mayor parte durante las primeras
24 horas despufs de s administracidn,

Una vez obtenido el modelo compartimental, se proce—
saron los datos en una calculadora TI-59 utilizando el -
programa para regresifn no lineal. La vida media [ty) que
se obtuvo fue de 2.28 horas y el Area bajo la curva de ce
ro a infinito {ABC) fue de 0,359 pcg/hr/ml (Tabla VIII).

Otros parimetros calculados fueron el volumen de dis
tribucifn y la depuracién plasmftica y renal. Los valores
obtenidos son:

vd = 14.459 litros Clp= 13.22 litros/hr
Cly= 4.38 litros/hr
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Estos valores muestran que el arsénico es un compues
to en el que la eliminaci6n a partir del compartimento
central a mis ripida que la eliminacién del compartimen-
to periférico, el valor de la constante de velocidad Kiz
es de 1.214 hrs~l y el de Kp; de 0.5990 hrs~l,

El arsénico se elimina tambi&n a partir del comparti
mento central, Kjg es igual a 1.020 hrs—1.

Debido a esto a pesar de que el arsfnico se distribu
ye ampliamente a tejidos profundos, vd = 14.459% litros,
la eliminacién de &ste es rdpida con una vida media de -
2.28 hrs., en cambic en el humanc la eliminacibn del arsg
nico es muy lenta con un tiempo de vida media de 38.4 -~
dfas (32).

Hasta el momento no existen en la literatura datos
que reporten valores de dicheos parfmetros farmacocinéti-
cos.

5.3 DOSIS DEPENDENCIA

Existe un gran niimero de compuestos que al adminis-
trarse a dosis altas o cuando se administran de manera
crénica presentan desviaciones en su comportamiento farma
cocinético lineal., Estas desviaciones se presentan cuando
alguno de los procesos de absorcifn, distribucifn, metabo
lismo o excrecifn se saturan o bien porque se inhibe o in
duce la secrecitn de las enzimas gue intervienen en la -
biotransformacién. En estos cascs la principal observa--
cidn farmacocinstica es un cambio en la constante de eli-
minacién.

Para determinar si un compuesto sigue una cinética



dosis dependiente, &ste deberd administrarse a varias do-
gis y obtener la curva de concentracifn plasmitica contra
tiehpo para cada una de las dosis. Si las pendientes de
dichas curvas no son paralelas, el compuesto sigue cin&tl
ca no-lineal, y en consecuencia el tiempo de eliminacidn

aumentard cuando se incrementa la dosis.

Los resultados obtenidos despufs de administrar el
arsénico a cinco diferentes dosis muestran que la vida me
dia de eliminacifn aument§ de 3 - 4,5 horas para las do-
gis de 0.5, 1.0, 5.0 y 7.0 mg/kg a 15.48 horas para la do
sis de 9 mg/kg de peso. (Tabla XI).

Al efectuar el andlisis de varianza de una via para
las vidas medias de eliminacifn obtenidas con las cinco -
dosis (Tabla XXVIII), se encontrS gque existen diferencias
estadisticamente significativas, lo cual hace pensar que
a dosis altas el arséBnico se ajusta a una farmacocinética
no-lineal,

TABLA XXVIII

ANALISIS DE VARIANZA DE UNA VARIABLE PARA EL TIEMPO
TIEMPO PE VIDA MEDIA DE ELIMINACION DE ARSENICO DESPUES
DE SU ADMINISTRACION INTRAVENOSA A DIFERENTES DOSIS

FUENTE DE GRADOS SUMA DE CUADRADO
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIO F
(af) {=s) {MS)
VIDAS MEDIRAS 4 0.0738 0.01847 8.25
ERROR 13 0.02907 0.00224
TOTAL 17 0.1029

Nivel de significancia
3.18
5.20

Fo,95
Fp.g99

ft
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Otro pardmetro que nos permite determinar si un com-
puesto sigue una cinética no-lineal es el Area Bajo la
Curva {(ABC]).

En compuestog que presentan dosis dependencia, el -
drea bajo la curva no se proporcional a la dosis adminis-
trada,

Como se observa en la figura 9, despufs de la admi--
nistracién de arsénico a 5 diferentes dosis el Area Bajo
la curva aumenta de manera proporcional hasta la dosis de
7 mg/kg de peso con un valor de 11571.92 ng/hr/ml. A par-
tir de esta dosis el ars&nico muestra una cinética no li-
neal ya que el ABC para la dosis de 9 mg/kg aumentd a -
73256,15 ng/hr/ml.

El andilisig de varianza de una via para el &rea bajo
la curva de las cinco dosis, muestra que existen diferen-
clas estadisticamente significativas entre las &reas,
Tabla XXIX.

TABLA XXIX
ANALISIS DE VARIANZA DE UNA VARIABLE PARA EL AREA BAJO LA

CURVA DE ARSENICO DESPUES DE LA ADMINISTRACION INTRAVENO-
SA A DIFERENTES DOSIS

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADO
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIQ F
(df} (ss) (MsS)
AREA BAJO
LA CURVA 4 0.1252 0.0313 12,98
ERROR 15 0.0362 0.0024
TOTAL 19 0.1613
Nivel de significancia
Pp.95 = 3.06
Fg,99 = 4.89
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Con el objeto de determinar entre cual de las cinco
dosis administradas se encuentra la diferencia, se reali-
z& una prueba de comparaci&n mfiltiple entre los valores
de drea bajo la curva obtenides, los datos muestran que

es la dosis de 9 mg/kg de pesc. Figura 17.

5.4 DETERMINACION DE ARSENICO EN TEJIDDS

5.4.1 LINEARIDAD ¥ EXACTITUD

Como se observa en la figura 10, la determinacifn de
arsénico en tejidos mostrS una linearidad satisfactoria
en el rango de concentracifn de 1,72 a 86.0 pcg/ml, el -
coeficiente de determinaci&n obtenido (r?) fue de 0.998 a
0.999 (Tabla XIV).

En la tabla XV se puede observar que el coeficiente
de variacibn obtenido se encuentra entre 1.73 y 7.34 para
todas las dosis excepto para la concentraciin menor (l.72
pcyg) cuyo valor es de 33.63%.

5.4.2 REPETIBILIDAD
Se evalud la repetibilidad del mé&todo, la tabla XVI
muestra que el coeficiente de variacién va de 9.31% a

27.79% para la dosis mis pequefa.

5.5 ESTUDIO DE DISTRIBUCIQN DE ARSENICO

Como se observa en las tablas XVIII y XIX, después
de la administracifn intravenosa de arsénico, la mayor
parte de &ste desaparece r&pidamente del torrente circula
torio y se distribuye a diversos tejidos encontr&ndose en
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mayor proporcisn en higado y riiién, y en menor cantidad
en piel, péncreas, testiculo, sangre, plasma y paquete.
Estos datos concuerdan con lo reportado en la literatura,
vahter y col. (38), encontraron que después de administrar
arsénico como arsénico trivalente o pentavalente, éste se
distribuye en mayor proporcidén en higado, rifi6n y vesfcu-
la biliar, y en menor cantidad en cerebro, hueso y piel.

La figura 12 muestra gque la distribucidn del arséni
co muestra dos fases, una fase distribucifn r&pida que
ocurre durante los primeros minutos despu€s de la adminig
tracifn de arsénico hasta las dos horas aproximadamente y
una fase lenta gue se presenta dos horas despufs y de don
de la eliminacifin ocurre lentamente..

En la tabla XVIII se observa que la concentracién de
arsénico en plasma, sangre total y paquete celular dismi-
nuye répidamente. En plasma y en paguete la concentracibn
es tan pequefia gque no se pudo determinar despufs de dos
horas de la administracidn.

En la tabla XIX que corresponde al grupo de ratones
que recibieron una dosis mayor de arsénico, se observa que
en el arsénico desaparece ripidamente de estos fluldos y
aunque aqui se detectaron concentraciones de arsénico en
plasma hasta las 24 horas despuds de la administracifn, la
concentracifn a este tiempo corresponde a un 0.15% de la
concentracién inicial,

5.5 DETERMINACION CUANTITATIVA DE ARSENICO EN ORINA

5.6.1 LINEARIDAD Y EXACTITUD

Como se observa en la figura 14, la determinacifn de



arsénico en orina mostr$ una linearidad satisfactoria en
el rango de concentracidn de 0,43 - 21.50 peg/ml, el coge
ficiente de determinacién (r2)} obtenids fue de 0.996 a
0.999 (Tabla XX).

En la tabla XXI se puede ver que el coeficiente de
variacién del m&todo se encuentra entre 4.4 y 9.42% en
el intervalo de concentracifn estudiado,

5.6.2 REPETIBILIDAD

La repetibilidad se evalu$ considerando las determi
naciones de concentraciones de arsénico preparadas en sie
te ocagslones diferentes.

La tabla XXII muestra que el menor coeficiente de
variacifén fue de 3.56% y el mfs alto de 7,37%. Estos va-
lores indican que el método es repetible en las determi-
naciones realizadas en diferentes dias, por lo tanto el
método se conaiderf adecuado para realizar el estudio de
excrecidn y metabolisme de arsénico en ratones.

5.7 ESTUDIO DE EXCRECION DE ARSENICO EN RATONES

En la tabla XXIV se muestra que el porciento de do-
sis excretada durante cinco dias despufs de la adminis-
tracibn intravenosa de arsé&nico. Los dates muestran que
el arsénico se elimina ripidamente durante las primeras
24 horas despu€s de su administraci&n, obteniéndose un -
valor promedic de 64.24 + 9.32% durante el primer dfa,
&ste valor representa el 84.7% del total de la dosis eli
minada. El porciento eliminado despugs de cinco dfas de
la administracién es 0,61 + 0.32%, que corresponde a un
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0.B0% del total eliminado.

El total de la dosis excretada durante los cinco -
dfas fue de 75.77 % 10.51% de la dosis.

Estos datos indican que la principal via de elimina-
cién del arsénico en ratones es la renal, en este estudio
no se determind la eliminacifn en heces.

Los datos obtenidos concuerdan con lo reportado en
la literatura. Vahter y col. (38), reportaron que después
de la administracién cral de 0.4 mg/kg de peso arsénico
en ratones, el porcientc recuperado en orina durante las
primeras 24 horas es de €66 * 2,2% y en heces de 7.6 &
1.6%.

En la fiqura 15 se muestran las gr8ficas individua-
les de la dosis excretada en orina contra tiempo de los
sels ratones estudiados. Estas gréificas muestran gue des-
pués de la administracifin intravenosa del arsénico, su ci
nética es biexponencial. Este perfil es consistente con
la cinética de un modelo ablerto de Dos Compartimentos
mismo que se obtuvo en el estudio de farmacocinética.

5.8 METABOLISMO DE ARSENICC EN RATONES

5.8.1 SEPARACION DE LOS METABOLITOS DE ARSENICO EN
ORINA

La mayor parte de la radioactividad de arsé&nico des-
pués de pasar las muestras de orina colectadas durante =~
las primeras veinticvatro horas a través de la columna -

de intercambio se encuentra en las - - - - -
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fracciones elufdas con hidrdxido de amonio al 20% (V/V)
¥ &n menor grado las fracciones elufdas con 8cido clorhi-
drico 0.5 N.

Unicamente para el rat6n No. 1l se observa un ligero
aumento en la radiocactividad en las fracciones elufdas -
con agua desionizada.

Estos perfiles de elucidn indican la presencia de ar
sénico inorgdnico (arsenito o arsenato) en las fraccicnes
obtenidas con el Acido clorhidrico 0.5 N, de &cido dime-
til arsénico en las fracciones elufdas con hidr&xide de
amonio al 20% y de Scido monometil arsénico en las frac-
clones eluidas con agua desionizada.

5.8.2 IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS DE ARSENICO EN
ORINA

La tabla XXIV, muestra los valores de Rf obtenidos
experimentalmente, estos valores concuerdan con los repor

tados en la literatura (55).

En el cromatograma de las muestras de orina del ra-
tén No, 3, gue fueron las muestras gue presentaron mayor
radioactividad, se presentan en mayor proporcifin un com-
puesto altamente polar en las fracciones eluidas con hi-
drfxido de amonioc al 20%; (fracciones 61, 62 y 63), el Rf
de este compuesto fue de 0.707 y en menor proporcifn un
compuesto peco polar en las fracciones 4 y 6, este com-
puesto mostr6 un Rf de 0.165 . Estos valores de Rf corres
ponden al &cido dimetil arsénico y el arsenato de sodio
respectivamente.

Se obtuvieron resultados similares para los ratones



No. 1y 2.

El cromatograma de las muestras de orina eliminadas
durante las primeras 24 horas, sin pasar las muestras por
la columna de intercambio, se observa principalmente la
presencia de dos metabolitos en las muestras, un compues-
to con Rf de 0.7525 y el otro de Rf de 0.2127, estos valp
res corresponden al derivado dimetilado del arsénico y al
arsénico inorginico {(As5*) y en menor proporcién pero de-
tectable se observa la presencia de un compuesto de pola-
ridad media con un valor de Rf de 0.3769, este valor con-
cuerda con el valor reportado de 0.36 para el 4cido mono-
metil arsénico.

Este Gltimo compuesto no se detectd en las otras -~
muestras debido a que no se pudo contar gon muestras con-
centradas de orina.

Los datos obtenidos en este estudio concuerdan con
lo reportado. vahter (54),reporta que despu€s de la admi-
nistracifn oral de 0.04 mg/kg de pesoc de arsénico pentava
lente en ratones, se recupera en orina un 76,.6% del deri-
vado dimetilado, el 16.6% de ars&nice inorgdnico y un 0.8%
de la dosis como derivado monometilado.

119,



120.

CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

l.- De acuerdo a los resultados obtenidos, el m&to-
do radiequimico utilizado para la cuantificaci&n de arsé
nico en sangre, tejidos y orina mostré ser lineal y repe
tible en el rango de concentracicnes estudiadas por lo
cual se considerS adecuado para realizar los estudios de
Farmacocinética.

2.- En el ratdn el arsénico se ajusta a un modelo
Abierto de Dos Compartimentos {MADC}, con una vida media
de eliminacifin de 2,28 horas. El volumen de distribucién
gue presenta es alto, siendo de 14.45 litros y su depura
racifn plasmética y renal de 13.22 y 4.38 litros/hora res
pectivamente.

Las microconstantes de transferencia que caracteri-
zan a un Modelo Ablerto de Dos Compartimentos fueron para
Ky1 de 0,599 {hrs-1), de 1.214 para Kjz2 y de 1,0205 para

K]_On

3.- A dosis mayores de 7 mg/kg de peso el ars&nico
sigue una farmacocinética no lineal. A dosis de 9 mg/kg
de peso el tiempo de vida media de eliminacidén encontrado
fue de 15,48 hrs.

4.- El arsénico es un compuesto que Be distribuye am
pliamente en el ratbn, encontrindose en mayor proporcidn
en higado y rifion, y en menor cantidad en piel, plasma,
pincreas, sangre, paquate y testiculo.
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La velocidad de distribucibn es rdplda ya que a los
15 minutos, despufs de su administraci&n, se detecta en
los tejides.

5.~ La principal via de eliminaci&n del arsénico en
ratones es la renal. Despufs de la administraci&n intra-
venosa de arsénico del 63 al 89% se recupera en orina,
elimindndose la mayor parte ds la dosis durante las pri-
meras 24 horas,

6.— Los metabolitos del arsénico inorgdnico en rato
nes son el Scido dimetil ars&nico, Scido monometil arsé-
nico y arsénico inorginico, siendo el principal metaboli
to el derivado dimetilado.
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