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RESUMEN

La biometilacidén del arsénico inorgdnico (AsI) es considerado
un nmecanismo de desintoxicacién en el hombre y algunos mamiferos,
debido a la formacidén de los metabolitos: dcido monometilarsdnico
(MMA) y &cido dimetilarsinico (DMA), gque son menos téxicos y son
excretados en orina més rapidamente gue el AsI,

Se ha demostrado "in vitro" gue el proceso de metilacicén
requiere S-adenosil-L-metionina (SAMe) como el compuesto donador de
grupos metilo, necesitdndose ademds la presencia de glutatidén
reducido (GSH). El objetivo del presente trabajo fué evaluar si la
administracién de SAMe, a ratas intoxicadas con AsI favorece la
formacién de especies metiladas de arsénico.

Se utilizaron ratas Wistar macho distribuidas en 4 grupos: 2
grupos expuestos: ARSENICO-SAMe y ARSENICO, donde se administrd
SAMe a dosis de 10 mg/kg via I.M. dos veces al dia durante diez
df{as, y As** a dosis unica de 11.7 mg/kg peso, 2 grupos control:
CONTROL-SAMe y CONTROL. Al termino del tratamiento, se recolectd
orina de 24, 48 y 72 horas, en donde se determiné la concentracién
de las especies de arsénico, arsénico total (AsT) y sulfato
inorgdnico. Las ratas se sacrificaron por desnucacidén, se extrajo
el higado y se determind el nivel de glutatién hepdtico, arsénico
total y la concentracién de SAMe y SAH.



La administracién de As redujo pronunciadamente (80 %) la
concentracién de glutatién hepatico durante todo el perfodo del
estudio y la excrecién urinaria de sulfato inorgdnico en el
intervalo de 48~72 horas posteriores a la intoxicacidn.

No se modificaron los niveles de SAMe y SAH hepdtico en los 4
grupos experimentales.

La administracién de SAMe produjo los siguientes cambios en la
intoxicacién arsenical, que solo se observaron en el intervalo de
48~72 horas.

1) Incremento significativo en la excrecién urinaria de DMA y AsT
(p= 0.001 y 0.04, respectivamente).

2) Aumento significativo (p= 0.006) en la concentracién de
glutatién hepdtico.

3) Disminucién de la excrecidn de sulfato inorgdnico (p= 0.03}),

4) Incremento en el nivel de AsT en higado (p= 0.004).

La administracidén de SAMe puede favorecer la metilacién del
arsénico inorgdnico’ al incrementar la sintesis de GSH hepdtico a‘
través de la via de transulfuracién, mds que por su participacién
directa como donador de grupos metilo.

En este estudio, no se observé una clara utilizacidn de SAMe
en la biometilacién del arsénico, debido probablemente a la
disminucién de los niveles de glutatién hepdtico, por lo que se
sugiere la administracién de SAMe Jjunto con GSH, que podria

favorecer la metilacién de compuestos arsenicales.
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1. ARSENICO
1.1 CARACTERISTICAS Y USOS

El arsénico es un metaloide que posee caracteristicas tanto
metdlicas, como no metdlicas. Se encuentra en el grupe V-A de la
tabla periddica, su peso atdmico es de 74.92 y posee valencias
-3, +3, +5.

Los compuestos de arsénico han sido utilizados en medicina
desde hace aproximadamente 2000-3000 afios, teniendo aplicaciones
tarapeiticas hasta nuestros dfas, aunque han sido desechados en
muchos paises. A ganado también la reputacién de ser un veneno
poderoso Yy durante los siglos XV a XVIIT fué el principal
ingrediente en muchas mezclas homicidas de los venenos més famosos.

En la decada de los anos setentas la distribucién de su uso
fué de la siguiente manera:

a) Manufactura de agroguimicos: 82 %
b) Manufactura de cerdmica, vidrierfa y cristaleria: 8 %
c¢) Aleaciones con cobre y plomo, y productos farmacéuticos: 10 %

Se han utilizado como insecticidas las sales de arsenito de
plomo, acetoarsenito de cobre, arsenito de sodio, arseniato de
calcio y compuestos orgdnicos. Como herbicidas y defoliantes los
compuestos orgdnicos a base de 4dcido metilarsénico y 4cido
dimetilarsinico. E1 arseniato de cobre, de sodio y de zinc son
usados como conservadores de la madera, proporciondndole
resistencia al atagque de insectos y hongos (Squibb S. y Fowler B.,

1983).
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Algunos compuestos fenilarsenicales, tales como el 4&cido
arsanllico son usados como aditivos de alimentos balanceados para
animales, asi como también para combatir ciertas enfermedades de
las aves (Squibb S, y Fowler B., 1983).

Los cristales de arseniuro de galio son empleados en la
industria electrénica y de computadoras, para la fabricacidn de
fibras ¢pticas (Kogelnik H., 1985), microcircuitos y diodos
emisores de luz (Robinson a., 1985).

Los compuestos de arsénico han sido utilizados en la medicina
para el tratamiento de sifilis, disenteria amebiana y
tripanoscmiasis. El uso de compuestos organoarsenicales para el
tratamiento de enfermedades venereas se ha substituide por el uso
de antibiéticos, pero algunos compuestos arsenicales aun son usados
para tratar algunas enfermedades parasitarias severas (Eisler,

1988}.

1.2 DISTRIBUCION EN EL AMBIENTE

El arsénico se encuentra ampliamente distribuido en 1la
naturaleza en ccmpuestos orgdnicos e inorgdnicos, forma parte de
minerales, yacimientos de ¢arbén, suelos, aguas, aire, plantas y
animales, se encuentra también en fuentes geotérmicas y volcanes

(Foa V. y Maroni M.,1987).
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1.2.1. SUELO

La Agencia de Proteccién Ambiental en U.S.A. (EPA, 1982)
sefiala que la mayor parte del -arsénico que es liberado por las
actividades humanas (cerca del 80 %) se deposita en el suelo. La
presencla de arsénico en el suelo se debe a la aplicacidén de
insecticidas, a la descarga de residuos sélidos de combustibles

fosiles y al uso de procesos industriales.

1.2.2. AIRE

El arsénico presente en el aire proviene principalmente de
industrias procesadoras de minerales. asi como de los yacimientos
de donde se extrae carbon mineral. En el aire existen cantidades de
arsénico que fluctuan en un rango de concentraciones que va de
nanogramos a decimas de ug/m®, en 4reas urbanas, y de 1 a 200 ug/m’
en dreas cercanas a fundidoras (Vahter M. y col.,1986). El limite
ndximo permisible en U.S.A., para la exposicién ocupacional al
arsénico inérganico es de 10 pg de As/m’ (U.S. Occupational Safety
and Health Administration, 1983), en la mayoria de estos casos la
egpecie predominante es As (III).

Walsh P. y col. (1979) sefialan que cerca de 17 nmillones de
libras de arsénico por afio pueden ser liberadas hacia el aire por
fendmenos naturales, incluyendo erupciones volednicas e incendios

forestales.



1.2.3. AGUA

El arsénico se encuentra distribuido en aguas subterraneas y
superficiales, detectdndose concentraciones en rios y lagos de
alrededor de 10 ug/L (ppb}. La concentracién media en aguas
superficiales se encuentra en el orden de 3 ppb, en agua de lluvia
se han detectado 0.2-0.5 ppb, en agua de mar existen niveles de 2
ppb. En agua de bebida, la concentracién mdxima permitida por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es de 50 ppb (WHO, 1984);
sin embargo, actualmente existe la propuesta de disminuir este
limite hasta 10 ppb (WHO, 1992). La Agency for Toxic Substance and
Disease Registry de U.S5.A. (ATSDR, 1992) reporta que en varias
regiones del mundo, incluyendo a Méxlco, se han encontrado niveles
de arsénico en agua muy superiores a los recomendados para el
consumo humano.

En el agua se presentan compuestos arsenicales orgdnicos e
inorgénicos (Braman R. y Foreback €., 1973), encontrdndose en mayor
proporcién los compuestos inorgdnicos y predominando los
arseniatos, los organoarsenicales se han detectado en agua
superficial y subterranea, en concentraciones muy bajas, del orden

de 0.01-7.4 ppb (ATSDR, 1992).

1.2.4. ALIMENTOS
La concentracién de arsénico en alimentos, en general es menor
a 1 mg/kg de peso humedo; sin embargo, en organismos marinos,

dependiendo de las diferentes especies, puede estar en el rango



de 1-100 mg/kg (ATSDR, 1992), siendo los peces marinos
comastiibles, el salmén y la almeja los que presentan los niveles
mds altos (Arbouine M. y Wilson H., 1992; Mlrer J. y col., 1992).

Las especies de arsénico encontradas en estos animales marines
son los compuestos orgdnicos arsenohetaina y arsenocolina, 1los
cuales son considerados no téxicos (Vahter M., 1983; Yamahuchi H.
y col., 1986).

El vino y agua mineral pueden contener arsénico en varios
cientos de ug/L, probablemente como resultado del uso de

insecticidas que contienen arsénico (ATSDR, 1992).

1.3. METABOLISMO DEL ARSENICO
1.3.1. ABSORCION

La absorcién de arsénico se presenta por la ingestién directa
de agua, bebidas, alimentos o medicamentos que lo contengan, por la
inhalacidén de aire gque contenga particulas de arsénico tales como
arsenato de calcio, arsenato de plomo o arseniurc de galio y a
través de la plel.

La absorcién por tracte gastrointestinal depende de diversas
propiedades fisicas y quimicas de los compuestos arsenicales, tales
como su solubflidad en agua, tamafic de particula, solubilidad en el
medio biolégico, estado de oxidacién, etc; (Fea V. y Maroni M.,
1987). En seres humanos y algunos animales de experimentacién, se

estima que la absorcién de arseniatos y arsenitos por tracto



gastrointestinal es de al menos 95 % (Bettley F. y O’Shea J., 1975;
vather M. y Norin H,, 1980).

La absorcién por via respiratoria involucra dos procesos: el
depésito de las particulas en la superficie del pulmén y la
absorcidén de arsénico del material depositado. Las particulas de
carca Qe 0.05 pum son depositados en la mucosa y tracto
respiratorio, pudiendo ser  transportadas por secreciones
mucociliares, se ha estimado que en seres humanos se absorbe del
30-34 % del arsénico inhalado {ATSDR, 1932}.

No se han descrito estudios cuantitativos de la absorcién de
compuestos arsenicales inorgdnicos en humanos, después de la
exposicién a través de la piel; en ratas, el nivel de absorcién
dérmica ha sido estimado en 1-33 ug/cm’/hora (Dutkiewicz T., 1977};
en este estudio se sugiere que la exposicién dérmica 1lleva
inicialmente a la unién del arsénico a la piel y puede ser
lentamente incorporado hacia la sangre, aun después de finalizar la

exposicion.

1.3.2. DISTRIBUCION Y ACUMULACION

La distribucién en tejidos, retencién y toxicidad de los
compuestos de arsénico depende de la biotransformacién que sufren
en vivo.

Una vez absorbidos por pulmdén ¢ tracto gastrointestinal pasan
a sangre y como consecuencia del eficiente intercambio de valencia

pueden existir en forma trivalente o pentavalente, distribuyéndose



en la pared estomacal e intestinal, epididimo, tiroides, esqueleto,
piel, ufas, riinén, higado y pulmén. Debido a que el arsénico (IIX)
tiene afinidad a grupos sulfhidrilo de las proteinas
intracelulares, los arsenitos se retienen en los tejidos durante
méds tiempo gque los arseniatos, acumuldndose en pelo y uhas (Deak S.
y col., 1976; Marafante E. y Bertolero J., 1982). En algunos
drganos como cerebro, piel y hueso los niveles de arsénico
disminuyen lentamente. El arseniato muestra una tendencia a
depositarse en el tejido esquelético, presumiblemente porque es un
andlogo del fosfato (Lindgren A, y ceol., 1982).

Se ha encontrado que en la fraccidn citosélica de las células
se retlene la mayor cantidad de arsénico, seguido por las
fracciones nuclear, lisosomal, microscmal y mitocondrial (Marafante
E. ¥ col., 1985).

El tiempo de la permanencia de arsénico inorganico en el
organismo humano es de 40-60 hr después de la exposicién cral. En
el hamster y el ratén, la eliminacién de arsénico inorgédnico es mis
rédpida, removiendose el 90 % en dos dias. En humanos y animales,
los organoarsenicales son removidos durante las primeras 24 horas
(ATSDR, 1992).

La distribucién de arsénico en la rata es diferente a la de
otras especies animales, el arsénico se une en gran cantidad a la
hemoglobina de los eritrocitos y muy poco a otros tejidos,
aumentando la vida media de este elemento en comparacidén con otras

especies (Odanaka Y. y col., 1980; Rowland I. y Davies M,, 1982).



1.3.3. BIOTRANSFORMACION

Varios reportes muestran gque los humanos y la mayoria de los
animales metilan el arsénice inorgdnico, considerindose este
proceso un mecanismo de desintoxicacién (Lakso J. y People S.,
1975; Yamauchi H. y Yamaura Y., 1985).

Se ha estudiado la capacidad de biotransformacién del arsénico
en diferentes tejidos: cerebro, pulmén, intestino, rifén, higado y
eritrocitos, encontrdndose que la fraccién citosdlica del higado es
el principal sitio donde se realiza la metilacién. La capacidad de
metilacién en higado es mayor gue la del pulmén y esta a su vez gue
la del rifién (Georis B. y col., 1990).

Esta demostrada la oxidacidn "in vivo" del As (III) a As (V)
y la reduccidén de as (V) a As (TII}. La unica especie de arsénico
que puede ser metilada es el Az (III) (Vahter M. y Envall J.,
1983).

El mecanismo de metilacién de arsénico se llava a cabo en dos
pasos: en la primera metilacidén se forma dcido monometilarsénico
(MMA) vy en la sequnda metilacioén se origina dcido dimetilarsinico
(DMA) (fig 1). Después de 24 horas de la exposicién a arsénico
inorgdnico, estos compuestos son exc¢retados en la orina en 1la

sigulente proporcidn:

10-20 % arsénico inorgdnico (sin metilar)
10-15 % MMA
60-80 % DMA
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Figura 1, Biotransfomacién del arsénico inorginico trivatente [hsl (T11)1

{0ffergelt J. y col, 1992).
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Hasta el momento no existen evidenciss de la existencia de una
tercera metilacidn para formar compuestos trimetilados, asf{ como
tampoco de la existencia del proceso de demetilacidén de compuastos
organoarsenicales (Buchet J. y col., 1981).

En estudios in vitro, se ha observado gue para llevar a cabo
la metilacidn de) arsénico se requiere de la presencia de glutatidn
radueido (GSH), S-adenosil-L-metionina (S5AMe), vitamina B,,
{actuando como cofactor) y un pH éptimo de 7.5-8.0 (Buchet J. y
Lauwerys R., 1985). Se cree gue en este proceso estdn participando
dos diferentes metliltransferasas (Buchet J. y Lauwerys R., 1988).

Al estudiar el proceso de netilacién en rebanadas de tejido de
ratas se han observado los siguientes resultados: 1) Se requiere
SaMe como donador de grupos metilo, 2) El GSH facilita la entrada
de A8 (III) a los hepatocitos, 3) Se requiere de la presencia de
GSH para gQue se realize la primera metilacién pero no asi para la
realizacién de la segunda metilacidén; sin embargo, parece gue la
presencia de GSH estimula la excrecidén de DMA en las células del

higado (Georis B. y col., 1990).

1.3.4. EXCRECION
La excrecidn de los metabolitos de arsénice es principalmente

por via urinaria y en pequefias cantidades en heces y bilis (Klaasen
D.. 1974; Odanaka Y. ¥y col., 1980).
También se ha informado gue en seres humanos la velccidad de

excrecidén es mayor para los compuestos organoarsenicales gue para
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el arsénico inorgdnico (Buchet J. y col., 1981; Vahter M. y col,,
1984).

En seres humanos la excrecién urinaria de arsénico es cerca de
30-60 % de la dosis inhalada (Holland R. y col., 1959; Vahter M. y
col., 1986) y de 45-85 % de la dosis ingerida por via oral. La
excracidén urinaria se realiza de 1-3 difas después de 1a
intoxicacién en ambas vias de intoxicacién (Crecelius E., 1977: Tam
G. y col., 1979; Buchet J. y ecol., 1981). E1 MMA y DMA ingeridos
gon excretados prineipalmente en la orina (75-85 %) dentro del
primer dia de exposicién (Buchet J. y col., 198B31; Marafante E. y
col., 1987).

El arsénico es excretado a través de la bilis en diferente
proporcién dependiendo de su estado de valencia, siendo el
As (III) méds rdpidamente removido qgue el As (V). En ratas, la
proporcién de excrecidn por via biliar después de 24 horas, es de
10 Y 7 % de la dosis total, para As (III) Yy as (V)
respactivamente (Cikrt M. y Bencko B., 1974). La excrecidén de
arsénico por via biliar depende de la especie animal, siendo 40
veces mds rApida en conejos comparada con ratas y 800 veces mas
répida en perros (Klassen C., 1974), no existen datos de
excrecidn biliar en humanos.

En animales de experimentacidén no existe evidencia, de que el
arsénico sea excretado en el aire expirado (ATSDR, 1992). También
se ha considerado a el pelo y las ufias como rutas de excrecién de
arsénico, pero su contribucién es menor a la de otras vias de

excrecién.
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1.4. EFECTOS TOXICOS

El arsénico produce diferentes efectos téxicos dependiendo del
tipo de compuaesto, del tiempo de exposicidn y de la concentracién
a la gue se encuentre. El As (III) es mids téxico que el As (V), ¥
en general los compuestos organcarsenicales presentan menor
toxicidad que los inorgénicos,

A continuacién se presentan los valores de la dosis letal 50
(LD,,) obtenido en rata intoxicada por via oral de las diferentes

especies de arsénico:

LD,, con As (III), 10 mg/kg peso (Schoroeder H. y Balassa J., 1966).
LD,, con As (V), 100 mg/kg peso (Schoroeder H. Yy Balassa J., 1966).
LD,, con MMA, 40C mg/kg peso (Fairchild E. y col., 1977)

LD,, con DMA, 1000 mg/kqg pesc (Fairchild E. y col., 1977).

1.4.1. INTOXICACION AGUDA

La intoxicacién aguda puede ser el resultado de un uso
inapropiado de compuestos gquimicos, ingestién inadvertida o
materiales contaminados.

El nivel menor en el gue se observan efectos advarsos (LOAEL),
es el nivel de exposicién mas bajo que causa un dafio serioc en la
salud. El valor LOAEL reportado para la exposicidén aguda a arsénico
inorgdnico por via oral en humanos es de 1 mg As/kg/dia, cuando la

exposicién aguda es por wvia inhalatoria los efectos téxicos
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aparecen a concentraciones por debajo de 0.1-1 mg de As/m*> (ATSDR,
1992).

Se ha estimado que la dosis 1-3 mg/kg de arsénico inorgdnico
puede producir la muerte (Vallee B, y col., 1960). No hay datos
reportados de muertes en humanos después de la intoxicacién oral a
arsenicales orgénicos.

Un hecho a destacar es el de que las diferentes especies de
los animales son menos sensibles que la humana, por ejemplo, la LD,
para arseniato y arsenito en ratas y ratones se encuentra en el
rango de 15 a 110 mg As/kg y para humanos la dosis de 1-3 mg/kg
causa la muerte (ATSDR, 1992).

Los efectos observados después de una intoxicicacidén aguda son
disturbios gastrointestinales, como vémito, diarreas y lesiones,
contraccidén muscular, edema facial, anormalidades cardiacas y shock
como resultado de una deshidratacién seguida de un colapso
sistémico (Joliffe D, y Budd A., 1991); los efectos subagudos
principalmente son problemas respiratorios, disturbios
gastrointestinales y en el sistema hematopoyético con anemia y
leucopenia. Estos efectos son dependientes de las dosis, ruta de
absorcidn, tamafio de particula y solubilidad del compuesto en el

medio biolégico.
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1.4.2. INTOXICACION CRONICA

La intoxicacién crénica se presenta principaimante por
ingestién de agua, medicamentos y a través del aire.

Para exposiciones subcrénicas, el rango LOAEL en humanos para
la via oral es de 0.05 a 0.5 mg As/Kg/dia, mientras el rango LOAEL
para exposiciones crénicas es de 0.01 a 0.1 mg de As/kg/dla (ATSDR,
1992).

En humanos, la exposicidn crénica y subcrénica al arsénico ha
sido asociada con cirrosis hepdtica, sindrome de hipertensién
portal con cirrosis, cdncer del higado. Estos efectos son
observados después de una exposicién crénica a dosis de 0.02-0.1 mg
de As/kg/dia (ATSDR, 1992).

La inhalacién de particulas de arsénico, produce irritacién de
las membranas mucosas de la nariz y la garganta. También se han
reportado efectos en el tracto respiratorio gque incluyen
perforacién del septum nasal, laringitis, faringitis y céncer
pulmonar (Pershagen G. y col., 1984).

La presencla de anemia y leucopenia son efectos comunes
observados en la intoxicacién por arsénico en humanos, y ha sido
reportada su presencia después de intoxicacicnes orales agudas,
intermedias y croénicas. Estos efectos pueden ser debides a un
efecto citotdxico o hemolitico en las células sanguineas y a la
supresién de la eritrdpoyesis (Lerman B. y col., 1980). Los efectos
hematolégicos han sido detectados en humanos expuestos crénicamente

a niveles de 0.07 mg de As/kg/dia o menos (ATSDR, 1992)
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La exposicién al arsénico inorgdnico durante varios afios a
dosis de 0.01-0.1 mg As/kg/dia, via agua contaminada provoca
lesiones en 1la piel tales como hiperqueratosis, verrugas vy
melanosis, desencadenando lesiones cancerosas o precancerosas.
Shannon R. y Strayer D. (1989) reportan que la hiperqueratosis
verrucosa simétrica de palmas y plantas es ocasionada por
incremento en la mitosis celular. El grado de incidencia de céncer
en piel depende de la duracion y magnitud de la exposicién (Cebridn
M. y col., 1983).

Existen diversos estudios epildemiolégicos que reportan una
asoclacién entre la exposicién & arsénico inorgdnico y aumente en
al riesgo de efectos adversos al producte en la etapa de la
gestacidén tales como malformacieones congenitas, disminucién del
peso y aborto espontaneo (Nordstrom S. y col., 1978a, 1978b, 1979a,
1979b; Aschengrau A. y col., 1989).

Como resultado de estudios en seres humanos se ha descrito que
el arsénico inorgdnico es capaz de producir alteraciones en
cromosdmas tales como aberraciones e intercambio de cromitides
hermanas. Nordenson I. ¥y col. (1978 y 1979), han observado una
incidencia elevada de aberraciones cromosémicas en linfocitos
periféricos, en la exposicién al arsénico por via respiratoria vy

por via oral.
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1.5. MECANISKC DE TOXICIDAD
1.5.1. ARSENICO TRIVALENTE

Los estudios acerca del mecanismo de toxicidad del As®® han
establecido que sus efectos citotéxicos son debidos a.la inhibicidn
de enzimas que contienen grupos sulfhidrilo.

Muchas son las enzimas que son susceptibles a la desactivacidn
del As*’ ¥y en algunos de estos casos pueden ser restauradas por la
adlcién de un exceso de compuestos monotioles tales como el
glutatién, debido a que la unién del arsénico con la enzima es a
través de un solo grupe sulfidrilo, Las enzlmas que caen dentro de
esta categoria incluyen las monocaminoxidasas, transaminasas y dcido
d-amino oxidasas (Squibb S. y Fowler B., 1983).

Algunas enzimas no puedan ser protegidas por la adicién de
grupos monotioles, debido a la formacidén de un anillo de 6 miembros
con As** y dos grupos sulfhidrilo contiguos, formando una estructura
muy estable en donde no se rompen fédcilmente 1los enlaces
monotioles, uno de los sistemas enziméticos md&s importantes que se
encuentran dentro de este grupc es el complejo piruvato
deshidrogenasa (Gorby M., 1988) (fig 2).

El complejo piruvato deshidrogenasa, es necesario para la
descarboxilacién oxidativa de piruvato a Acetil CoA, este sistema
enzimatico comprende varias enzimas y cofactores. Bajo la presencia
de arsénico trivalente se impide 1la oxidacién de piruvato,
necesaric para la actividad enzimitica (Gorby M., 1988), una vez

inhibido este paso, trae como resultado la inhibicién del
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netabolismo de piruvato y del ciclo del &cido citrico (Franz-Xaver
R. y col.,1989), contribuyendo a su vez al blogueo de 1la
gluconeogénesis y provocando disminucién del mnetabdlismo de
carbohidratos, y de la sintesis de NADH y ATP.

Otros de los principales blancos del As®> son las enzimas
tiolasa (encargada de la formacidén de acetil CoA via lipolisis) y
glutatidén reductasa, que origina la disminucién de GSH (Aposhian H.
y Aposhian M., 1989). Esta disminucién se encuentra asociada a la
presencia de cdncer en los individuos.

Ademds, la presencia de As*’® se ha asocliado con situaciones
estresantes que producen aumento en la concentracién de adrenalina
y glucogenolisis, produciendo de esta manera hiperglicemia (fig 2)
(Aposhian H. y Aposhian M., 1989).

Chien-Jen (1992), ha sugerido gque la presencia de arsénico en

humanos puede inducir la presencia de diabetes mellitus.

1.5.2 ARSENICO PENTAVALENTE

A pesar de que la mayor atencién ha sido dirigida al mecanismo
de toxicidad de los compuestos de arsénico trivalente, debido a su
alta reactividad con grupos sulthidrilo libres y la conversidn "in
vivo" de arsenicales pentavalentes a la forma trivalente, las
reacciones potenciales del arseniato dentre de los tejidos no deben
ser descartadas.

El ion arseniato es isostérico e isoelectrénico con el fosfato

y un considerable nimero de estudios "in vitro" han demostrado que
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el arseniato puede substituir al fosfato en las reacciones
enziméticamente catalizadas (Squibb S. y Fowler B., 1983).

El arseniato puede actuar como un desacoplador de la
fosforilacién oxidativa. E1 mecanismo por el cual se lleva acabo
este proceso es a través de una substitucién competitiva del
arseniato por el fosfato con la formacién subsecuente de un éster
de arseniato inestable gque es rédpidamente hidrolizado. La
hidrélisis instantanea de 1los esteres arsenicales ha sido

denominada "arsenolisis" (Gorby M., 1988).

1.6. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DEL ARSENICO

Se conoce como hidroarsenicismo crénico a la ingestiédn crénica
de arsénico a través del agua de bebida, siendo un problema de
salué que ha sido referido en varias partes del mundo como en
Argentina (Astolfi E., 1971}, chile (Borgofio J. y col., 1977;
zaldivar R. y Guillier A., 1977), Taiwan (Tseng W. y col., 1968),
ademds de algunas regiones del norte de América como Alaska, Canada
Y EUA (Goldsmith J., 1972; Gratham S. y Jones J., 1977; Harrington
J. y col., 1978).

En México se ha descrito la presencia de hidroarsenicismo en
los estados de Puebla (Gonzales C. y col.,, 1972), Chihuahua (Vidal-
Lozano A, y Abbud-ochoa A., 1979), Hidalgo (perisddico Excelsior,
1992) y algunos lugares de 1los estados de Coahuila y Durango
(Albores A. y col.,1979; Cebridn M. y col.,1983). En un trabajo

reciente Del Razo L. y col. (1990), repartaron en esta 4rea
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concentraciones de arsénico total en agua en el rango de B-624
Bg/L.

En este tipo de reglones los minerales son riceos en arsénico,
por lo que durante el proceso de extraccién de los metales, se

producen altos niveles de este compuesto en la atmésfera y el agua.

Ademds México es un pais con una larga tradicién minera que
ocupa un lugar primordial en la produccién de varios metales, esta
ublicado dentro de los primeros cinco productores mundiales de
arsénico, la produccién anual de triéxido de arsénico es de 8500
toneladas.

En la ciudad de San Luis Potosi, existe un complejo de
fundidoras formado por una fundidora de cobre y una refineria
electrolitica de zinc, en donde se ha reportado la presencia de
arsénico como un subproducto del procesc y en areas urbanas
cercanas a la fundidora se han presentado personas con problemas de
arsenicismo erénico (Diaz-Barriga F. y col., 1993).

Por otra parte, en México se ha difundido el uso de los
insecticidas arsenicales. Las intoxicaciones arsénicales con
productos insecticidas son frecuentes y ocasionadas por la
imprudencia en su manejo y el abuso de los ilnsecticidas en plantas
o frutos.

Los arsenicales mds empleados en la lucha contra las plagas de

insectos son:



Metarsenito de sodio
Arseniato sédico
Arseniato tetracdlcico
Arseniato de plomo
Arseniato tricdlcico

(Aguilar B., 1961).

-2]1 -

AsO,Na
AsO,HNa,
As,0,Ca,
(AsQ,),;Pb;H,

(As,0,):Ca,
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1.7. S~ADENOSIL-L-METIONINA
1.7.1. GENERALIDADES

La S-adenosil-L-metionina (SAMe) es una molécula descubierta en
1950 por Canteni G. (1952), en condiciones fisiolégicas se
encuentra presente en los mamiferos y esta distribuida en 1los
tejidos corporales incluyendo el higado (Eloranta T., 1977; Placidi
S. y col., 1977). La SAMe tiene un peso molécular de 399.4.

Se sintetiza en higado a partir de metionina y ATP, por la S-
adenosil-L-metionina sintetasa (también llamada SAMe sintetasa. o

metionina-adenosil transferasa) (EC 2.5.1.6). (fig 3).

(i:H- "
s Metionina sdenosiltransferna Cly—§* ——CH,
(||:H' ATR . PP, 4P, Gty
H
(l:H' CH,
A S Y HC—RH, OH OH
c—o ¢—o
i !
° o
aina S-sdencnilmetioning (SAM}

Figura 3. Sintesis de S-adenosil-L-metionina (Neuhaus O. y

Orten M., 1984).
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1.7.2. IMPORTANCIA METABOLICA

La importancia metabdélica de la SAMe estriba en gue ademds de
jugar un papel notable en la sintesis y catabolismo de
catecolaminas (Friedof A. y col., 1972), es el intermediario activo
en mds de 40 reacciones de transmetilacién. De estas reacciones
destacan la metilacién de compuestos de bajo peso molécular
(Shapiro S. y Schlenk F., 1965) y de macromoléculas como la
niosina, &cidos nucleicos, RNA y proteinas nucleares (Golds M. y
col., 1963; Hoffman L., 1980). La SAMe es una coenzima que juega un
papel clave en las reacciones de metilacién, provecande que 1los
grupos metilos de metionina esten disponibles para las reacciones
de transmetilacidn.

Las tres principales vias metabdlicas en las cuales participa
SAMe son las siguientes (Giulidori P. y col., 1984) (figura 4):
1.- fTransmetilacién, para la sintesls de varias proteinas y
li{pidos, entre ellos fosfolipidos para membranas célulares.
Las reacciones de trasmetilacién son facilitadas por enzimas
particulares, las metiltransferasas, que transfieren el grupo
metilo de un compuesto donador a un compuesto aceptor.
2.~ Transulfuracién, para formar glutatién y compuestos sulfatados
via homocisteina y cisteina (fig 5), aumentando la capacidad
. desintoxicante del sistema metabélico (Kaye G. y Blake J.,1990). Es
conocido que la presencia intracelular de glutatién reducido (GSH),
tiene un papel muy importante en la desintoxicacién de celulas

(Baillie A. y Slatter G., 1991).
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3.~ Aminopropilacién, para la sintesis de poliaminas. La SAMe asume
el papel de donador del grupc aminopropilico.

Las poliaminas son factores que intervienen en la sintesis de
proteinas al estabilizar las estructuras de los ribosomas de
algunos virus y de muchos organismos, ademds mantienen la
estructura normal de la cromatina. La disminucién de las poliaminas
pdede causar abaerraciones en los cromosomas, alteracién en 1la
morfologia nuclear y pérdida de microfilamentes y microtubulos

(Anthony E.P., 1986).

El producto de 1la transmetilacién es S-adenosil-L-
homocisteina (SAH), que posteriormente forma homocisteina y
adenosina, la homocisteina puede ser revertida a metionina por la
transferencia de un grupo metile proveniente del N-5-metil
tetrahidrofolato. Esta reaccién es catalizada por la homocisteina
metil transferasa, una enzima gque contiene vitamina B,, (Neuhaus O.
y Orten M., 1984).

SAH actuia como un inhibidor competitivo con respecto a su
substrato, se ha propuesto que SAH actua como un compuesto
biorregulador, y que la relacién SAMe/SAH es de critica importancia
en la regulacién de la metilacién biolégica (Hoffman D. y col.,

1979; Hoffman L., 1980).
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1.7.3. FARMACOCINETICA

Cuande SAMe es administrada por via oral, el nivel plasmatico
alcanza valores médximos 30 a 60 minutos después de 1la
administracién y decae gradualmente a los niveles basales en 8
horas, La biodisponibilidad por via oral es baja, aproximadamente
el 1 § de la dosis administrada (Stramentinoli G. y col., 1979a):;
cuando SAMe es administrada por via intramuscular o intravenosa, la
biodisponibilidad es de 80 al 90 %. La absorcién por via
intramuscular es completa después de 2 horas de la administracién
(Stramentinoli G. y catto E., 1976)

La SAMe exdgena es distribuida hacia los diferentes tejidos
incluyendo el higado, rifién, intestino, bazo, adrenales,etc
(Plac;di G. y col., 1977).

La SAMe en el higado es rdpidamente metabolizada y el grupo
metilo es incorporado a pozas estables en el plasma, proteinas y
fosfolipidos (Stramentinoli G., 1587).

Se ha observado que S-adenosil-L-meticnina tiene un uso
potencial como agente terapéutico para una gran variedad de efectos
téxicos, tales como la presencia de colestasis asociadas a
enfermedades hepdticas y embarazos (Almasio P. y col., 19%0;
Bonfirraro T. y col., 1990), a toxicidad producida con paracetamol
(Stramentinoli G. y col., 1979b}, en la intoxicacién ocasionada por
plomo (Paredes S. y col., 1985}, en cirrosis hepatica producida por
cCl, (Corrales F. y col.ﬁ 1992), en el sindrome de Gilbert (Gentile
S. Y col., 1987) y en el dafio hepdtico producido por el alcchol

{Lieber C. y col., 1990).
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1.8. GLUTATION
1.8.1. GENERALIDADES

El glutatién es una biomolécula de tres aminodcidos, cuya
sintesis se lleva a cabo en dos reacciones, requiriendo en cada
reaccién una molécula de ATP, la primer reaccién involucra la
participacién de gama glutamil cistefna sintetasa y se lleva a cabo

entre L-glutamato y L-cistefna (Meister A. y col., 1976).

Mg
L-GLUT + L-CIST + ATP ——————» L~GAMMA-GLU~L-C1S +ADP+ Pi

La segunda reaccidén es catalizada por la glutatidn sintetasa,
con la adicién de glicina a gamma-glutamil~cisteina, dando origen

a la formacién de glutatién reducido:

Mg

L~GAMMA-GLU-L-CIS + L-GLI + ATP ——————» GSH + ADP + Pi
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1.8.2. IMPORTANCIA METABOLICA

El GSH en un importante tiol que se encuentra dentro de las
células, un 950% de GSH se encuentra en el citosol y el 10% se
encuentra a nivel mitocondrial (Meister A. y Anderson M., 1983),

A continuacién se describen sus principales funcicnes:

1.=- E1 GSH actua como protector de grupos sulfhidrilo en células,
regulando el estado de oxidacién de los tioles, esta es considerada
una de las mds importantes funciones fisioldégicas de GSH (Kosower
E. y Kosower N., 1978). Se ha descrito la disminucién de proteinas
con grupos. sulfhidrile después de la disminucién de GSH, tales
proteinas tildélicas son esenclales para la actividad membranal,
actividad enzimdtica y sistemas de transporte de calcio en
‘ mitocondrias y en microsomas (Bellomo G. ¥ col., 1983; Comporti M.

y eol., 1991).

2.~ Hidroperoxidacién de lipidos. La enzima GSH peroxidasa inhibe
la iniciacién de lipoperoxidacién catalizando la reduccidn de
glutatién oxidado (GSSG) a glutatién reducido. La funcidén critica
de GSH peroxidasa es inhibir los procesos de peroxidacisn de

lipidos en la membranas bioldgicas (Christophersen B., 1968).

ROOH + 2 GSH ~———————» ROH + GSSG + H,0
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Se ha reportado que GSH a través de la enzima GSH-peroxidasa
proporciona proteccién contra 1la lipoperoxidacién inducida por
agentes oxidantes tales como, anicnes superoxide 0., lLa actividad
de GSH peroxidasa, y GSSG-reductasa es inducible después de una
exposicién subletal a ozono (0,) y esto puede implicar cierto
desarrolle de tolerancia a ozono, actuando como protector del

tejido pulmonar contra agentes oxidativos (Chow C., 1976).

3.- Papel de GSH en el metabdlismo de xenobiéticos. El glutatién es
un protector de estructuras biclégicas y funcionales, el papel mids
ampliamente conocido del GSH es la conjugacién con compuestos
extrafios o sus metabdlitos, esta reaccién no sélo facilita 1la
excrecién de los xenobidticos, también sirve para interceptar
compuestos electrofilicos altamente reactiveos antes de que se unan
covalentemente a tejidos nucleofilicos que pueden llevan a secuelas

téxicas y/o mutagénicas (Meister A. y Anderson M.,1983).

Se ha indicado 1la disminicién de los niveles de GSH en
diferentes situaciones como: condiciones estresantes oxidativas y
quimicas, en el caso de enfermedades como SIDA, marasmo, sindrome

Parkinson (Ruffmann R. y Wendel A., 1991},
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También se ha descrito que éuranta la intoxiecacién por
arsenicales el nivel de glutatién hepatico disminuye, aumentando la
excrecién biliar de GSH. Para explicar estos hallazgos, se ha
sugerido que una pequena parte del arsénico ingerido es excretado
del higado a través de un mecanismo dependiente de GSH, este
mecanismo puede proteger al higado de la toxicidad del metal,
(Anundi I. ¥ col., 1982; Diaz-Barriga F. y col., 1990; Gyurasics A.
Yy col., 1991). Ademds el arsénico tiene la capacidad de inhibir a
la enzima glutatién reductasa, inhibiendo la xeduccién de glutatisn

oxidado (Aposhian H. y Aposhian M., 1989}).

El proceso de desintoxicacién del arsénico se lleva a cabo por
un mecanismo de metilacidn, donde el compuesto donador de grupos
metilo es 1la SAMe. Debido a ello, se esperaba que la administracién
de SAMe a ratas intoxicadas con arsénico inorganico favoreciera la

formacién de especies metiladas de arsénico.
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar si la administracién de S-adenosil-lL-metionina
(SaAMe) disminuye la toxicidad de arsénico, favoreciendo la
metilacién de las especies de arsénico, en ratas intoxicadas en

forma aguda.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Determinar el patrén de excrecidn urinaria de las especies
de arsénico y la cantidad de arsénico total, en ratas tratadas y no
tratadas con S-adenosil-L~-metionina, después de la intoxicacién

aguda con arsénico.

2) Evaluar la relacién S-adenosil-L-metionina/S-~adenosil-L-

homocisteina en higado como indicador de metilacidén.

3) Determinar el contenido de glutatidn reducido, as{i como la
presencia de arsénico total en higado, comc indicador de dafio y

carga corporal respectivamente.

4) Estudiar el valor de la excrecién urinaria del sulfato
inorgdnico, como posible indicador de la alteracién en la via de

transulfuracién de SAMe.
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II. MATERIALES Y METODOS

2-1. MATERIALES Y EQUIPO
2.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

Como animal de experimentacién se utilizaron ratas Wistar
macho de aproximadamente 2 meses de edad (200-250 g),
proporcionadas por el bioterio del CINVESTAV, las cuales tuvieron

libre acceso al alimento (Purinalab Rodent-Diet) y agua de bebida.

2.1.2. MATERIAL QUIMICO

a) Solucion patron de 1000 mg/L de arsénito de sodico (Sigma).

b) Solucién patrén de 1000 mg/L de dcido cacodilico ¢ DMA (Sigma)
c) Solucidén patrén de 1000 mg/L de 4dcido metilarsénico (vineland).
d) Acido sulfurico concentrado (J.T. Baker).

e) Acido perclérico concentrado (J.T. Baker).

£f) Acido nitrico concentrado (J.T. Baker).

g) Acido clorhfdrico al 50 % (J.T. Baker) en agua desionizada.

h) Acido clorhidrico 0.5 N en agua desionizada.

1) Acido clorhidrico 1.0 N en agua desionizada.

jJ) Hidrdxido de amonio al 5 §. (J.T.Baker} en agua desionizada.

[
pad

Hidréxido de amonio al 20 %. (J.T. Baker) en agua desionizada.
1) Yoduro de potasio al 20 % (Sigma) en agua desionizada.

n) Tabletas de borohidruro de sédioc (Alfa Divisién, Ventron Co.)
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Determinacion de sulfato inérganico en oripa.

a) Solucién de Na,SO, 20 mM (J.T. Baker) en agua desionizada,

b} Solucién de Na,SO, 50 mM (J.T. Baker) en agua desionizada.

¢) Solucidn de BaCl,-2H.O0 al 0.97 % (J.T. Baker) y polietilenglicol
6000 al 15 % (J.T. Baker) en agua desionizada (reactivo Ba-PEG).

d) Hel 0.5 N en agua desionizada.

Determinacidn de glutatién hepdtico.

a) Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (J.T.Baker),
conservada a 4°C.

b) Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2, Nacl al 0.9 % y
sacarosa al 4.28 % en agua desionizada y conservada a 4° C
(solucién para perfundir).

¢) Solucién de 2,2’-ditiodipiridina (PDS) al ©0.23 % (Sigwa),
disuelta en HC1l al 10 % y aforada con solucién amortiguadora de
fosfatos.

d) Solucidén de NaCl 0.15 M (J.T.Baker) en agua desionizada.

e) Solucidén de &cido sulfosalicilico al 10 % (Sigma) en agua
desionizada.

£f) Solucién de glutatién al 0.04 % (Sigma) en solucién

amortiguadora de fosfatos pH 7.2.

adenosil=L-homocisteina en higado de rata.

a) Acido perclérico 0.4 M en agua desionizada.
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b) Solucién de EDTA al 0.1 % (J.T. Baker) y de metabisulfito de
sodio al 0.1 ¥ (J.T. Baker) en dcido perclorico 0.4 M.
c) Fase mévil. Solucién de dcido hepanosulfénico 6 mM (Sigma) y de
fosfato de amonio dibédsico 40 mM (J.T. Baker) en metanol al
6 % {grado HPLC, Mallinckrodt) y pH de 4.2.
d) Metanol al 20 % en agua desionizada.
e) Preparacién de estandares.
i. Solucién stock de SAMe 443 ng/ml en agua desionizada.
ii. soluclén stock de SaH 384 ng/ml en agua desionjzada.
iii. saMe 6.60 ng/pl, a partir de la sol. stock de SAMe y aforada
con HC1O, 0.4 N.
iv. SAH 1.90 ng/ul, a partir de la sol. stock de SAH y aforada con
HClO, 0.4 N,
v. Solucién de SAMe 6.60 ng/ml y SAH 1.90 ng/ml, a partir de las

so0l. stock de SAMe y SAH, aforada con HClO, 0.4 N.

2.1.3. EQUIPO
- Bafio de temperatura controlada W.H. curtin & Co.

- Potenciometro., Marca Beckman, modelo Selection 2000

Centrifuga. Marca Beckman, modelo J2-21.

- Espectrofotémetro. Marca Spectronic, modelo 20D.

- Jaulas metabdlicas. marca Nalgene

- Espectrofotémetro de absorcién atémica marca Varian modelo
»AA—475, equipado con ge;erador de hidruros. marca Varian,
modelo 65. Ldémpara de cAatodo hueco de arsénico y ldmpara

de deuterio marca Varian, registrador Varian modelo 9176.
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- Espectrofotémetro de abscorcidén atdémica marca Perkin Elmer
modelo AA-3100, equipado con automuestreador Perkin Elmer
modelo AS90, ¥ egquipo de inyeccién automatizada de flujo
Perkin Elmer modelo FIAS 200. Lémpara de descarga sin
electrodo de arsénico marca Perkin Elmer. Computadora Acer
286 equipada con utileria gue proporciona 4rea bajo 1la
curva y concentracién de la nmuestra. Impresora Star NX1001.

= Cromatografo de liquidos de alta resolucién vVarian modelo
8500 equipado con un inyector Rheodyne 7125 con una
espiral de carga de 20 pl, precolumna empacada de
octadecil (C,,) Bio-Rad, columna modelo Phase SepSpheris
(sflica esférica 5 ym quimicamente .enlazada con grupos
octadecilo), se empleo un detector de luz ultravioleta
marca Bio-Rad modelo 1740, con f£iltro de 254 nm y un

registrador marca Varian modelo 9176.
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2.2. METODOS
2.2.1. TRATAMIENTO
Los animales fueron distribuides al azar en 4 grupes que se
denominaron: CONTROL, CONTROL-SAMe, ARSENICO y ARSENICO-SAMe, que

recibieron el siguiente tratamiento:

1.- GRUPQO CONTROL. Se les administrd agua inyectable por via
intramuscular (IM) durante 20 dias, 2 veces al dia (n= 9). Se

subdividieron en grupos de 3 animales para recolectar su orina.

2.~ GRUPO CONTROL-SAMe. Se les administré 10 mg de SAMe/ kg peso,
durante 10 dias por via IM, 2 veces al dia {n= 9). Se subdividieron
en grupos de 3 animales para recolectar su orina.

La SAMe fue donada por Laboratorios Promeco S.A de C.V.

3.~ GRUPO ARSENICO. Se les administré agua inyectable via IM
durante 10 dias, 2 veces al dia. El dia 7 se les administré 11.7 mg
de Arsénito de sodio (NaasO;)/ kg peso / via subcutanea (SC) y se
continue la administracién de agua inyectable (n= 18). Se

subdividieron en grupos de 6 animales para recolectar su orina.

4.- GRUPO ARSENICO-SAM. Se les administré 10 mg de SAMe/ kg peso /
10 dias / via IM, 2 veces al dfa. El dia ? se les administré 11.7
mg de NaAsO, / kg peso / SC y se continuo la administracién de SAMe
{n = 18). Se subdividieron en grupos de 6 animales para recolectar

su orina.
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En el dfa 7 de tratamiento, las ratas se introdujeron en
jaulas metabélicas, se recolegté su orina cada 24 horas y se
sacrificaron los animales por desnucacién a las 24, 48 y 72 h
posteriores a la introduccién en las jaulas (3 y 6 animales en cada
ocasién para 1los grupos control y expuestos a arsénico

respectivanente), para realizar las sigulentes deterrinaciones:

1.~ Determinacién de especies de arsénico: arsénico inorganico
(Asl), #cido monometil arsénico (MMA) y 4cido dimetil arsinico
(DMA) en orina y arsénico total en orina e higado.

2.=- Daterminacidn de sulfato inorgdnico en orina.

3.~ Determinacién de glutatién reducido en homégenado de higado.

4.~ Determinacién de la cantidad de SAMe y SAH en higado.
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2.2.2. DETERMINACION DE ESPECIES DE ARSENICO EN ORINA Y ARSENICO

TOTAL EN HIGADO Y ORINA [Tam G. y col., {1978); Cox D.,(1980)].

La separacién de las especies de arsénico se realizé por
cromatografia de intercambio iénico. La determinacién de arsénico
se basa en su capacidad para generar hidruros (arsina) al

reaccionar con borohidrurc de sodio en medio dcido.

PROCEDIMIENTO
1) separacion de especies de arsénico en orina.

Se colocé, por duplicado, una alicuota de orina (0.5 ml para
animales expuestos a arsénico y 2 ml para animales control), en la
parte superior de la columna empacada con resina de intercambio
catiénico. Las especies de arsénico fueron eluidas y colectadas de
la siquiente manera:

Al agregar: 10 ml de HCl 0.5 N, se colecto Asi.

15 ml de H,0, se colecto MMA,

20 ml de NH,OH al 5 % , se desecho.

25 ml de NHOH al 20% , se colecto DMA.
Todas las fracciones fueron concentradas a 1 ml, por evaporacién a
100° ¢. Las fracciones de MMA y Asi, se llevaron a un volumen final
de 5 ml con agua desionizada.

La fraccién DMA v la muestra de orina para determinar AsT se

digirieron de acuerdo al método establecido por Cox D. (1980).
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Para determinar la precisién y exactitud del sistema de
separacién se preparé una mezcla de AsI, MMA y DMA que contenia 200
ng de cada una de las especies, esta mezcla se eluyd por duplicado

al mismo tiempo que las muestras problema.

La técnica se fundamenta en la ruptura de los enlaces carbono-

arsénico presentes en la muestra, bajo condiciones 4cidas y altas

temperaturas, para obtener finalmente arsénico lnorgédnico.

PROCEDIMIENTO

A la fraccién evaporada DMA y a la muestra de orina para
determinar arsénico total, se adicionaron 5 ml de HNO, conc. y 1 ml
de 4cido perclorico conc., se taparon con vidrio de reloj y
calentaron a 100° C/1 hr. Se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Se adiciond 2.5 ml de HNO, concentrado, colocando nuevamente
en la placa de calentamiento y aumentando gradualmente 1la
temperatura hasta alcanzar 209°C, permaneciendo a esta temperatura
durante 40 minutos. Posteriormente se dejo enfriar y se adicicne
2 ml de H,50, concentrado, calentando a 250°C hasta la desaparicién

de la coloracién amarilla. Se aford a 10 ml con HCl al 10 %.
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Para determinar la precisién y exactitud de la determinacién
de AST en orina se digirié por duplicado una muestra obtenida del
National Institute Standars of Technology (NIST). Esta muestra se

digirié al mismo tiempo que las muestras problema.

Para la determinacién de arsénico total en higado, se usé 1
gramo del 1ldébulo derecho del hfgado perfundide de aninales
expuestos a arsénico y 2 gramos de higado en el caso de animales
controles. El tejido se homogenizé y se llevé a un volumen final de
10 ml con agua desionizada. En un vaso de precipitados, se colocéd
una alicuota del homogenado (1 ml para animales expuestos a
arsénico y 2 ml para animales controles) y se adicionaron 5 ml de
HNO, ¥y 1 ml de HClo,, manteniendo esta mezcla durante 18 horas a
temperatura ambiente (digestién en frio), se cubric la mezcla con
un vidrio de reloj y se calentd durante 90 min a 100°C., para

después continuar con la digestidén d4cida descrita anteriormente.

Para determinar la precisién y exactitud de la determinacién
de AsT en higado se utilizé por duplicado muestras de higado a las
que se les adicioné de una mezcla de AsI, MMA y DMA (1:2:4) que
contenia 368 ng de AsT. Estas muestras se digirieron al nismo

tiempo que las muestras problema.
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i4i) peterminacioén de arsénico.

Condiciones de operacién del equipo de absorcién dtomica Varian AA
475:

Corriente de la lampara de arsénico : 7.0 mA.

Longitud de onda: 193.7 nm.

Ancho de la banda: 1 nm.

Correccién de fondo: lampara de deuterio activada en todas las
determinaciones.

Amplificacién del registrador: 20

Velocidad de la carta: 2.5 cm/min.

Condiciones de operacién del equipo de absorcién atémica Perkin
Elmer AA 3100:

corrienta de la lémpara de arsénico: 8 mA.

Longitud de onda: 193.7 nm

Ancho de la banda: 0.7 nm

Con el propésito de reducir el As (V) a As (I1I), a una
alicuota de las muestras procesadas (5 ml) se les adiciond 1 ml de
KI al 20 $ y 1 ml de HCl al 50 %, 30 minutos antes de la lectura.
Al adicionar la muestra en la cdmara de generacidn de hidruros, se
agregé 4 ml de HCl al 50 % y una tableta de NaBH,.

Todas las fracciones de arsénico presentes en orina fueron
analizadas en el equipo de espectrofotometria de absorcién atémica,

utilizando una ldampara de cdtodo hueco de arsénico (Varian) y
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corrector de fondo (ldmpara de deuterio), registrandose la
lectura en un registrador Varian modelo 9176.

Para conocer las concentraciones de cada una de las especies
de arsénico, se determiné el drea bajo la curva y se interpold en
la grdfica de calibracién de la especie de arsénico correspondiente
(AsI, MMA, DMA). La gréfica de calibracién se prepard en el
intervale de 8-160 ug/l de la especie de arsénico correspondiente.
Los resultados obtenidos se expresaron an ug de As/24 hrs/100 g de
peso corporal,

La concentracién de arsénico total en orina e higado se
determind en un equipo de absorcién atémica Perkin Elmer 3100.

La concentracién de arsénico en la muestra se obtuvo al
interpolar la densidad éptica en una grdfica de calibracidn.

La grAfica de calibracién de arsénico total se prepard en el
intervalo de 4.2-126 ug/l, utilizando como estandares AsI, MMA y

DMA (con una relacién 1:2:4).
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2.2.3. DETERMINACION DE SULFATO INORGANICO EN ORINA (Lundquist P.
y col., 1980).

El método estuvo basado en la determinacién turbidimétrica del
sulfato formado como sulfato de bario, en la presencia de una
pequena cantidad de sulfato de bario preformado y usando
polietilenglicol como agente estabilizante. Se determiné

directamente el sulfato inorgénico.

PROCEDIMIENTO
Se colocd, por duplicado, 0.1 ml de orina en un tubo de ensaye
Y se adiciond:
2.9 ml de agua
1.0 ml de HCl 0.5 N.
1.0 ml de sol. Ba-PEG.

Se mezclo con vortex.

Se determiné la densidad 6ptica (D.0.) a 600 nm contra un
blanco de reactivoes, en el intervalo de 5-30 ninutos después de
haber hechc la mezcla.

Para determinar la precisién y exactitud del método empleado,
se colocé por duplicado una nuestra de orina a la que se le
adiciond 357 ug de SO y se sometié al mismo procedimiento

empleado para las muestras.
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La concentracién de sulfato inorgdnico se determinéd al
interpolar 1la D.O. de la muestra problema en la grédfica de
calibracién. )

Se realizé la grdfica de calibracidén en un intervalo de 10~

570 ug 50, /ml.
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2.2.4. DETERMINACION DE GLUTATION HEPATICO (Grassetti D. y Murray

J., 1967).

Esta determinacién se llevé a cabo al hacer reacéionar
2,2'~ditiodipiridina con los grupos tioles presentes en la
muestra, dando origen a la correspondiente 2-tiopiridona, que es el

compuesto responsable de la absorcién en el aspectro ultravioleta.

PROCEDIMIENTO

Se sacrificaron a las ratas por desnucacién y se les perfundid
el higado con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (todo el
procedimiento se realizé a 4°C 6 en cuarto frio).

Se pesaron aproximadamente 2 gramos del 16bulo principal y se
homogenizaron con 10 ml de solucién de fosfatos pH 7.2. Se adicione
dcido sulfosalicilico al 10 %; en un volumen igual al del
homogenado. El homogenado se centrifugé durante 30 minutos a 3000
rpm, decantando el sobrenadante y determinando el volumen.

Se tomé, por triplicado, una alicuota de 0.075 ml del
sobrenadante, se transfirié a los tubos de ensaye, se adicioné 0.3
ml de PDS y 2.625 ml de sol. de PO,y se agité en un vortex,

determinandose la densidad 6ptica a 343 nm.
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La lectura se realizé dentro de los 5 minutos después de haber‘
hecho la mezcla. La concentracién de glutatién en las muestras
problema se obtuve al interpolar la D.0. de la muestra en la
grafica de calibracién.

Para determinar la precisién y exactitud del método empleado,
se colocd por duplicado en un tubo de ensaye el volumen necesario
para obtener 20 pug de GSH/ml y se sometié al mismo procedimiento

emnpleado que las muaestras.

CURVA PATRON DE GLUTATICN
Parte 1, Adicionar en tubos de ensaye:

tubo sol. patron sol. de
de glutatidn PO,
ml ml

1 0.375 2.625
2 0.750 2.250
3 1.500 1.500
4 2.250 0.750
5 3.000 0.000

Agitar los tubos.
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Parte 2. De las diluciones hechas en la parte 1, adicionar el

volumen indicado:

Tubo vol. Glut. PDS sol. Po, conc.Glut.
ml ml pH 7.2 ml ug/ml
beco - 0.3 2.7 -
1 0.3 0.3 2.4 5
2 0.3 0.3 2.4 10
3 0.3 0.3 2.4 20
4 0.3 0.3 2.4 30
5 0.3 0.3 2.4 40
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2.2.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE S-ADENOSIL-L- METIONINA

¥ S=ADENOSIL~L~HOMOCISTEINA EN HIGADO DE RATA (Guattari B., 1991).

Estos compuestos fueron determinados en extracto de homogenado
de higado, separados por cromatografia de 1liquidos de alta
resolucién en fase reversa y detectados en el espectrofotométro de

luz ultravicleta.

PROCEDIMIENTOC
L. Método de extraccion.

Se sacrificaron las ratas por deshucacién y se perfundié el
higado con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2. De el lébulo
izquierdo se peso aproximadamente 2 gramos, el tejido se homogenizé
en aproximadamente 5 ml de la solucién EDTA-metabisulfito. Se
centrifugs el homogenizado a 12 000 rpm/20 min/4°C. El sobrenadante
se separ6é y f£iltrd en una membrana de 0.4 um, posteriormente se
incubé a 40°C/90 minutos. Las muestras se guardarcn a -60°C hasta

el andlisis.

1I. geparacidn de SAMe y SAHM por Cromategrafia Liguida de Alta
Resolucion,
A) Acondicionamiento de la columna
Se 1levd a cabo al inicio y final de cada sesién de trabajo,
haciendo pasar -a través de la columna de cromatografia las

siguientes soluciones:



a. Al inicio de la sesién.
Metanol al 20 %, flujo de 20
flujo de 40
flujo de 60
fludo de 80
Fase mévil, flujo de 20
flujo de 40
flujo de 60

flujo de 80

b. Al final de cada sesién.

Fase mévil, flujo
flujo
flujo
flujo

Metanol al 20 %, flujo
flujo
flujo

flujo

80 ml/hr,

60 ml/hr,

40 ml/hr,

20 ml/hr,

80

60

40

20

nl/hr,
ml/hr,
mnl/hr,
ml/hr,

50 -

ml/hr, durante 15 minutos,
ml/hr, durante 10 minutos.
ml/hr, durante 5 minutos.
ml/hr, durante 5 minutos.
ml/hr, durante 15 minutos.
ml/hr, durante 10 minutos.
ml/hr, durante 5 minutos.

ml/hr, durante 5 minutos.

5 minutos.
$ minutos.
10 minutos.
15 minutos.
5 minutos.
5 minutos.
10 minutos.

15 minutos.

B) Determinacién del tiempo de retencién de SAMe y SAH.

i) El flujo de la fase mévil fue establecido en 80 ml/hr, se

inyectd 3 veces el estdndar de SAMe 6.60 ng/pl.

ii) Se inyectd 3 veces el estédndar de SAH 1.90 ng/pl.

iii) Se inyecté 3 veces la mezcla de estandares SaMe/SAH.

iv) Se determiné el tiempo de retencidén de los compuestos.
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C) Inyeccién de muestras.

A partir de las soluciones stock de SAMe y SAH, se prepard la
grdfica de calibracién en un intervalo de 1.0-20.0 ng/ul para SAMe
y 0.7-6.0 ng/ul para SAH.

Después del acondicionamiento de la columna se inyecté la
mezcla de estandares SAMe/SAH, posteriormente se inyectaron las
muestras problemas. Todas las muestras fueron inyectadas por
duplicado.

Para determinar la precisién y exactitud del método empleado,
se inyecté una mezcla de estandares SAMe/SAH de 6.60 y 1,90 ng/ul,
respectivamente.

Se calculd el é4rea bajo la curva de los respectivos
compuestos. Determinando 1la concentracién de SAMe y SAH' al
interpolar en una grédfica de calibracién el drea obtenida con las

muestras problema.
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2.2.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO

En las diferentes determinaclones efectuadas, se obtuvieron
las medias y las desviaciones estdndar de cada grupo, y se
compararon los resultados de los diferentes grupos experimentales
utilizando la t de Student como prueba de diferencia de medias,

tomando como valor significativo aquellos gque presentaron p < 0.05.



RESULTADOS
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II1. RESULTADOS

Durante la realizacién de este proyecto se murieron 2 ratas
(2/18) correspondientes al grupo ARSENICO, 24 horas después de l1a
administracién del arsenito de sodio, 2 ratas del grupo ARSENICO-
SAMe, una a las 24 (1/18) y la otra (1/6) a las 72 horas

posteriores a la intoxicacién.

3.1. EXCRECION URINARIA DE ESPECIES DE ARSENICO ¥ ARSENICO TOTAL.

Los resultados de la excrecién urinaria de especies de arsénico
total expresados en ug As/24 horas se ‘muestran en la tabla la para
los grupos contreoles y 1b para los grupos expuestos a arsénico. Con
el proposito de normalizar los resultados obtenidos se consideré la
cantidad de arsénico administrado a las ratas en funcién de su peso
corporal, expresando los resultados en ug As/24 horas/100 g peso
para los grupos controles en la tabla 2a y para los grupos
expuaestos a arsénico en la tabla 2b y figura 1.

En los grupos CONTROL y CONTROL-SAMe, ain cuando no se les
adminigtré arsénico como parte del tratamiento, las ratas ingieren
alimento que contiene arsénico orgédnico, que trae como consecuencia
la excrecién urinaria de arsénico.

No se observéd diferencia significativa entre los grupos
CONTROL Y CONTROL-SAMe en la excrecién urinaria de las especies de
arsénico y en la de arsénico total. Como se esperaba, la excreciodn
urinaria de especies de arsénico y de arsénico total en los grupos

tratados con arsénico fué significativamente mayor (p < 0.05)



- 54 -

gque en los grupos controles.

La wmayor cantidad de arsénico fué excretada en la orina
durante el intervalo de 0-24 horas posteriores a la intoxicacidn;
no se observé diferencla en la excrecién urinaria de las especies
de arsénico y de arsénico total entre los qgrupos ARSENICO y
ARSENICO-SAMe durante las primeras 0-48 horas posteriores a 1la
intoxicacioﬁ;

Sin embargo, en el grupo ARSENICO-SAMe la excrecidn de DMA y
de arsénico total fué significativamente mayor {(p= 0.001 y 0.04,
respectivamente} que en el grupo ARSENICO, en el intervalo de 48-72
horas posteriores a la intoxicacién con arsénico.

Para comparar la excrecidén urinaria de las especies de
arsénico expresada como porcentaje de la dosis administrada en los
dos grupos intoxicados con arsénico, se realizé la tabla 3 y 1la
figura 2. La cantidad de arsénico excretada a través de la orina
durante los tres dias de analisis fué 12.3 y 10.9 % de la dosis
administrada en el grupc ARSENICO y ARSENICO-SAMe, r_espectivamente.
En este caso €l grupo ARSENICO-SAMe también presentd, en el
intervalo de 48-72 horas, aumento significativo (p < 0.05) en la
excrecién de especies metiladas y de arsénico total en comparacién
al grupo ARSENICO.

En la tabla 4 y figuras 3a, b y ¢ se muestra la proporcién
relativa entre los grupos ARSENICO y ARSENICO-SAMe de las especies
de arsénico urinario medida a 24, 48 y 72 horas posteriores a la

administracién de arsénico, no se observé diferencia significativa.
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Al transcurrir el tiempo de intoxicacién con arsénico, en ambos
grupes expuestos la proporcién de DMA aumento, en tanto que la
proporcién de AsI y MMA disminuyd, este patrén esta de acuerdo a
reportes previos (Odanaka Y. y col,, 1980).

La precisidén y exactitud para la determinacién de las especies
de arsénico en orina fue de 13.64 % y 98.55 % para AsI, 18.6 % ¥
116% para MMA, 16.43 % y 109% para DMA, respectivamente. Para la
determinacién de arsénico total en orina la precisién fue de 12.87

% y la exactitud de 92.07 %.



TABLA fa, EFECTD DE LA ADNINISTRACION DE S-DEMOSIL-L-WETIONING SOBRE LA EXCRECION URINRIA DE
. ESPECIES DE ARSENICO EN RATAS CONTROL,

QRUPD CONTROL ! w ) DN st
-2 RS 0255007 | 050370,299 | 0.6 70,309 | 0.869 £ 0.3 | 1.164 T 0347
n 9 3 9 9 9
-6 HORAS 0.0 0007 | 0.672 L0006 | 1.534 T1.155 | 2200 T 0,991 | 2355 1 1.0
n 6 6 3 6 3
48-72 HORNS 0.005 T0.007 | .05 T 0.007 | 0.862 T 0.7 | 0.947 T .24 | 1021 0.262
n ] 3 3 N 3
' 1 1 1 s 1 K
1 ORUPO CONTROL-See | fxl i L) ] ] [ oneom T |
1 1 . ] I I b
; T ; i 1 i
i 0-4 HORYS , 0.21076,1% | 0.6% T0.642 | 9.258 7032 l 0954 T 0.75 | 1.160 £ 0.789
N : 9 9 | 9 J 9 9
| ! i | i
i 24-40 HORRS | 0030 70,012 | 11270178 | 0.276 £ 0.259 | 1,400 T 0.312 | 1.540 T 0.30
HE | b ' 3 ! b | 6 ! 6
: | : ' !
i 45-T2 HORS I 0083 TO.M7 [ .41 T 0271 | 0090593 [ 1.3MF 0.7 | 1420 0.6
HE 3 3 | 3 3 3
] ! '

RESULYADOS EXPRESADOS EM ng de As/24 hrs.
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TABLA b, EFECTD OE LA ADNINISTRACION DE S-ADENOSIL-L-NETIONINA SOBRE LA EXCRECION URINARIA DE

ESPECIES DE #RSENICO EN RATAS EXPUESTAS A ARSEMICO INORGANICO.

" p (0,65, AL COPWRR CON EL GRIPD ARSENICD.

GRUPD ARSENICO fisl [ L) [0 fis?
24 HORSS 69.0023%.5 | @3t 155 | Bain5 | aerixnn|2nlne
n 15 5 15 15 15
2440 1OWS 4135000 | a6t f2qe | 190981360 | 3.9 2 1047 | 8.3 4.7
n " " 1" 1" ]
4672 HORS 027205 | oo | 3tie | 0tie [ amrtie

n 5 5 5 5 5
. {GRUPD ARSENICD-S% Ml () b D fx?
24 HORS 9027290 |53.6511297 | 2.5 10.28 | 94.03 £ 10.02 |142.18 I 21.89
n 19 1 1 13 13
-40 HORNS a2t | @bt | Iaer | A6 T469 | 5.3 600
n 9 9 9 9 9
%72 HORAS emies | 19712 | S E1H" [ e tan | 2.1 30"
n 5 5 5 5 5
RESULIADDS EXPRESAOCS EN 1 de Ae/24 his,




TABLA 2a. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DF S-ADENOSIL-L-METIONINY SOBRE Ln EXCRECION URINARIA DE
ESPECIES DE ARSENICD EN RATAS CONTROL.

| i J | j 1

| GRUPO CONTROL fisl { [ ] | ) ) 1 D | fsT
i ' I ] ]

o : é : i

24 HIRAS 012120130 | 021570198 | 0.240 79,237 | e 00T 0.475 | 05713052 |

n 9 s ; b e | 9 i

: ! ! : !

2448 HORAS ] 0,045 X 0,007 | 0,319 *o.m | [ B 743 TO.567 | 1062 T 0446 | 1 X |

n N s s |

' . ! ! :

43-12 HORRS 0,041 T 0,001 | 0.4t T 0,901 [ 0AB T3 | 0467 T 0,041 | 0585 T 0,070 |

n 3 ! 3 | 3 ' 3 H 3 '

] 1 1 1 ]

: \ J 4 H '

1 am emm—ml { " ! 12} L #e? H

1 ] ] 1 t ]

] : ! .' : i ;

| -2 uns I 0,093 T 0,095 | 02157 0.312 ] 4,118 TA64 103170323 05470300 |

! A I A T A A R T

| ! ! : i :

i HORAS 1 0.037 1 0.6 I 0.563T0.122 | 0,127 20.132 | 0,691 T 9.152 | 020 T 0185 |

j.n ! 6 i 6 i 6 g & ; 6 !

. i ! ; : . ;

| 4812 HORS 18,040 70,002 ) 0103791091 0.436 70,342 ! 9.654 T 0.404 | 0.583 13.414 |

] i L] 1 H } 1

ioa ! 3 ' 3 ! 3 ! 3 ' 3 !

I [

RESULTADOS EXPRESADCS EN g de As/24 his/108 g pesa.
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Tala 2, EFECTD DE LA ADNINISTRACION DE S-ADENCSIL-L-NETIONING SUBRE LA EXCRECION URINGRIA DE

ESPECIES DE ARSENICO EN RATAS DXPUESTAS A ARSENICO INORGANICO,

! 7 T g
immsmm i sl ) Db | mRDW | AsT
| I i
: ! ! |
! 024 HORSS ’zs.az:m.n NBTTS 1543_1031 36.757 11,40 | 66.55 T 5.5
| n ( i 7 16 16 16
1
1
! 2449 Homs i 47002 | 297103 | 8.376.0 L 10.08 F 604 ||2.15:7.13
! n i | 10 1 19 1
] ] ]
] t 1 t
! 40-72 HORS fog2ten | apiom | 154704 | 1.5T0H | 167054 |
I n ! 5 5 s ! 5 5 |
! ] ] ‘ !
4 : ] , H 1
|GRUPO ARSENICO-SMe| ful | - M| W | T !
1 ) ] 1 +
i | | ! | :
] t @
24 RS | 24.04 744, | 42I6% [ 1201592 | B97T9M | BT 1218
S ! 3 13 2 ) ! LI
' [ I f ! :
KELE DLSIINEY | 13T | 7eILM | 88T | w2I2N |
n ! 9 | 9 | s s | e |
| . X \ .t ;
TS AT | 02I0R | 0T | MW saetM
n J 5 ! 5 ] 5 i 5 s 5 i
1 ] k]

RESULTADDS EXPRESADOS DM g de As/24 hrs/18 g poso.
T 2 (045, AL COPARIR CON EL GRUPD ARSENICD,



ng As/ 24 hr/100 g peso
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A)GRUPO ARSENICO SAMe

TIEMPO (HORAS)

Figura 1 . Excrecién urinaria de especies de arsénico y de arsénico
total en orlna de ratas Intoxicadas con arsénico inorgdnico.
S as, MMA, T OMA, B3 MMA + DMA, FEE AsT,

* p< 0.05 (MEDIA + SD)
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URINRIA DE ESPECIES DE ARSENICO EN RATAS EXPUESTAS A ARSENICO INDRGANICO.
sl

THBLA 3. EFECTO DE LA ADHINISTRACION DE S-ADENOSIL-L-¥ETIONING SDBRE EL PORCENTAJE OE EXCRECION

2 g 2
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e
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s 3 q
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# 5 S
-— - L -
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fsT
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- -« L 2
M2 re Hiw
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-
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M2 hey i
2 4 g
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- - ©
2 2 g
'3 - -
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o
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- - <
2 He okt
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RESULTADOS EXPRESALOS EN PORCENTAIE O tA DOSIS ADKINISTRAOR,

®, p (0,85, AL CONPARIR CON EL GRUPD ARSENICD.
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A)GRUPO ARSENICO SAMe

3 =

1.00 &
Q.75 H
0.50 1
0.25 [ é é
0.00 -
48 72

TIEMPO (HORAS)

Figura 2 . Excrecién uringrio de especies de arsénico y de arsénico
total en orina de ratos intoxicadas con arsénico Inorganico.

XY as), E

* p< 0,05 (MEDIA = SD)

A MMA, T DMA, 5 MMA + DMA, AsT,
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TELA 4. DISTRIBUCION RELATIVA DE LAS ESPECIES DE ARSENICO EXCRETADAS EN CRIMY,

) | ) i f
I‘mmsmm foast ] w | )
| i | i
.' } : ! i
! 824 HORAS 143.09719.21 | 2.7T13.14 ) 45871729 |
I n ! 5 15 5 |
! ; : ; |
| 2448 HORNS [17.2479.9 | 18.69T 12.26 | 64.05 7 19.85 |
I a ! ) " 0 |
' ! : !
§4a-mms | 5971469 | 277119 |99 6% 3.40 |
| | 5 | 5 5 '
| L] H i t
I ) Ll ]
ima&mw&m sl ] o | m |
3 i t
3 : ; ] :
io—zums 1305241520 | 37.6479.85 | 0.6 T5.00 |
ion ! 1 ! ! 1E I
' 0 ' ]
1 1 1 ] 1]
I 24-48 HORAS | 14.15 £ 3,65 ;ﬂaa*m Isw .81 |
| | LI | i
i i ' ! ;
|m—nm | 583 £2.59 | eUtas |arsizrae !
i n ! 5 | 5 | 5 |I
]

RESULTADOS EXPRESADGS EN PORCIENTD.



FIG 3A. DISTRBUCION RELATIVA DE ESPECKES DE As EN ORNA

GRUPO ARSEMICO 9-24 HORAS GRUPO ARSEMCO-SAMe C-24 HORAS



FIG 3B. DISTRIBUCION RELATIVA DE ESPECIES DE As EN ORINA

GRURO ARSENICO 2488 HORAS QGRUPO ARSENICO-SAND 24-48 HORAS



FIG 3C. DISTRIBUCION RELATIVA DE ESPECES DE As EN ORNA

GRUPO ARSENCO 43-71 HORAS GRUPD ARSENCO-SANe 43-71 HORAS
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3.2. DETERMINACION DE ARSENICb TOTAL EN HIGADO DE RATA.

Sabiendo que el higado es el principal érgano en donde se
realiza el proceso de metilacién de arsénico inorgdnico, ademds de
que en este 6rgano se deposita una gran cantidad del arsénico
absorbido, se decidio determinar el contenido de arsénico total en
higado de rata. Los resultados de la concentracién de arsénico
total en higado de rata se muestra en la tabla 5 y figura 4.

El nivel de arsénico en las muestras de higado de las ratas de
los grupos intoxicados con arsénico fué notablemente superior
{p < 0.01) al de los grupos controles.

La concentracién de arsénico total en las muestras de higado
de las ratas del grupo ARSENICO-SAMe fué mayor que el grupo
ARSENICO; sin embargo, solo a las 72 horas esta diferencia fué
estadisticamente significativa (p= 0.004).

La precisién para la determinacidn de arsénico total en higado

de rata fué de 8.61 % y la exactitud de 105.16 %.



ThBUA Mo . EFECTD DE L1t ADNINISTRACION DE S-nDEMOSIL-L-NETIONINA SOBRE LA PRESENCIA DE

ARSENICO TOTAL EN HIGADO DE RATA.

%h r Bh

1

2h

; T
| I
[ )
e | z
CONTROL Doe07SINM | 0087 | 0.3 0000
n | 3 : 3 | 3
) ) '
CONTROL-SiMe ONATes |oemmTees | ot Ios!
n , 3 : 3 ! 3
) t 1
! - ! » ' .
fs o248z ) nmIen L esmsIes
n ! ] | 5 H S
' . )
a5l Poamn ) 2Tt | neeren ™™
n: | 4 ! ] ! 5
] 1 1
RESULTADOS EXPRESADES B 4y do fs/g de higado,

*, p ¢ 0,65, AL CONPARAR COW EL GRUPD CONTROL,
w, p < 0.05, AL CONPARAR COM EL GRUPD ARSENICD.
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3 \ |

.o-___.aﬁﬁ

24 48 72
TIEMPO (HORAS)

FIGURA No. 4. DETERMINACION DE ARSENICO TOTAL EN HIGADO
DE RATA.

R GRUPO ARSENICO, A GRUPO ARSENICO-SANS,

4 GRUPO CONTROL, < GRUPO CONTROL-SAMa.
* p < 0.03, AL COMPARAR CON EL GRUPQ ARSENICO

{MEDIA £ SD).
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3.3. DRTERMINACION DE SULFATO INORGANICO EN ORINA.

Los resultados de la concentracién de sulfato inorgénice en
orina expresados-en ug/24 horas se muestran en la tabla 6 y
expresados en ug/24 horas/100 g de peso en la tabla 7.

Se obsmervé gue al transcurrir el tiempo de tratamiento en
todos 1os grupos experimentales, incluyendo los controles, existié
la tendencia a incrementar la excrecién de sulfato inorgdnico; sin
embargo, esta tendencia fué menor en los dos grupos intoxicados con
arsénico.

No existen diferencias significativas al comparar la excrecién
de sulfatos en los grupos CONTROL y CONTROL-SAMe.

La administracién de arsénico redujo significativamente 1a
excrecién urinaria de sulfato inorgdnico, a las 24-48 horas
{p= 0.002) vy a las 48-72 horas (p= 0.03).

La precisién para la determinacién de sulfato inorgénico en

orina fué de 8.12 % y la exactitud de 107.64 %.
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TR3LA %o &, EFECTO DE Lot ADNIMISTRACION DE S-ADENOSIL-L-NETIONING N LA DXCRECICN URINRIA DE SULFATD

INORGANICO EN RATAS EXPUESTAS A ARSENICO INDRGANICO.

I T T T ]
! i &4 h ! 48 h ] %-12h )
{ Il ) 1
E ? ; I
CONTROL | #2IRH REIAS | P88 IBM |

n ! 9 3 ! 3 I

! | | | '
! COMTROL-SAMe | OMBIRG | sMinm ) mauIne '
b I ? ! 5 : 3 |
] | ] I
1 ] 1 ]
| ™ | samyranm sazuH | smzae !
P : 6 2 & !
' i ; !
| fuSae | BB BHENS | POAINE |
! e ! " f : s !
N 1 i 1

RESULTADOS EXPRESADGS EN wg/24 brs.
" p .05, AL COPMAMR CON EL GRUPD CONTROL,



1AL %o 7, EFECTD DE LA ADMINISTRACION D S-ORMCSIL-L-HETINING EY (4 EXCRECION UR14RIA OF SULFATD

TNORGANICO EM RATAS EXPUESTAS A ARSENICD INORGANICO.

i 7 T :
: 024h '= 2449 h ! ®wnh {
! ! |
| il s
} ] . ]
CONTROL 2.4 L1640 rnRtue | 2.20T9%%6 !

n 9 6 ! 3 H

; ! ! ! |
i CONTROL-Sride | %.08716.4 a2i8 1 St |
[ 9 6 '; 3 i
| & o486 23119 %81 F 3.2 '
i on | 1 12 ! 6 f
1] 1 . ]
. 1 ] t
! As-Sille 07158 zHTee ! s |
N 17 H 5 5 !
t t 1

RESULTADCS DXPRESADDS £N /24 hes/109 g poso.
* . p ( 0.05. AL CONPARA CON EL GRLPD CONTROL.
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3.4. DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO EN HOMOGENADCO DE HIGADO DE
RATA.

Los resultados de la concentracién de glutatién reducido en
higado de rata se muestran en la tabla 8. )

No existio diferencia significativa entre la concentracién de
glutatién hepdtico presente en las ratas del grupo CONTROL y las
del grupo CONTROL-SAMe.

Después de la intoxicacién con arsénico, la concentracién de
glutatién hepatico en los grupos ARSENICO y ARSENICO-SAMe fué
significativamente menor (p < 0.03) que la de los grupos controles.
También sBe observé que a las 48 y 72 horas posteriores a la
intoxicacién con arsénico, el nivel de glutatién en el grupo
ARSENICO-SAMe aumento significativamente (p= 0.006) con respecto al
grupo ARSENICO, y a los grupos controles a las 72 horas (aunque
esta diferencia no fué significativa).

Se observé la disminucién de concentracién de glutatién
hepatico en funcién del tiempo en todos los grupos experimentales,
aun en los CONTROL.

La precisién para la determinacién de glutatién hepdtico fué
de 9.68 % y la exactitud de 107.45 %.
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TaBla Yo 8. INFLUBCIA DE LA ADMINISTRACION DE S-"DDMSIL-L-METIONIMA EM EL CONTENIDO

DE GLUTATION HEPATICD £M RATAS EXPUESTAS 4 ARSENICO INCRGANICO.

) ] ]
! Hh ! /h ! 2h
t t
CONTROL PosAIITIEE L eEITOZ | eDIed
n ; 3 : 3 ! 3 !
! ' i
CONTROL-Sal IoAMIade ! agmres2 anIeR
n i *3 . ! 3
; L] ) L] ; 1 2
as ot eseTe?t 1 eaw T
n ! 1 e 6 : 8
: : )
; ; !
fs-5iMe Coamzes’t ' omTex™™ : agerem " |
n ' 5 . i : g

AESULTADOS EXPRESADOS EM 1mol/g de higada,

*, p¢ 0.05, AL CONPARMR CON EL GRUPO CONTROL,
we, ¢ 0.05, AL COMPARAR CON EL GRLPO ARSENICD.
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3.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE S-ADENOSIL-L-METIONINA Y
S-ADENOSTL-L-HOMOCISTEINA EN HIGADO DE RATA.

Los tiempos de retencién obtenidos en las condiciones
experimentales fueron:

SAH = 1% minutos, 00 segqundos.
SAMe= 20 minutos, 52 segundos.

Los resultados de concentracién hepdtica de SAMe y SAH
expresados en nmol/ g higado se muestran en la tabla 9 y expresados
en nmol/ higado en la tabla 10.

En la tabla 9 y 10, se observa que no existié diferencia
significativa al comparar la concentracidén de SAMe entre los grupos
controles. Sin embargo, a 1las 24 horas posteriores a 1la
intoxicacién con arsénico, los grupos ARSENICO y ARSENICO-SAMe
presentaron menor concentracién de SAMe hepdtico que los grupos
controles (tabla 9 y 10). cCuando se compararon los resultados
expresados en nmol/ higado, la concentracién de SAMe en el grupo
CONTROL a las 24 horas fué mayor (p= 0.0l1) que el grupo ARSENICO.

En la tabla 9 y 10 se observa que no existioé diterencia‘
significativa al comparar la concentracién de SAH hepdtico en los
grupos controles y espuestos a arsénico.

A las 24 horas posteriores a la intoxicacién con arsénico, la
relacién SAMe/SAH en los grupos ARSENICO y ARSENICO-SAMe fué menor
a la de los grupos controles: no obstante, esta diferencia no fué

estadisticamente significativa.
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La precisién para la deterwminacién de SAH fué de 7.70 ¥ y la
exactitud de 99.99 $%; en tanto que para SAMe la precisién fué de

6.26 % ¥y la exactitud de 97.78 %.
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TBLA No 9. CONCENTRACION DE S-ADENOSIL-NETIONING ¥ S-ADENDSIL
LHONOCISTEIN EN HIGADO DE RATA.

Uh e S | samessat n
conrRoL SEINA | meTe ! 10 3
| CONROL-Se | 53,03 £8.53 62105 | 14 3
ARSNICO 7.2t 1.5 | 14,06 £ 4.79 l 2.8 ' ¢
WSINCH-SMe | W0TILM | BRISH | 219 | 4
B8h e | W west | o |
! conmaL 2RBT5N .40 7 1.4 197 } 3 ;
CONTROL-Se | .60 T 2.07 BRISH | 15 i 3 :
| SN DT 6E 16,66 £ 2.6 i 1.% i s |
DSDOOSMe | RBTOE | WSt | 28 | 6 ;
mh o | sk | s | swwsH | on |
; conmoL i13.371‘11.92 i hez2e | 26 § 3 5
CONROL-SHe | 200 12.40 i nRIe | 2 ' 3 i
) ! #.831 6,71 .i 15.28 1 3.4 : 2m ‘ 6 |
| WS- | OI06 | SI4R | 28 | 6

RESULYTAD0S EXPRESADOS EN rwol/ g de higado.
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TABLA No 18, CONCENTRACION (I S-ADEMDSIL-L-METIONIN ¥ S-ADENGSIL
L-HONDCISTEINY EN HIGADO OE RATA

Uh e | se/St | n |
COTROL M3.60 E 153.60 DBt tum .42 '
CONMROL-SMe | 670,91 £ 1M.60 | 2000 T 1039 14

SB[ 49700 060" | 196,91 T 4t 28t i !
| SENICO-SMe | M2.57TLI | 2037 £ oA a0 |

T we | s s |

i' oML | BHTIR | jE.19t e 97 Ii l
i OO | BAMTDE | MBI 1.5 i !
; NSENICD [P ETAN | MLMTE. 1% g

LSO [ AT | Mt | 2@ | o
[ Bh | oM | M | WM oo |
’: e - f 19233 £ 1975 i 283 ] !
5 CONTROL-Séide ! MAUTINN I 174.95 T 8.9 'i .2 i ’
g ARSENICO ! .19 1.9 ; 173,91 T5.65 Ii 21 f !
| WSSl | 60T | mTew | 2% | 6 |

RESULTADUS EXPRESADCS EX rmol/hfgarb,
" 5 (3,05, AL CONPARAR CON EL GRUPO CONITL.
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IV. DISCUSION

El hombre y algunos mamiferos ilevan a cabo la desintoxicacién
del arsénico a través del mecanismo de metilacién donde el
compuesto donador de grupos metilo es la S-adenosil-L-metionina,
necesiténdose en este proceso la presencia de GSH (Buchet J. y
Lauwerys R., 1985).

La dosis de arsénico administrada fue seleccionada én base a
un estudioc paralelo realizado en el CINVESTAV, en donde no se
observé letalidad a la dosis de 11.7 mg NaAsO,/kKg de peso; sin
embarge, durante la realizacién de este estudio se murieron 2
ratas (2/18) en el grupo ARSENICO, 24 horas después de 1la
administracién del téxico y 2 ratas en el grupo ARSENICO-SAMe, 1 a
las 24 (1/18) y la otra (1/6) a las 72 horas posteriores a la
intoxicacién.

El objetivo de la administracién de SAMe antes y después de la
intoxicacién con NaAsO, fué aumentar la poza de SAMe hepdtico e
incrementar de manera indirecta la concentracién de GSH
intracelular, proporcionando grupos de cisteina como producto de la
via de transulfuracién de SaAMe.

Las muestras de orina y de higado pertenecientes a los grupos
CONTROL -y CONTROL-SAMe, presentaron pequefias cantidades de
arsénico, debido a gue el alimento que ingirieron las ratas
contiene arsénico orgdnico (NAS, 1977); sin embargo, 1la
concentracién que presentaron las muestras de los animales

expuestos a arsénico fue significativamente mayor (p < 0.05).
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En los grupos expuestos a arsénico se observé que la mayor
parte de la excrecién urinaria de especies de arsénico y de
‘arsénico total se 1llevé a cabo durante las primeras 24 horas
posteriores a la intoxicacién, lo cual estd de acuerdo a reportes
previos (ATSDR, 1992). Ademds, el total excretado durante el tiempo
de andlisis fue de 12.3 % de la dosis administrada para el grupo
ARSENICO y de 10.9 % para el grupo ARSENICO-SAMe, estos resultados
estan de acuerdo a estudio previos en donde se reporta que 1la
excrecién urinaria en ratas durante los primeros 4 dias de
exposicién es de 10-17 % de 1la dosis de arsénico administrada
(Odanaka Y. y col., 1980; Buchet J. y Lauwerys R.,, 1987)., El
arsénico que no Se excreta en el periodo de 0-48 horas se
distribuye en diferentes tejidos del organismo, tales como higado,
rifén, pulmén, etc. y en una importante proporcién en eritrocitos
(odanaka Y. y col., 1980; Rowland I. y Davies H.; 1982; Klaasen D.,
-1990; ATSDR., 1992), excretandose lentamente durante un periodo mas
largo.

La administracién de SaMe a las ratas intoxicadas con arsénico
aumentd (3 veces) la excrecidén de DMA y AsT en las muestras de
orina recolectadas entre las 48 y 72 horas, después del
tratamiento; sin embargo, la excrecién urinaria de especies
metiladas de arsénico y de arsénico total no se modificé en el
intervalo de 0-48 horas, que corresponde al tiempo de mayor
excrecién de compuestos de arsénico (Tam G. y col., 1979; Buchet J.

y col., 1981).
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Al comparar 1la proporcién relativa de las 3 especies
determinadas, no se observé diferencia entre 1los 2 grupos
intoxicados .con arsénico en ningun intervalo de tiempo.

La administracién de SAMe a las ratas control no modificd la
excrecidn ni la proporcién relativa de las especies de arsénico con
respecto al grupo CONTROL, porque el arsénico presente en la dieta
es principalmente ¢trimetilado y se encuentra en pequeifias
cantidades.

El aumento observado en la excrecién urinaria de AsT en el
grupo ARSENICO-SAMe ocurre al mismo tiempo que el incremento de
42 y 162 % del nivel de GSH hepatico, con respecto al grupo CONTROL
y ARSENICO, respectivamente; simultdneamente, 1los niveles de
axcrecioén urinaria de sulfato inorgdnico en el grupo ARSENICO-SAMe
son menores a la de los grupos CONTROL y ARSENICO.

La disminucién de GSH hepdtico en los grupos expuestos a
arsénico ha sido documentada (Anundi I. y col., 1982; Diaz-Barriga
F. y col., 1990; Gyurasics A. y col., 1991); las principales causas
atribuidas a esta disminucién son: a) inhibicién enzimdtica del
metabdlismo de carbohidratos gque disminuye 1la sintesis de ATP
necesaric para la sintesis de GSH, b) 1la inhibicién de 1la
reduccisén del glutation oxidado, que origina disminucién en el
contenido de glutatidén reducido, y <¢) la excrecion biliar de un
complejo As-GSH (Anundi I. y col.,1982; Aposhian H. y Aposhian M.,
1989; Gyurasics A, Yy cel., 1991).

Se ha observado gue cuando el nivel de GSH es bajo, existe
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disminucién de la metilacién de arsénico (Hirata M. y col., 1990).
Los efactos reguladores adjudicados al GSH son: reduccién de las
especies de As (V), facilitacidn de la entrada de As (III) hacia
las células, estimulacidén de la reaccidén de la primera metilacién
e incremento de la excrecién de DMA de la célula (Buchet J. y
Lauwerys R., 1988; Georis B. y col., 1990). Estudios mas recientes
indican que el GSH después de la reduccién de as (V) forma un
complejo As-5G que puede ser el sustrato para las enzimas
metilantes (Scott N. y col., 1993).

Estos estudios sugieren que la mayor excrecién de DMA y AsT en
el grupo ARSENICO-SAMe en el intervalo de 48-72 horas es occasionado
por la recuperacién de los niveles de GSH ocurrido al mismo tiempo
de la disminucién de la excrecién urinaria de sulfato inorgénico,
lo que indica que existe menor catabdlismo de cisteina, gque es
utilizada para favorecer la sintesis de GSH. Los resultados
antericres indican que la administracién de SAMe puede favorecer la

sintesis de GSH intracélular a través de la via de transulfuracidn.

La disminucién de los niveles hepéticos de GSH y el aumento de
la excrecidn urinaria de sulfato 1inorgdnico observada en
funcién del tiempo, aun en los grupos controles, es probablemente
causada por la situacidén de eétres al que fueron sometidos los
animales durante el tiempo de experimentacién (aislamiento,
manipulacidn, administracién de xenobioticos, etc). Este

comportamiento se ha observado anteriormente y se ha relacionado



- 83 =

con la liberacién de adrenalina, la cual induce la salida de GsSH
. del higado (Sies H. y Graf P., 1985; Lu.C., y col., 1990).

Fl nivel hepatico de AsT es mayor en las ratas
correspondientes al grupo ARSENICO-SAMe al compararlo con el grupo
ARSENICO, se observa que la administracidén de SaMe provocé 1la
acumulacién de arsénico en este 6rgano.

Una posible explicacién a este comportamiento es suponer que
la administracién de SAMe si aumenta la metilacién de arsénico en
el higado, siendo entonces DMA la especie predominante en este
érgano, tal como se ha cbgervado en estudios anteriores (Odanaka Y.
y col., 1980; Rowland I. y Davies M., 1982). Si este fuera el caso,
como el nivel de GSH es bajo no se facllita la salida de DMA del
hepatocito y en consecuencia no se aumenta la excrecién de este
compuesto en la orina. Desafortunadamente, en este estudio no se
pudo realizar la separacion de las especles de arsénico presentes
en el higado, lo que pudiera ayudar a explicar este comportamiento.

Se esperaba que la administracidn exégena de SAMe aumentara su
concentracién en el higado; sin embargo, no se observé aumento de
los niveles de SAMe en los grupos CONTROL-SAMe Yy ARSENICO-SAMe.
Tampoco se observé cambio en 1los niveles del preoducto de la
reaccién de transmetilacién (SAH), en ninguno de los grupos
experimentales. Este comportamiento es posiblemente ocasionado por:
1) la distribucién de SaMe en otros tejidos tales glandulas
suprarrenales, rinon, intestino, bazo, etc. (Placidi G. y col.,

1977), 2) el rdpido metabélismo que sufre SAMe y SAH en el higado
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(Stramentinoli G., 1987), y 3) la utilizacién de SAMe en otras vias
ﬁetabolicas (Giulidori P. y col., 1984), ocasiona que en el momento
del sacrificio de la rata, la concentracién de SAMe hepdtico haya
regresado a valores similares a los del grupo CONTROL.

En general, la concentracién de SAMe en los 4 grupos

experimentales fue menor a las 48 horas, esta disminucidén es més
evidente cuando se expresa la concentracién en nmol/higado.
A este respecto se puede mencionar que las factores como estres,
ciclo circadiano, dieta, entre otros pueden modificar los niveles
intracelulares de SAMe (Bartosek I. y col., 1978; Chagoya de
sanchez V. y col., 1991)

No se observé una diferencia significativa en la relacién
SAMe/SAH, entre los 4 grupos experimentales en ningun intervalo de
tiempo, por lo que considerames gue bajo estas condiciones
axperimentales este pars&metro no puede ser utilizado como un
indicador de metilacisén de arsénico.

Estos resultados sugieren que la disminucién de los niveles de
GSH no favorecen 1la utilizacién de SAMe en la metilacidén de
arsénico, por lo que creemos que la administracién de SAMe junto
con GSH 6 un precursor como N-acetil cisteina gue incremente el GSH
intracelular podria favorecer la metlilacién de los compuestos

arsenicales.
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V. CONCLUSIONES

1) La administracién de SaMe no aumenté la excrecidn urinaria
de especies metiladas de arsénico y de arsénico total, durante el
intervalo de 0-48 horas posterior a la intoxicacién con arsénico,

que es el tiempo en el cual se excreta la mayor parte del arsénico.

2) La administracién de SAMe produjo los siguientes cambios en
1a intoxicacién arsenical que solo se observaron en el intervaio de
48-72 horas: a) incremento en la excrecién urinaria de DMA y
arsénico total, b) aumento en la concentracién de GSH hepdtico, c)
disminucién de la excrecién de sulfato inorgdnico en orimna, y 4)

incremento del nivel de AsT en higado.

3) Los resultados indican que la administracién de SAMe puede
favorecer la metilacién de arsénico incrementando la sintesis de
GSH intracélular a través de la via de transulfuracién, més que por

su participacién directa como donador de grupes metilo.

4) Bajo las condiciones experimentales de este proyecto, la
relacién del contenido SAMe/SAH en higado, no es un indicador que

ayude a evaluar la metilacién de los compuestos de arsénice.
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5) Se necesita realizar mds estudios en esta drea para conocer
8l la determinacidén de la excrecién de sulfato inorgdnico en orina,

puede ser utilizado como indicador de la exposicidén a arsénico.
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