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RESUMEN

El arsénico es un metaloide que puede tener diversos
efectos téxicos, entre ellos destacan las alteraciones en la
biosintesis del hemo incrementando o disminuyendo la excrecidn de
los metabolitos intermediarios de esta via. Existen diversos
estudios, en roedores y humanos, en los cuales al ingerir arsénico
a través del agua de bebida en forma crénica o subaguda, el perfil
de porfirinas urinario se altera.

En este trabajo se estudidé el efecto de la exposiciédn
aguda a arsenito de sodic (As III) sobre la concentracién de
porfirinas en la orina y el rifién de ratas Wistar macho (200-250
g), asi como su relacidén con pardmetros de toxicologia aguda. Las
ratas fueron tratadas con una dosis tnica de As III (12.5, 25, 50,
75 y 90.0 umoles subcutdneamente). La Dosis Letal-50 para As III
fué de 36 mg/Kg de peso. Las porfirinas urinarias y renales se
cuantificaron por HPLC empleando un sistema de elucién por
gradiente. La excrecidn urinaria de arsénico fue dependiente de la
dosis. El tratamiento con As III provocd un aumento en el contenido
de porfirinas totales urinarias, particularmente se observé un
incremento significativo de coproporfirina-III urinaria respecto al
valor control. Estos efectos pueden ser explicados como
consecuencia de la inhibicidén de la coproporfirinégeno oxidasa. En
el tejido renal, el contenido tisular de URO-III aumentd
significativamente con respecto al control mientras que la
concentracién tisular de COPRO-III disminuydé con respecto al
control, este fendmeno fue de una manera dosis-dependiente. Este

comportamiento observado en 1las porfirinas renales trajo como



concecuencia que la relacidén corpoporfirina/uroporfirina
(COPRO/URQO) renal disminuyera en forma dependiente de la dosis.
Estos resultados muestran gque el arsénico es un agente
porfirinogénico, particularmente para el rifién, y que las
alteraciones observadas en el contenido de sus metabolitos se
refleja en 1la relacién COPRO/URO renal probablemente como
consecuencia de la inhibicidén de la uroporfirindgeno
descarboxilasa. La via metabdélica del grupo hemo puede ser un
instrumento Util para detectar tempranamente los efectos adversos
de algln agente tdxico, para lo cual es necesario investigar més
ampliamente los mecanismos enzimiticos por los cuales el As (III)

ejerce su accién téxica.
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I.- INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES DEL ARSENICO

El arsénico es un elemento ubicuo <clasificado
guimicamente como un metaloide, pertenece al grupo V-A de la tabla
periédica y tiene un peso atémico de 74.9 (Friberg y col., 1979).
Los estados de valencias del arsénico pueden ser 5+, 3+, 0 y 3-.
(Tamaki y Frankerberger, 1992). Los compuestos del arsénico pueden
ser clasificados en 3 grupos desde el punto de vista biolégico y
toxicolégico: a) Compuestos de arsénico inorgdnico. b) Compuestos
de arsénico orgdnico vy c) El gas arsina (Friberg y col. 1979),

Los compuestos més comunes del arsénico inorgénico
trivalente son: el tribéxido de arsénico, el arsenito de sodio vy
tricloruro de arsénico. Los compuestos mids comunes del arsénico
pentavalente son: pentadxido de arsénico, &cido arsénico y sales de
arsenato. Estos compuestos son menos tdéxicos que los compuestos de
arsénico trivalente. (WHO, 1981).

Los compuestos de arsénico orgénico son: &cido mono
metilarsénico (MMA), dcido dimetilarsinico (DMA), dcido arsanilico,
arsefenamina y carbasona entre otros. (WHO, 1981). Ademas
arsenobetaina y arseno colina, que se encuentran en organismos
marinos y son muy resistentes a la degradacién quimica (Lauwerys y

col., 1979).

1.1.1 Distribucidn del arsénico en el ambiente
El arsénico esta presente en la corteza terrestre en un

promedio de 2-5 mg/Kg, asociado a rocas sedimentarias e igneas en



la forma de arsénico inorganico. El arsénico contenido en las rocas
se libera formando sales, entre las que se encuentran arsenitos y
arsenatos. (Tamaki y Frankerberger, 1992).

Los arseniuros de cobre, plomo y plata son los compuestos
metdlicos con los contenidos de arsénico mis elevados, y las
arsenopiritas (FeAsS), realgar (As,S;) y oropimento (As,S;) fueron
los primeros minerales en donde se identificd el arsénico (WHO,
1981) .

El nivel natural de arsénico en sedimentos igneos se
encuentra en un intervalo de 0.2 a 13.8 mg/Kg de peso seco. Los
sedimentos de mayor profundidad pueden estar contaminados
substancialmente con arsénico por fuentes antropogénicas (WHO,

1981).

1.1.2 Arsénico en el suelo

Las rocas son consideradas como la principal fuente
natural de arsénico para suelos. Las dos formas de incorporacién
del arsénico en el suelo son: mediante la precipitacién pluvial
(natural) dispersando el arsénico contenido en el suelo y la
aplicacién de productos arsenicales en la agricultura
(antropogénica) (Tamaki y Frankerberger, 1992). Los compuestos de
arsénico pueden ser retenidos en el suelo o disueltos en agua para
ser transportados y redistribuidos (Wakao y col., 1988). Las formas
solubles de este elemento pueden ser absorbidos por particulas de

arcilla en suelo y sedimentos



Los niveles de arsénico en suelos no contaminados
generalmente se encuentran comprendidos en un intervalo de 0.2 a 40
mg/Kg, mientras gque en suelos contaminados pueden alcanzarse

concentraciones superiores a los 550 mg/Kg.

1.1.3 Arsénico en el aire

La emisién de arsénico dentro de la atmbésfera puede ser
de origen natural o antropogénica, con una proporcidén aproximada de
40 y 60% respectivamente. Las fuentes naturales incluyen emisiones
volcanicas liberando un 88% de arsénico en forma natural, otras
fuentes naturales importantes, incluyen erosién del arsénico
contenido en los minerales y la quema de bosques (ATSDR, 1992). El
60% de las emisiones antropogénicas es generada por fundidoras de
cobre, combustidén de hulla, produccién de metales no ferrosos, y
aplicacién de quimicos arsenicales en la agricultura (Chilvers y
Peterson, 1987).

En el aire se encuentran particulas aerotransportadas
constituidas por tridéxido de arsénico; sin embargo se ha mostrado
gue estas particulas pueden contener compuestos de arsénico
orgénico e inorgdnico (Johnson y Braman, 1975). En las &reas no
contaminadas de Estados Unidos, la concentracién de arsénico
aerotransportado se encontraba en un intervalo de 1 a 3 ng/m’ y en
4reas urbanas se reportd una concentracién de 20 a 30 ng/m’.
(ATSDR, 1992). Clarkson y «col. en 1988, reportaron una
concentracién de arsénico en aire hasta de 10 ug/m’ en una regién

urbana de Estados Unidos.



1.1.4 Arsénico en el agua

El arsénico se encuentra presente en el agua en forma de
sales inorgdnicas y de compuestos orgédnicos (Braman y Foreback
1973, Crecelius, 1974), el arsenato es la forma dominante y su
contenido depende del contenido de arsénico en las rocas (Friberg
y col., 1979). Los compuestos de arsénico inorgénico pueden ser
asimilados por 1los organismos vivos, siendo generalmente
metabolizados a compuestos metilados (Tamaki y Frankerberger,
1992).

La concentracién de arsénico en agua de bebida va a
depender del contenido de arsénico en el suelo cercano a la fuente
de agua y del tratamiento del agua antes de su uso. Las
concentraciones de arsénico en agua estan localizadas en un rango
de 0.1 - 4 mg/L en Taiwan, Argentina y México (Clarkson y col.,
1988). Cebrian y col., (1983), reportaron niveles de arsénico en
agua de bebida de 0.41 mg/L, en una poblécién expuesta y de '0.007
mg/L en una poblacidén control en la Comarca Lagunera.

La Organizacién Mundial de 1la Salud - (OMS) habia
establecido la concentracién méxima recomendada de arsénico para
agua de bebida de 50 ug/L (Letey y col., 1986). Debido a las
fuertes ©presiones y recomendaciones de diversos cuerpos
gubernamentales y de agencias internacionales recientemente La
Organizacién .Mundial de la Salud (OMS) realizdé una reunién con
diversas agencias internacionales y se establecié recomendar como
limite maximo, la concentracidén para arsénico en agua de bebida de

10 ug/L. (WHO, 1992).



1.1.5 Presencia del arsénico en los alimentos y bebidas
Los alimentos en general contienen pequefias cantidades de
arsénico, usualmente menos de 1 mg/Kg de peso himedo, con excepcidn
de los productos marinos cuyas concentraciones son mayores de 5 mg
As/Kg (WHO, 1981). En la tabla 1 se muestra la concentracién de

arsénico en diferentes especies de pescados y mariscos.
Tabla 1.- Rango de concentracién de arsénico (ppm) en
diferentes especies de pescados y mariscos, analizados en muestra

seca. (Lunde, G. 1977).

MuestrA Concentracién de arsénico (ppm)
Bacalao 5.0 - 16.5
Tiburén 1.9 = 5.9
Atin 3.0 - 7.0
Camarén 2.0 - 40.0
Langosta 3.0 - 26.0
Cangrejo 2.0 - 80.0
Mejillén 1.3 - 70.0
Ostras 1.8 - 40.0

Crecelius, 1977, describidé 1los niveles y especies
guimicas de arsénico en vino de Estados Unidos. Las concentraciones
mayores fueron de 0.05 mg As/L y la mayor parte de arsénico

presente se encuentra en su forma trivalente.



1.1.6 Produccidén industrial del arsénico

América Latina es uno de los principales productores
mundiales de arsénico, generandose aqui el 23% de la produccién
mundial. Los principales productores de la regidén son México y
Perd. (Galvao y Corey, 1987).

Segin Minerals Yearbook, 1990, la produccidén mexicana de

arsénico blanco en los afios de 1984-88 se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Produccién de arsénico blanco en México por

afio, expresados en toneladas métricas

Afio 1985 1986 1987 1988 1989

Prod. 4,164 4,782 5,315 5,304 5,164

El triéxido de arsénico es el quimico bédsico de 1la
industria de arsénico, el cual es un subproducto de los procesos de

fundicién de cobre y plomo. (ATSDR, 1992).

1.1.7 Uscs del arsénico

El arsénico y sus compuestos, principalmente sales y
éxidos, estan presentes en miltiples actividades industriales. Las
industrias que presentan mayor riesgo por la presencia de arsénico
son las de fabricacién de <ceramica, colorantes, Jjoyeria,
farmacéutica, pinturas, juegos pirotécnicos, plaguicidas, vidrio y

curtiduria (Galvao y Corey, 1987).



Algunos compuestos de arsénico se usan como plaguicidas
en la agricultura, por ejemplo el arsenato de plomo, cobre y
calcio, arsenito de sodio y compuestos de arsénico orgédnico. El
dcido metilarsénico y dimetilarsinico son usados como herbicidas
selectivos, los cuales son particularmente necesarios para el
control de Sorghum halipense en cultivos de algodén (WHO, 1981) .

El arsenato de cobre, sodio y zinc también son usados
como preservativos de la madera, para combatir el ataque de hongos
e insectos (Dobss y col, 1976).

Por otra parte algunos compuestos de fenilarsénico son
usados como aditivos de alimentos para aves de corral y puercos y
también para combatir ciertas enfermedades de pollos (WHO, 1981).

" Los compuestos de arsénico orgénico e inorgdnico fueron
usados en la medicina, un ejemplo de ellos es la solucién de Fowler
que contiene triéxido de arsénico y que fue utilizada como ténico
y en el tratamiento de leucemia, asma bronguial crénica.
El arsenato de sodio fue usado en el tratamiento de enfermedades
crénicas de la piel, algunas enfermadades parasitarias y anemia
(Martindale, 1977).

El arseniuro de galio es utilizado en la industria
electrdénica como semiconductor y en Estados Unidos aproximadamente
5 toneladas de arsénico se utilizan para este proposito. (ATSDR,

1992).



1.1.8 Metabolismo del arsénico

En humanos el arsénico y sus compuestos se incorporan
principalmente por:

a) inhalacién de polves en el aire contaminado, se ha
observado que en el pulmén se absorbe el 50% del compuesto
inhalado. (Marafante y Vahter, 1987)

b) ingestién, en donde el sistema gastrointestinal absorbe en
promedio el 90% del arsénico presente. (McKinney, 1992)

c) absorcién a través de la piel, aunque no se tienen datos
cuantitativos, de este proceso (ATSDR, 1992).

El arsénico, una vez absorbido, se distribuye a través de
la sangre por todo el cuerpo. Algunas horas después se pueden
encontrar altas concentraciones de arsénico en el higado y en los
rifiones. Vahter y Norin, en 1980 observaron gqgue al administrar
arsenito, por wvia oral en ratones, a las dos horas se observd una
concentracién de 7.44 pg/g en rifibn y de 6.7 ug/g en higado,
mientras que Klassen (1974) observé que al administrar arsénito en
forma intravenosa a ratas tambien se encuentran altos niveles de
arsénico en el higado (18 pg/g) y en los rifiones (17 pg/g) después
de 30 minutos de la administracién. El nivel de arsénico tanto en
la sangre como en el higado y rifiones disminuye répidamente, a las
24 h después de una administracién oral de arsenito los niveles de
arsénico en el higado se encuentran en 0.39 ug/g y en el rifién de
0.78 pg/g, observandose que el arsénico ingerido sufre ré&pida
eliminacién. Con el tiempo, los principales depbsitos de arsénico

en el organismo son los huesos y los misculos. (Galvao y Corey,



1987).

El arsénico inorgdnico absorbido sufre en el organismo un
proceso de metilacidén, formando compuestos orgdnicos que son
excretados por la orina principalmente en 1la forma de A&cido
dimetilarsinico (DMA), &cido monometilarsonico (MMA) asi como
también arsénico inorgdnico. (Vahter, 1986). La metilacién de
arsénico en el cuerpo es descrita en animales de laboratorio y en
humanos, aunque los mecanismos exactos para esta metilacién no son
conocidos. (McKinney, 1992).

El arsenato es excretado a través de la orina més
répidamente que el arsenito debido a gue tiene menos afinidad por

los grupos tiol celulares (Tamaki y Frankerberger, 1992).

1.2 TOXICIDAD DEL ARSENICO

Los efectos téxicos del arsénico se describen a
continuacién.
1.2.1 Efectos agudos del arsénico en el hombre

Los efectos agudos causados por la ingestién de
compuestos de arsénico inorgdnico son los siguientes: dafio
gastrointestinal severo, provocando vémito y diarrea frecuentemente
con evacuaciones teflidas de sangre; calambres musculares, edema
facial y anormalidades cardiacas. Alteraciones en el sistema
respiratorio, disturbios nerviosos centrales (cefalea, crisis
convulsivas y perdida del conocimiento) y efectos sobre el sistema
hematopoyético (WHO, 1981). La toxicidad del compuesto arsenical

depende de su solubilidad. Asi, en el caso de que el arsénico se

10



encuentra en estado sélido o formandoc complejocs, sus efectos agudos
se observaran horas después. (Done y Peart, 1971). Ademés los
valores de DL 50 observada para compuestos de arsénico wvarian
grandemente dependiendo de la forma gquimica y de su estado de

oxidacién (Cebrian, 1986).

1.2.2 Efectos agudos del arsénico en animales

Los efectos observados en animales de laboratorio (rata
y ratén) intoxicados agudamente son: gastroenteritis, diarrea,
hipotensién (Nelsén y col., 1971).

La DL-50 para arsénico en ratas se encuentra en un rango
de 15-293 mg As/Kg de peso (Schwartze 1922, Harrison y col., 1958
y Done y Peart, 1971). Franke y Moxon, 1936, reportan una dosis
letal minima de 4-5 mg As/Kg de peso para arsenito de sodio y de
14-18 mg As/Kg de peso para arsenato de sodio administrados a ratas
intraperitonialmente.

La DL-50 para una inyeccién subcutédnea, seguida de una
exposicién previa a arsénico en agua de bebida en ratén es de 14 mg
As/Kg de peso (WHO, 1981). Tamaki y Frankerberger, 1992 reportan
una DL 50 de 14 mg As/Kg para arsenito de potasio y de 20 mg As/Kg
para arsenato de calcio en ratas; sin embargo no menciona la via de

administracién.

1.3 METABOLISMO DEL HEMO
El hemo consiste de un complejo de fierro vy

protoporfirina IX y funciona como grupo prostético de numerosas
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proteinas llamadas colectivamente hemoproteinas. Los sitios de
mayor sintesis del grupo hemo son: la medula osea en donde se
sintetiza del 80-85% del hemo, el cual es requerido para la
formacién de hemoglobina y el resto es sintetizado principalmente
en el higade (Li, 1987), donde el hemo es regquerido para la
sintesis de hemoproteinas particularmente citocromo P-450. (Marks,

1984) .

1.3.1 Estructura de porfirinas

Comc se observa en la figura 1, las porfirinas son
pigmentos gque estan estructuralmente formados por cuatro anillos
pirrélicos unidos por puentes meteno. Las porfirinas se forman en
el proceso de biosintesis del grupo hemo. Las porfirinas
individuales difieren entre si de acuerdo a la naturaleza de los
sustituyentes en las ocho posibles posiciones laterales, por esta
razén cada porfirina presenta cuatro estereoisdmeros (Molina y

col., 1970).

1.3.2 BIOSINTESIS DEL HEMO

Como se muestra en la figura 2, la sintesis del grupo
hemo se realiza en dos compartimentos celulares: La primera etapa
en esta via es la condensacidén de succinil CoA y glicina por la
accidén de la sintetasa del Acido 5-aminolevulinico (ALA-8), para
formar el &cido 5-aminolevulinico (ALA), esta reaccidén requiere
fosfato piridoxal y se lleva a cabo dentro de la mitocondria. El

ALA pasa de la mitocondria al citoplasma donde una enzima
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citoplasmédtica, la dehidratasa del &cido 5-aminolevulinico (ALA-D)
cataliza la condensacién de dos moléculas de ALA para formar el
pirrol porfobilinégeno (PBG). La conversién de PBG al tetrapirrol
uroporfirinégeno III, es catalizada por dos enzimas, las cuales
actuan independiente 3% secuencialmente, una es la
hidroximetilbilano sintetasa (llamada también porfobilinogeno
desaminasa) la cual cataliza el arreglo de PBG a un intermediario
inestable llamado hidroximetilbilano, para la conversién
subsecuente a uroporfirindégeno III a través de un rearreglo
intramolecular del anillo D y catalizado por la uroporfirinégeno
IITI sintetasa responsable de la isomeria tipo III de los
porfirinégenos. (Li, 1987). Los cuatro residuos del &cido acético
del uroporfirinégeno III son descarboxilados secuencialmente a
grupos metilos por una enzima citosolica llamada uroporfirindgeno
descarboxilasa (UROG-D), esta enzima no es especifica y puede
descarboxilar los 4 isbmeros de uroporfirinégeno, hepta-, hexa- y
pentacarboxi-porfirindégenos.

En el proceso se forman los siguientes intermediarios
metabdélicos hepta-, hexa-, penta-porfirinégenos y por dltimo el
porfirinégeno tetracarboxilico (Coproporfirinégeno III), el cual es
transportado a la mitocondria, donde dos de sus &cidos propidnicos
son convertidos a grupos vinilo por la accién de coproporfirinégeno
oxidasa (COPRO-0X); resultando el protoporfirinégeno IX. De este
dltimo se remueven seis A4atomos de hidrégeno por la enzima
protoporfirinégeno oxidasa dando lugar a la protoporfirina IX, la

cual se conjuga con el fierro, por accidén de la enzima mitocondrial
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ferroquelatasa formandose el hemo (Marks, 1984).
Los isdémeros tipo I se desechan, ya gque no son
biolégicamente activos aungque pueden acumularse en estados

patolégicos (Straka y col., 1990).

1.3.3 Efectos de algunos agentes tdxicos sobre la biosintesis del
grupo hemo

El sistema hematopoyético es altamente susceptible a
sufrir alteraciones por muchas drogas y quimicos ambientales, entre
ellos los metales. Una de las manifestaciones de alteracidén del
sistema hematopoyético son las porfirias, gque son un grupo de
desordenes bioguimicos del hemo caracterizados por una
sobreproduccién de porfirinas por defectos hereditarios en las
enzimas de la via del hemo, lo que conduce a anormalidades
clinicas. (Li,1987).

Un agente tdxico gque altera la via del hemo es el
hexaclorobenceno, un hidrocarburo clorado, registrado como
fungicida (Fries y Marrow, 1975). Se ha observado que en personas
que ingirieron trigo contaminado con hexaclorobenceno excretan
gran cantidad de uroporfirina en orina y también es acumulada en
higado. También se ha observado que después de la administracién de
hexaclorobenceno a varias especies de animales se incrementa la
produccién de uroporfirina hepdtica y heptacarboxiporfirina en
orina (Marks, 1984).

San Martin y col., 1979, observaron una porfiria severa

en ratas a las cuales se les administro 0.8 y 1.0 g/kg/dia de
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hexaclorobenceno, en donde hay un aumento de uroporfirinas vy
coproporfirinas urinarias y un incremento de uroporfirina hepatica.

Los bifenilos policlorados (PCB,.), producen una porfiria
similar a la de hexaclorobenceno en ratas conejos y
aves. En Taiwan en 1979, fue identificada la presencia de PCB, en
el aceite para cocinar y se observo en 69 pacientes el incremento
de ALA y uroporfirinas urinarias (Marks, 1984).

El Aroclor 1254, el cual consiste de una mezcla de PCB,
produce porfiria hepatica, ya gque al administrar 100 mg/Kg de peso
de Aroclor por intubacién gastrica, se observé un aumento en la
uroporfirina wurinaria en wun 73% y en menor cantidad 1la
heptacarboxiporfirina y coproporfirina; se observa una acumulacién
de uroporfirina y heptacarboxiporfirina en higado. (Goldstein y
col.; 1973).

Por otra parte se ha observado que las dioxinas afectan
la sintesis del hemo, tal es el caso del TCDD el cual fue
administrado a ratas hembras y se pudo observar que hubo un
incremento en la excrecién de uroporfirina y heptacarboxiporfirina,
debido a que el TCDD es un potente inhibidor in vivo de 1la

uroporfirinogeno descarboxilasa hepatica.

1.3.4 Efectos de algunos metales sobre la biosintesis del grupo
hemo

Tomokuni e Ichiba, 1988 describieron el efecto que tiene
el plomo sobre la via del grupo hemo, observandose que en la

exposicién a plomo hubo un incremento de ALA urinario, asi como
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también fue inhibida la acitividad de la ALA-D en eritrocitos.
Woods y col., 1984 describieron el efecto que tiene el
cloruro de mercurio en la via del hemo, administrado en una dosis
aguda produciendo lo siguiente: disminuyd la actividad de 1la
uroporfirinégeno descarboxilasa y provocd un aumento en la
concentracién de urcporfirina urinaria. Por otro lado se ha
observado que en ratas expuestas a 10 ppm de hidroximetilmercurio
(MMH) en agua de bebida aumenta la concentracién de coproporfirina
urinaria después de 5 semanas de exposicidén. (Woods y col., 1991)
Woods y col., 1981, observaron el efecto in vitro de
varios metales traza sobre la actividad de UROG-D y comprobaron que
el cloruro de cadmio, cobalto y mercurio inhiben la actividad de

esta enzima.

1.3.5 Efecto del arsénico sobre la biosintesis del grupo hemo
Existen varios autores gue describen el efecto que-tiene
el arsénico sobre la sintesis del grupo hemo, entre ellos podemos
citar a Woods y Fowler (1977), los cuales reportaron que la
sintesis del hemo se vio afectada en ratas tratadas con arsenato de
sodio, incrementando significativamente la excrecién urinaria de
porfirinas, dependiente de coproporfirinuria y uroporfirinuria.
Por otra parte Martinez, 1983, reportd que el arsénico
en agua desionizada conteniendo 5, 50 y 100 ppm de arsénico como
arsenito de sodio, administrado a ratas durante siete semanas,
alterd la excrecidén de porfirinas observandose un incremento de

uroporfirinas urinarias.
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Woods y Fowler, 1978, describieron que la exposicién
prolongada a arsenato de sodio a 20, 40 y 85 ppm en el agua de
bebida provocd una disminucién de &cido 5-aminolevulinico sintetasa
(ALA-S) hepédtico, asi como también se vidé un aumento en
las concentraciones de uroporfirinas urinarias.

Woods y Fowler, 19839 reportaron que en ratas expuestas
crénicamente a arsenato de sodio en agua de bebida (40 & 85 ppm),
se observd que hay un aumento de coproporfirina urinaria y una
disminucién de la actividad de la coproporfirindégeno oxidasa en
rifién.

Garcia-Vargas y col., 1991 reportaron que la exposicién
crénica a arsénico en humanos, altera el patrdén de porfirinas de la
via del hemoc aungque no se presente porfirinuria; sin embargo se ve
una disminucién en la relacidén coproporfirina/uroporfirina,la cual
probablemente se ve afectada debido a que el arsénico este
inhibiendo las actividades de la uroporfirinégenc descarboxilasa

y/o la coproporfirinégeno oxidasa.
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1.4 JUSTIFICACION

El desarrollo econdmico e industrial logrado por México,
tiene como consecuencia mediata el incremento en los niveles de
contaminacién ambiental por agentes quimicos y/o bioldégicos. Es
también notable el impacto que este fenomeno ha tenido sobre la
flora, la fauna, las poblaciones humanas y los ecosistemas en su
conjunto. Si bien el monitoreo ambiental ofrece informacién sobre
el posible impacto que la polucidén pueda tener en el ambiente y los
seres vivos, este sistema de deteccién no significa necesariamente

que los organismos expuestos sean deletereamente afectados.

Es en este sentido que las instituciones nacionales e
internacionales, a cargo del cuidado del medio ambiente y salud
ambiental, han propuesto la bisqueda de indicadores tempranos de

dafio a nivel bioquimico, genético e inmunolégico, entre otros.

Para el establecimiento y la propuesta de un indicador de
dafio temprano, se requiere del conocimiento bésico sobre 1la
historia natural, de la patogenia y de los mecanismos de toxicidad

mediante los cuales un agente téxico causa la enfermedad.

En el caso particular del arsénico, como se ha citado en
los antecedentes, se ha postulado que las alteraciones que este
agente téxico ocasiona sobre la biosintesis del hemo, pueden ser

utilizados como indicador de dafic biogquimico.
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Con el fin de caracterizar la toxicodinamia del arsénico y
tomando como efecto tdxico a la excrecidn y acumulaciédn tisular de
porfirinas, en este estudio se propone evaluar la excrecidén
urinaria de porfirinas en ratas tratadas en forma aguda con

arsenito de sodio.
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1.5 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la respuesta porfirinogénica renal y la excrecién
de porfirinas en la orina de ratas expuestas en forma -aguda a

arsenito de sodio.

OBJETIVOS PARTICULARES
a) Determinar la dosis letal 50 (DL-50) del arsenito de sodio

en ratas.

b) Cuantificar el contenido de arsénico total en orina de

ratas intoxicadas con arsenito de sodio en forma aguda.
c) Determinar cuantitativamente la concentracién de porfirinas
en la orina de ratas intoxicadas en forma aguda con arsenito de

sodio.

d) Determinar cuantitativamente la concentracién tisular de

porfirinas en rifién.
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Fig. 1 Estructura quimica de las porfirinas
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II.- MATERIALES Y METODOS

2.1 EQUIPOS

- Sistema binario de cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC), Serie 700, BIO-RAD.

- Detector de fluorescencia, Modelo Fluorichrom TM,
VARIAN.

- Potenciémetro, Modelo Selection 2000, BECKMAN.

- Microcehtrifuga Micro-MB, IEC.

- Parrilla de temperatura regulada, Thermolyne Modelo
2200, Sybron.

- Balanza analitica, Modelo GMBH, Sartorius-Werke.

- Homogenizador, Polytron Modelo PCN 1, BRINKMAN -
Instruments.

- Espectrofotédmetro, Modelo Spectronic 20 D, Milton
Roy Company.

- Jaulas metabdlicas, Modelo 650-0100 (150-300 g),
NALGENE.

- Balanza para animales, Modelo XD-8XD, Fisher Scien;ific.

- Espectrofotdmetro de absorcidén atémica, Modelo AA-175,
VARIAN.

- Generador de hidruros MHS, Modelo 65, VARIAN.

- Lampara de citodo hueco para arsénico, VARIAN.

- Lampara de descarga sin electrodo para arsénico

VARIAN.
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2.1.1 Material de Cristaleria

Vasos de precipitados (50 y 100 ml).

Matraces volumétricos diferentes capacidades.
Matraz Kitasato de 2500 ml.

Tubos de ensayo de diversas medidas.

Tubos de microcentrifuga Ependorff (1 ml).

Vidrios de reloj.

2.1.2 REACTIVOS

De la compafiia de Merck de México se compraron

siguientes reactivos:

siguient

Metanol, Grado HPLC.

Acido acético, Grado reactivo.

Acetato de amonio, Grado reactivo.

Dimetil sulféxido (DMSO), Grado reactivo.

De la compafiia J.T. Baker de México se compraron
es reactivos

Acetonitrilo, Grado HPLC

Acido clorhidrico, Grado reactivo.

Acido tricloroacético (TCA), Grado reactivo.
Cloruro de sodio, Grado reactivo.

Acido sulfidrico, Grado reactivo.

Acido nitrico, Grado reactivo.

Acido perclérico, Grado reactivo.

Yoduro de potasio, Grado reactivo.
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De la compafiia Sigma Chemical de San Louis. USA se compraron
los siguientes reactivos:

- Arsenito de sodio, Grado analitico.

- AlbGmina sérica bovina, Grado analitico.

- Azul de Coomassie, Grado reactivo.

- Acido monometilarsénico (MMA).

- Acido dimetilarsinico (DMA).

- Mezcla de isémeros I de 8-, 7-, 6-, 5-, 4- y 2
carboxiporfirinas (Marker Kit Acid) Porphyrin Products. Logan, UT,
USA.

- Borohidruro de sodio (Tabletas) Alfa divisidén. Ventron

2.2 Determinacién de la Dosis Letal 50 (DL-50)
2.2.1 Tratamiento de los animales

Para la determinacién de la DL-50 se utilizaron 105
ratas Wistar macho, con un peso de 150 - 220 g, las cuales se
dividieron en 7 grupos de 15 ratas cada uno. En todos los
experimentos se permitié la ingesta de agua desionizada y alimento
(Cubos de purina Lab Diet manufacturado por PMI Feeds, Inc,Hanley
Rd., St.Louis) ad libitum. Las dosis empleadas fueron: 25, 50, 75,
100, 110, 125 y 150 umoles de arsenito de sodio/Kg de peso, el
arsenito se disolvidé en solucién salina y se administrd por via
subcutdnea en un volimen final de 200 ul.

El periodo de observacién de las ratas inyectadas fue de
48 horas. Después de la inyeccién de arsenito se levanto un

registro de ratas vivas y muertas a las 24 y a las 48 horas.

26



2.3 Determinacién de porfirinas urinarias y renales

Se emplearon 30 ratas macho Wistar, (180 - 220 g). Se
formaron 6 grupos de 5 animales cada uno (5 grupos tratados y 1
grupo contreol), los cuales recibieron una inyeccién subcuténea
(s.c) con 12.5, 25, 50, 75 y 90 umoles de arsenito de sodio/Kg de
peso en un volumen final de 200 pul, los controles recibieron una
administracidén de solucidén salina en un volimen final de 200ul.
Después de 1la inyeccién las ratas se colocaron en su jaula
metabdélica individual y se colectdé orina de 24 horas. Las ratas
consumieron agua ad libitum, pero se dejaron en ayuno las 24 horas
gue estaban en las jaulas metabdlicas. En seguida las ratas fueron
anestesiadas con éter, obteniéndose el higado y el rifién los cuales
se perfundieron con solucién salina a 4°C . La orina y los &rganos

se envolvian con papel aluminio y se congelaron a -70°C.

2.3.1 Métodos de separacidén y cromatografia
2.3.1.1 Extraccidén de porfirinas en orina

La orina se acidificé con 40 pul de HCl concentrado  por
1 ml de orina. La mezcla se agité y se tomé 1 ml de orina, el cual
se colocd en un tubo Ependorff se centrifugd a 1800 x g durante 10

minutos. El sobrenadante se colectd para el an8lisis por HPLC.
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2.3.1.2 Extraccidén de porfirinas en tejido
Reactivos
a) Mezcla de extraccidén de porfirinas
Se prepardé &cido tricloroacético (TCA) al 20%, para lo
cual se pesaron 5 g de TCA y se disolvieron en agua desionizada
aforando a un volimen de 25 mL. Posteriormente se agregaron 25 mL
de dimetilsulféxido (DMSO) para que quede una solucidén TCA/DMSO 1:1
P/V.
Metodologia
Se pesaron 250 mg de tejido (rifién), se agregaron 750 uL
de la mezcla de extraccién y se homogenizé en un homogenizador
Polytron; el homogenado se colocd en un tubo Ependorff y se
centrifugé a 1800 x g durante 10 minutos, el sobrenadante se

colectd para el andlisis por HPLC.

2.3.1.3 Anadlisis de las muestras por HPLC
Reactivos.
a) Buffer de acetato de amonio 1M pH=5.16
Se pesaron 154.17g de acetato de amonio y se disolvieron
en 1500 mL de agua desionizada y se ajustéd el pPH a 5.16 con &cido
acético glacial. El volumen se aford 2000 mL con agua desionizada.
Se filtrd a través de un filtro millipore de 0.45 pum.
b) Buffer de acetato de amonio en acetonitrilo al 9%
Se midieron 750 mL de buffer de acetato de amonio y se
agregaron 90 mL de acetonitrilo, se afordé a 1000 mL con el mismo

buffer.
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c) Metanol al 90% en acetonitrilo al 10%
Se midieron 750 mL de metanol, se agregaron 100 mL de
acetonitrilo y se aforé a 1000 mL con metanol.
d) Estandar Marker Kit
Se tomd un vial de Porphyrin acids kit, el cual contenia
10 * 1 nmol de cada una de las 8, 7, 6, 5, 4 y carboxiporfirinas,
isémeros I protegido de la luz con papel aluminio. Al vial se le
agregaron 9 mL de HCl1l 0.1 N, asi como tambien se agregaron 10 y 20
uL de uroporfirina y coproporfirina III y se llevd a un voldmen de
10 mL con el mismo HCl 0.1 N. La cantidad que se agregd de los
isémeros III va a depender de la concentracién de estos que se
midié por el coeficiente de extincién molar y al final el esténdar
gquedd a una concentracién de 1 nmol/mL de cada porfirina. Se
almacend a 4°C y en la obscuridad.
Tabla 3. Coeficientes de extincién para uroporfirina-I y III

y coproporfirina-I y III.

PORFIRINAS DISOLVENTES Longitud de € mM
onda maxima
(nm)
Uroporfirina HCl 0.5 N 405.5 541
I y I1Z
Coproporfirina HC1l 0.1 N 399.5 489
1.y 11T

Fuente (Fuhrhop y Smith, 1975).

Para hacer los cédlculos de los estdndares de URO-III y
COPRO-III se hacia lo siguiente: para URO-III se ajustaba a cero

con HC1l al 0.5N vy después se hacia un barrido de 400 a 410 nm con
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el estandar de URO-III y se tomaba la maxima absorbancia lo mismo
se hacia para COPRO-III solamente gue se ajustaba a cero con HC1
0.01N y el barrido se hacia de 395 a 405 nm. Para calcular el valor

de la concentracidén de los estandares se utilizaron las siguientes

férmulas:
Uroporfirina = Abs. x 1 nmol x VE = nmol
0.541 ml Vi ml
Coproporfirina = . X 1nmol x V£ = nmol
0.489 ml vi ml
en donde:
Abs. = absorbancia
vi = volumen inicial
VE = volumen final
Procedimiento

Tanto las muestras de orina como de tejido fueron
analizadas por HPLC a través de un sistema de elucidn isocratica
para obtener el patrén completo de porfirinas. El procedimienéo fue
el siguiente, en el recipiente de la bomba A se colocd buffer de
acetato de amonio 1M pH=5.16 con acetonitrile al 9% vy
metanol:acetonitrilo (90:10) al 8% durante 10 minutos,
posteriormente se cambiaron los porcentajes de metanocl:acetonitrilo
a diferentes tiempos, como se muestra en la tabla A. El sistema se
equilibré con elucién isocritica durante 10 minutos; con la
solucién contenida en la bomba A para equilibrar el sistema, luego
se procedid a inyectar la muestra a través de un inyector Rheodyne
con un loop de 500 pL (BIO-RAD) y se inicia el gradiente con las
siguientes caracteristicas:
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TIEMPO FLUJO % Met:Acn
Inyeccién 0 1 mL/min 8
10 1 mL/min 22
25 1 mL/min 31
31 1 mL/min 46
42 1 mL/min 55
51 1 mL/min 64

Condicicnes: Columna Spherisorb-0DS (LDC analytical), con
una longitud de 25 cm, tamafioc de la particula 5 pum. Detector
Fluorichrom TM (VARIAN), rango de longitud de onda de los filtros
405 nm (excitacién) y 600 nm (emisién). Voldmen de inyeccién
estadndar 100 uL, muestra 250-500 uL.

Antes de empezar a analizar las muestras se analiza la
mezcla de estandares que contiene 8, 7, 6, 5 y 4 carboxiporfirinas
Yy los isSmeros I y III de 8 y 4 carboxiporfirinas,

CALCULOS

Para determinar la concentracién de porfirinas en orina

y tejido se emplearon los siguientes algoritmos, de acuerdo a la

técnica de estandares externos.

a) Orina
A de la muestra mm* X 100pmoles X 1000 X Vol.de orina de=pmol/24h
A del St. mm? 500 24 hrs

donde:
100 pmoles = cantidad inyectada del estandar
1000 = Volumen final de 1la muestra
500 = Volumen de inyeccidén
A = Area
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b) Tejido

Area de la muestra mm’ X 100 pmoles X 1000 X 1
Area del St mm? 250 mg de proteina
de 250 mg de
tejido
donde:

100 pmoles= cantidad inyectada del estandar
1000 = Volumen final de la muestra
250 = Volumen de inyeccién

2.4 Andlisis Quimicos
2.4.1 Determinacién de proteinas en homogenados de tejido
Reactivoes
a) Azul de Cocomassie
Se pesaron 100 mg de colorante azul de Coomassie y se
colocaron en un matraz volumétrico de 1000 mL, se agregaron 50 mL
de etanol al 95% y se agitd hasta que se disolvid el colorante, se
agregaron 100 mL de &cido fosférico al 85%, aforando a volimen con
agua destilada. .
b) AlbGmina sérica bovina 1 mg/mL
Se pesaron 0.5 g de albimina y se colocaron en un matraz

volumétrico de 500 mL, se aford a volumen con agua destilada.

Metodologia
Las proteinas se determinaron por el método de Bradford
(1976), esta técnica se basa en la unién del azul brillante de
Coomassie a los grupos -NH, de las proteinas y su cambio de banda

espectral.
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a) Procedimiento para la curva tipo
Se realizdé la preparacién de una curva tipo de la
siguiente manera, de la solucidén de albimina sérica de 1 mg/mL

se tomaron las siguientes alicuotas:

VOLUMEN DE | AGUA DESTILADA COLORANTE CONCENTRACION
ALBUMINA (pL) {mL) (mg/mL)

(uL)

10 90 2.5 0.010

25 75 2.5 0.025

50 50 2.5 0.050

75 25 2.5 0.075

100 2.5 0.1
Blanco 100 2.5

Se agitaron muy bien y se leyeron a 595 nm ajustando con
blanco de reactivo. En la Figura 3 se muestra la curva de
calibracién.

b) Procedimiento para las muestras

Del homogenado que se hizdé para extraer porfirinas, se
tomaron 100 uL, de agui se tomaron 10 uL y se agregaron 90 uL de
agua y 2.5 mL del colorante, se agitaron y se leyeron a 595 nm
ajustando con blanco de reactivo. Se hicieron por duplicado cada
una de las muestras y todos los puntos de la curva.

CALCULOS

El valor de absorbancia obtenido se sustituye en la
ecuacién de la curva tipo X= y-b y se calcula el valor gque
corresponde a la concentracidn ﬁn mg de proteina / 10 uL de

muestra.

33



2.4.2 Determinacidén de arsénico total en orina

Esta técnica tiene como fundamento la formacién de
arsina (AsH,) al reaccionar el arsénico con un agente reductor gque
es el borohidruro de sodio. La digestidén de las muestras se hace
con &cidos (nitrico, sulfdrico y perclérico) para asegurar la
descomposicién de compuestos orgdnicos de arsénico, especialmente

dcido dimetilarsinico (Cox, 1980).

2.4.2.1 Soluciones patrén
Para hacer la determinacién de arsénico total en orina,
fué necesario realizar una curva de calibracidén, para lo cual se
tuvieron gue preparar soluciones patrén a wuna concentracién
conocida para que de estas soluciones se tomaran las alicuotas para
la preparacién de la curva.
a) Solucién patrén de arsenito de sodio 1000 mg As/L
En un matraz volumétrico de 100 mL se colocaron 0.1743 g
de arsenito de sodio y se aford a volimen con HCl 0.2 N.
b) Solucién patrdén de acido monometilarsénico (MMA) 1000 mg
As/L
En un matraz volumétrico de 100 mL se colocaron 0.1867 g
de MMA y se aford a volimen con agua tridestilada
c) Solucidn patrén de dcido dimetilarsinico (DMA) 1000 mg As/L
En un matraz volumétrico de 100 mL, se colocaron 0.2792

g de DMA y se aford a voldmen con HCl 0.2 N.
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2.4.2.2 Grafica de calibracién

De las soluciones patrén de arsénico inorganico, MMA y
DMA, se tomdé una alicuota de 500 ulL, colocandose cada una de las
alicuotas en un matraz volumétrico de 50 mL y se aforaron con HCl
0.2 N, las soluciones guedaron a una concentracién de 10 mg/L, de
esta solucidén se colocd una alicuota de 1 mL en un matraz
volumétrico de 50 mL y se aforé a volimen con agua tridestilada,
guedando a una concentracién de 0.2 mg/L.

De la solucién de 0.2 mg/L se tomaron las siguientes

alicuotas:
As III MMA DMA CONCENTRACION
(uL) (L) (pL) (ug/AsT)
25 50 100 0.035
50 100 200 0.070
100 200 400 0.140
200 400 800 0.280
400 800 1600 0.560

2.4.2.3 Procedimiento de digestidén de las muestras

1.- Se colocd la orina en un vaso de precipitados de 100 mL
(2 mL de orina de rata control y 0.5 mL de ratas expuestas).

2.- Se adicionaron a la muestra 5 mL de HNO, concentrado y 1
mL de H,S0, concentrado.

3.- Los vasos se cubrieron con vidrios de reloj y se colocaron
en la parrilla previamente calentada a 100°C durante una hora.

4.- Los vasos se retiraron de la parrilla y se dejaron enfriar

a temperatura ambiente.
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5.- Se agregaron 2.5 mL de HNO, concentrado y se colocaron en
la parrilla.

6.- Se fué aumentando la temperatura poco a poco hasta que
queddé un voldmen aproximado de 1 mL.

7.- Se retiraron los vasos de la parrilla y se dejaron enfriar
a temperatura ambiente.

8.- Se agregaron 2.5 mL de H,S0, concentradoc y se colocaron
en la parrilla a una temperatura de 250°C.

9.- Cuando se colocaron los vasos en la parrilla la muestra
es incolora, al contacto con el calor cambia a un color amarillo
verdoso la cual se va a tornar incolora otra vez; en el momento en
gque la muestra perdié el color, se retiraron los vasos de la
parrilla y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

10.- 8Se transfirié cuantitativamente de 1los vasos de
precipitados a matraces volumétricos de 10 mL enjuagando el vaso y
el vidrio de reloj con agua destilada varias veces.

11.- Se transfirié6 el contenido del matraz a vasos de
precipitados de 50 mL y de ahi se tomaron 5 mL, se adiciond 1 mL de
yoduro de potasio al 20% y se esperaron 45 minutos.

12.- Se determind el contenido de arsénico en un equipo de
espectrofotometria de absorcién atémica equipado con un generador

de hidruros, a una longitud de onda de 193.7 nm y con un slit de 1.
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2.5 Técnicas Estadisticas

La diferencia de las medias de los pardmetros estudiados,
entre los grupos control y los tratados se evaluaron por el
anilisis de varianza simple y posteriormente se realizaron
comparaciones miltiples de medias empleando la prueba de Tukey. El
experimento se realizé una vez, con una n=5 para los grupos

tratados y el grupo control.
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III.- RESULTADOS



3.- RESULTADOS
3.1 Determinacién de la dosis letal-50 (DL-50)

La relacién dosis/respuesta del arsenito de sodio,
administrado por via subcutdnea a ratas Wistar macho, se muestra en
la Figura 4. Los resultados de este experimento fueron analizados
como se citdé en Material y Metodos, la dosis letal al 50% de
respuesta (DL-50) fué de 36 mg As/Kg de peso. Los limites
fiduciales al 95% fueron de 27-48 mg/Kg; esta relacion mostro ser

significativa con un valor de r?=0.7926 (p < 0.05).

3.2 Cuantificacién de porfirinas urinarias

En la Tabla 4 (Figuras 5-9) se muestran los valores de la
excrecién urinaria de porfirinas, en las ratas tratadas y su
comparacidén con los animales control. En las ratas tratadas con
diferentes dosis de As (III), la excrecion urinaria de ambos
isémeros de uroporfirinas, heptacarboxiporfirinas,
hexacarboxiporfirinas, pentacarboxiporfirina I y de coproporfirina
I, no fue significativamente diferente (p s 0.05) a los valores de
excrecidén de estas porfirinas en las ratas control.

Por otra parte, en las ratas tratadas con 90 umoles de
As/kg de peso, la excrecion urinaria de pentacarboxiporfirina III
fue mayor a 10 veces el valor obtenido en los animales control
(Figura 8), este incremento fue estadisticamente significativo (p
s 0.01).

Con respecto a la excrecidén urinaria de coproporfirina

III, los animales tratados con 25, 50 y 90 umoles de As/Kg de peso
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presentaron incrementos significativos (p = 0.05) en el contenido
urinario de esta porfirina, con respecto al grupo de ratas control.
(Figura 9).

La administracién de As (III) causd un incremento en los
valores de la relacidén COPRO/URO urinario con respecto al valor
control (Tabla 5). Este incremento mostro una relacion dosis-
respuesta significativa para las dosis de 12.5, 25.0, y 50.0 umoles
de As/Kg de peso (Fig. 10). Sin embargo, 1la respuesta
porfirinirica disminuye en la dosis de 90 umoles de As/kg de peso

(Fig. 11), aunque continuo siendo superior al valor control.

3.3 Cuantificacién de porfirinas renales

En la Tabla 6, se muestran los valores de la
concentracién de porfirinas renales, en las ratas tratadas y su
comparacidén con los animales control.

En la Figura 12 se puede observar que en las -ratas
tratadas con 75 umoles de As/Kg de peso, se presentd un aumento
significativo (p s 0.05) en el contenido renal de URO-I, por otra
parte se puede observar que en las ratas tratadas con diferentes
dosis de As (III) presentaron un aumento en el contenido renal de
URO-III con respecto a los animales control; sin embargo este
incremento s6lo fué estadisticamente significativo (p s 0.05) en
las dosis de 75 y 90 umoles de As/Kg de peso, observandose que este
aumento mostro una relacidén dosis-respuesta (Figura 13).

Respecto al contenido renal de heptacarboxiporfirina

(Figura 14), en las ratas tratadas con 75 umoles de As/Kg de peso
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se presento un aumento significativo (p s 0.05) en el contenido
renal de esta porfirina con respeto a los valores del grupo
control. El comportamiento de esta porfirina mostro una relacién
dosis-respuesta como se puede observar en la Figura 15.

En la Figura 16 se muestra el contenido renal de
hexacarboxiporfirina-I, en los animales tratados con diferentes
dosis de As (III) en donde se observa una disminucidén de esta
porfirina, sin embargo esta disminucién no fué estadisticamente
significativa (p s 0.05) con respecto a los animales control, pero
si se observé gue el contenido renal de hexacarboxiporfirina-I era
inversamente proporcional a la dosis administrada.

En cuanto a hexacarboxiporfirina-III (Figura 16), se pudo
observar que las ratas tratadas con 12.5 y 25 umoles de As/Kg de
peso incrementd significativamente (p s 0.05) el contenido renal de
esta porfirina respecto a los valores del grupo control. Sin
embargo a pesar de que la concentracién de hexacarboxiporfirina-III
aument® en estas dos dosis, los niveles de esta porfirina tendieron
a disminuir conforme se incrementaba la dosis de arsenito de sodio.

En relacién a la pentacarboxiporfirina-III (Figura 17),
se pudo observar que en las ratas tratadas con diferentes dosis de
As (III), el contenido renal de pentacarboxiporfirina-III no fue
significativamente diferente (p = 0.05) a los valores del contenido
renal de esta porfirina en los animales control.

En cuanto a COPROS, Gnicamente la COPRO-III es el isbémero
presente en rifién, pues solo se presentd un pico cromatografico

cuando éste se compardé con un estédndar externo quedd establecido
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de gue isémero se trataba. En la Figura 18 se puede observar que en
las ratas tratadas con 90 umoles de As/Kg de peso el contenido
renal de COPRO-III disminuyo significativamente (p s 0.05) con
respecto a los valores del grupo control.

Por otra parte, la disminucién en la concentracién de
COPRO-III renal estaba inversamente relacionada con la dosis de As
(II1) administrada (Figura 19).

La administracién de As (III) causé una disminucidén en
los valores de la relacién COPRO/URO renal con respecto al valor
control (Tabla 7). Esta disminucién fué dependiente de la dosis
(Figura 20). En la Figura 21 se muestra la grdfica de la relacidn
COPRO/URO en donde se puede observar claramente como aumenta la
concentracién renal de URO-III y como disminuye la concentracidn
renal de COPRO-III.

3.4 Determinacidn de arsénico total en orina

En la Tabla 8 se muestran los resultados de arsénico
total en orina, en donde pueden observarse las diferencias en el
contenido urinario de arsénico total en los grupos tratados con
respecto al control (10 -114 veces), observandose que la diferencia
del valor control con respecto a los grupos tratado es muy notoria
(Figura 22). El aumento de la concentracidédn de arsénico total en
orina estaba directamente correlacionado con la dosis. El
porcentaje de excrecién de arsénico en orina respecto a la dosis
administrada estuvo en un intervalo de 11 - 17.7%, observdndose que
la dosis méds alta es la que presenta un mayor porcentaje de

excrecidén (Figura 23).
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Tabla 4. Efecto de la administracion subcutdnea de arsenito de arsenito de sodio sobre 1a excrecidn
urinaria de porfirinas en ratas.

TRATAMIENTO
Porf. Control Dosis de As (I111) umoles / kg peso (Media & desv. esténdar)
12.5 25.0 50.0 90.0

UROD-1 636 + 361 862 + 57 811 + 321 374 + 183 1042 + 440
| pmol/24 h

URD-111 1191 + 813 832 + 686 1410 + 800 618 + 212 912 + 307

pmol/24 h

Heptacarboxi | 4386 + 2684 5223 + 1400 8315 + 3692 | 2669 + 732 3029 + 2151

porfirina
 pmo1/24 h

Hexacarboxi 329 + 272 206 + 236 290 + 108 697 + 300 383 + 172

porfirina

pmol/24 h

Pentacarboxi 264 + 127 512 + 213 469 + 252 1175 + 901 1012 = 314

porfirina-1

pmol/24 h

Pentacarboxi 265-+ 80 841 + 308 1024 + 359 1685 + 721 | 2926 1288 !

?orfiﬂna-

11pmol/24 h

COPRO-1 478 + 133 507 = 144 735 + 195 567 & 329 510 + 390
| pmo1/24 h

COPRO-I11 24.4 £+ 9.8 B2+ 11 60.3 19/ 51z21! 482 25/

pmol/24 h

x10°

Porfirinas 31989 42183 73354 58785 57814

Totales

pmal/24 h

n="

J snifs_ significativas respecto al control p<0.05
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Fig. 8 Curva de calibracién para la determinacién de proteinas

Absorbancia (595 nm)
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Fig. 4 Determinacién de la DL—50 de arsenito de sodio expresada
en In de lo Dosis. Determinada por el métode de logit.
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Excrecién de URD | y Il {pmol/ 24 hrs)
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Fig. 5. Efecto de la administracién del arsenito de sodic sobre la
excrecidn urinorio de Ureparfirina | y lll, determinades por HPLC.
Los resultadoe ee expresan como lo media £ e.e (n=5).

B URO-I [ URO-IIL

1:Centrol, 2 :12.5 gmoles, 3: 25 umolee, 4: 50 umoles
5: 80 umoles
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Excreciéon. de 7—COOH (pmol/ 24 h)
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Fig. B Efecto de la administrocién del arsenito de sodic sobre la
excrecién urinario de Heptacarboxiporfiring, detarminada por HPLC.
Los resultodos se expresan como la medio = e.e. (n=5).

1: Comtrol, 2:12.5 umoles, 3: 25 umoles, 4: 50 umoles

5: 90 umoles
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Excrecibu. de 6-COOH—-I {pmol/ 24 h)
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Fig. 7 Efecto de lo odminietrocién del areenito de eodio sobre

lo excrecién urinaria de Hexacarboxiporfirina, determincda por
HPLC. Lee resultodos se expresan como la media = e.e. (n=5).
1: Controll, 2: 12, $ umoles, 3; 25 umoles, 4: SO umeles 5: 90 umoles
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Excrecién de 5—COOH-I y Il {pmol/ 24 hrs)
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Fig. B Efecto de la administracion del arsenito de sodio eobre lo
excrecion urinaria de Pentacarbexiporfiring | y Ill, determinadas
por HPLC. Los resultodos se expresan como la medio + e.e (n=5§).
« pignificativomente diferentes con respecto ol control de acuerdo
a la prueba de andlisis de vorianza p £ 0.05 [l 5-COCQH-I

] 5=COOH=IIl. 1: Contrel, 2: 12.5 umoles, 3 :25 umoles
4: 50 wmoles y 5: 80 umoles.

5
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Excreciéon de COPRO-I y I {pmol/ 24 h)
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Fig. 9 Efecto de lo odministrocién del argenito de sodic sobre
la excrecién urinaria de Copreporfirina | y Ill, determinadas por
HPLC. Les resultados se expreson como la media + e.e. (n=5).
+ gignificativamente diferentes respecto al control de ocuerdo
o la prueba de anélisis de vorionza p £ 0.01. EEECOPRO-I
[CJCOPRO~IIl. 1: Control, 2: 12.5 wmoles, 3: 25 umoles,

4: 50 umoles y 5: 90 wnoles
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Relacién COPRO/URD
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Fig. 10 Curva desis—respuesta de lo relocién COPRO/UROD
urinaria en rotas trotadae con arsenito de sodio. n=4.
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Relacidn COPRO/URO
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Fig. 11. Curva dosis—respuesta de la relacion COPRO/URO
urinario en rotae trotodas con areenito de sodio. n=5.
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Tabla 5.- Efecto de la administracién de As (III) en la
relacién COPRO/URO en porfirinas urinarias.

Grupo Relacién COPRO/URO | Nimero de veces
arriba del control
Control 20.52
12.5 umoles 39.86 1.4
25.0 pumoles 42.75 2.0
50.0 umoles 82.68 3.8
90.0 umoles 52.63 1.8

En esta tabla se presenta la relacién media de COPRO/URO
de porfirinas urinarias, mostrandose el nimero de veces que aumenta
en los grupos tratados respecto al grupo control

dosis) .
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Tabla 6.- Efecto del arsenito de sodio sobre el contenido de porfirinas renales en ratas
expresadas en pmol/mg de proteina en 250 mg de tejido.

T R A T A M I E N T 0]

Porfirinas Control Dosis de As (III) umoles/Kg de peso. Media %+
Desviacidén Estandar
12.5 25.0 50.0 75.0 90.0
URO-I 43 + 26 81 + 52 55 + 16 95 + 25 129 + 63% 90 + 68
URO-III 139+49 262 +150 213437 226 + 47 527 + 87% 585 +46*

Heptacarboxiporfirina | 687+373 1103+499 | 807+397 938 +180 | 3346+2410 * 2624+1570
ITI

Hexacarboxiporfirinal | 3.5+2.7 8.71+3 7.5+3.9 5.02+ 1 | 5.5 + 2.7 2.4 +1.2
HexacarboporfirinaIII |38 + 17 119 + 32 | 87 + 18 44 + 11 |56 + 17 31 0+ 11
Pentacarboxiporfirina | 3.843.0 5.1 +#2.1 | 3.6+2.7 4.3 +3.1 | 3.4 + 1.9 1.7 0.8
III

COPRO-III 116+ 58 158 + 56 128+ 19 63 + 18 46 + 24 28 +9.5°%

& Difs. significativas respecto al control p<0.05
n=5
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Conc. de URO I y Il (pmol/mg prot)
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Fig. 12 Efecto de la administracién del arsenito de sodio

sobre el contenido renal de Uroporfirina | y I, determinadas

por HPLC. Los resultodos se expresan como la medio £ e.e.
(n=5) = significativamente diferentes con respecto ol control

p < 0,05, URO~| =3 URO-III.

1: Control, 2: 12.5 umoles, 3:25 wmolea, 4:50 umolee, 5: 75
umcles € :90 umoles
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Conc. de URO-IIl (pmol /mg prot.)
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Flg. 13 Curva dosls—respuesta de uroporfirina lll renal

de rotos trotadoe con arsenito de ecdio, observandoee
que conforme oumento lo dosis cumento lo concentrocion
de URO-Ill determinoda por HPLC. Los resultadoe ee
expresan como la cocentracién medio (n=5).
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Conc. de 7—COOH-MI (pmol/mg prot)

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

T

i

%

: -

M%\Vq
hﬁa

1 3

Fig. 14 Efecto de la administracién del arsenito de sodio sobre

8l contenido renal de Heptacarboxiporfirina, determinoda por

HFLC Los resultodos se expresan como lo madia * 8. (n=5).
ignificativamente dlfnrontn res ecto ol control p £ 0.05.
ontroi. 2:12.5 pmoles. 5P,umo!os, 4: 50 umoles,

5 75 umoles B: 90 ymoes
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Cone. de 7—CO0OH (pmol/mg prot)
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Fig. 15 Curvo dosis—respuesto de heptocarboxiporfiring renal
de ratas tratodes con arsenlto de sodle, observandose gue
conforme aumenta la dosis aumenta la concentracién de
7—-COQH determinada por HPLC. Los resultados se expresan
como la concentrocién media. (n-5].
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Con. de 6-COOH—-i ¥ I {pmol/mg de prot.
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Fig. 16 Efecto de lo odministrocidén de arsenito de sodio sobre
el contenido renal de Hexacarboxiporfiring | y Ili, determinadaos
por HPLC. Los resultcdca se exprescn como lo medio : e.6.

(n=5) B8—COOH—I 8—COOH—III
1: Controi, 2: 12.5 umoles, 3: 25 umoies, 4: 50 umoles
S: 75 pmoles y 6: 30 umoles
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Conec. de 5—COOH-1 {(pmol/mg de prot)

Fig. 17. Efecto de io odministrocién del arsenito de sodio sobre
el contenido renal de Pentacarboxiporfiring Ill, determinada por
HPLC. Los resultados se expresan come la medla £ e.e. (h=5)

1: Control, 2:12.5 umoles, 3 :25 umoles, 4: 50 umoies
5: 75 umcles &: 90 umoles.
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Conc. de COPRO-I (pmol/mg de prot)
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Fig. 18 Efecto de la administracién de arsenito de sodio sobre
el contenido renal de Coproporfiring lll, determinada por

HPLC. Lo resultodos se expreean como la media 4 e.e (n=5).
s gignificativamente diferentes respecte al contrel de ocuerdo
al andlisis de varignza p < 0.05,

1: Control, 2:12,5 umoles,«3 25 umoles, 4: 50 umoles,
5175 pmolea 5: 80 gmoles,



Relacién COPRO/URO
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Fig. 20 Curva dosis—respuesta de la relacién COPRO/UROQ
renal, obeervandose que conforme aumenta lo doeis de
areenito de sodio dieminuye lo relacién COPRO/URO.
(n=5 para cada punto).
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Tabla 7.- Efecto de la administracién de As (III) en la relacidén COPRO/URO en porfirinas

renales.
Grupo Relacién COPRO/URO Numero de veces
abajo del control
Control 0.8382
12.5 pumoles 0.6032 1.4
25.0 umoles 0.6034 1.4
50.0 umoles 0.2778 3.0
75.0 pumoles 0.087 9.6
90.0 umoles 0.047 18.0

En esta tabla se presenta la relacién media de COPRO/URO de porfirinas renales,
mostrandose el nimero de veces que disminuye en los grupos tratados respecto al grupo
control.

(n=5 para cada dosis) .
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Conc. de URO-II y COPRO-DI (pmol/mg/prot)
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Flg. 21. Efecto de la administracion del arsenlto de sodlo
sobre &l contenido renol de uroporfiring Illl ¥ coproporfiring i
en rotos trotodos con arsenito de sodio. Los resultodos se
expresan como concentracién media (n=5)
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Tabla 8. Excrecién urinaria de As total en ratas intoxicadas
con diferentes concentraciones de As (III). Media +
desviacién esténdar.

Conc.de AsIII n | Conc. de AsT % de
umoles/Kg de ug/100g/dia Excrecién
peso
0 5 2.22 + 0.76
12.5 = 19.0 + 4.2 11.84
25.0 5 44.0 + 5.5 13.43
50.0 5 77.0 + 30.0 11.84
75.0 5 139.0 + 37.0 13.97
90.0 5 208.0 + 74.0 17.76
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Conc. de COPRO-II (pmol/mg prot)
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Fig. 19 Curvo dosis—respuesta de COPRO—IIl renol de ratos
trotadoe con areenito de scdic, cbeervondoege que conforme

gumenta lo dosis disminuye la concentracién de COFRO-III.
determinada por HPLC. Los resultodos se expresan como

concentraclon medla (n=5).
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Conc. de arsénico tolal {ug/100g/dia)
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Fig. 22 Relacién del arsenito de sodio sobre la excrecién
urinaria de areénico total, observandose que conforme
aumenta la dosis aumenta la concentrocidn de AsT urinario

de las rotos tratadas con arsenito de sodio. Los resultaodos

$e expresan ¢omo concentraclon medla, (h=5.. y=2.28x — 18,
r=0.98, p 2 0.05
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% de excrecion de la dosis de As
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Fig. 23 Porcentaje de excrecién de arsénico urinario con
respecto o la dosis odministroda de orsenito de sodio.
Les célculos se hicieron de ocuerdoe al velumen urinario
v al peso de la rata
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DISCUSION DE RESULTADOS
4.1 Estudios generales de toxicidad aguda.

La DL-50 para As (III) administrado subcutdneamente a
ratas fué de 36 mg/Kg de peso, este valor es ligeramente menor gque
la DL-50 oral reportada en la misma especie que es de 41 mg/kg
(NIOSH, 1977). Es posible que esta diferencia sea debido a que el
As (III) administrado parenteralmente logra una biodisponibilidad
mayor a cuando es administrado por via oral (McKinney, 1992). Sin
embargo, no es posible comparar la DL-50 subcutdnea obtenida en
este trabajo con otros valores publicados pues no hay informacidén

disponible.

4.1 Efecto del As (III) sobre la excrecidn de porfirinas urinarias.

Muchos metales pueden tener efectos porfirinogénicos
(Marks, 1984). En este trabajo demostramos que el As (III)
administrado en un esquema agudo es un agente porfirinogénico, pues
se observaron severas alteraciones en el patrén y contenido
urinario de porfirinas de las ratas tratadas.

Las alteraciones mas evidentes causadas por 1la
administracién de As (III) fueron los efectos observados sobre la
excrecién de porfirinas totales en orina, esto queda de manifiesto
en la observacién del aumento de todas las porfirinas urinarias.
Sin embargo, solamente la concentracidén urinaria de COPRO-III fué
la que resultdé ser estadisticamente diferente con respecto al
control. Este pérfil de porfirinas urinaria puede ser explicado por

diversas alternativas no necesariamente excluyentes:
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a) Una induccién de la hemo oxigenasa, la cual es la enzima a
cargo de degradar al hemo. Asi, un incremento en la actividad de
esta enzima tendria como consecuencia una disminucién en las pozas
celulares de hemo, estimulando mediante un mecanismo de
retroalimentacién negativa la sintesis de los precursores de
porfirinas, en consecuencia un aumento en el contenido tisular de
porfirinas y finalmente un incremento en su excrecién urinaria
(Rimington, 1987).

Existen varias evidencias en donde se ha observado que la
hemo oxigenasa puede ser inducida por diversos metales. El grupo de
Kappas (Maines y Kappas en 1976; Drummond y Kappas, 1981) ha
reportado gque la administracién subcuténea e individual de
antimonio, cobalto, niquel, fierro, cadmio, cobre, litio, =zinc,
plomo y mercurio, fueron capaces de inducir a la hemo oxigenasa,
provocando una disminucién del hemo microsomal hepdtico, un aumento
en la actividad de la ALA-S y como consecuencia, un incremento en
la sintesis de porfirinas.

Sardana y col., (1981), reportaron que la administracién
subcutédnea de arsenito y arsenato de sodio (25-100 umol/Kg) provocd
una induccién de la hemo oxigenasa hepdtica, observindose una mayor
induccién en las ratas tratadas con As (III). En este mismo
sentido, Cebrian y «col., (1988), observaron incrementos
significativos en la actividad de la ALA-S en ratas tratadas
crénicamente con As (III) en agua de bebida. Esta observacién
coincidié con disminuciones importantes en la saturacién de la

triptofano pirrolasa, manifestando una disminucién en las pozas
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celulares hepdticas de hemo libre. La disminucién en las pozas
celulares de hemo libre como respuesta al tratamiento con arsenito
fue explicado como consecuencia de una induccién de la hemo
oxigenasa. Esto fue corroborado posteriormente por los mismos
autores (Albores y col., 1989), al observar incrementos en la
actividad de la hemo oxigenasa y ALA-S posterior a la
administracién aguda de arsenito de sodio (75 umoles/kg de peso).
Con todo lo anterior se puede proponer que el incremento
en la excrecidén urinaria de porfirinas puede ser debido a un
incremento en la sintesis de porfirinas. El1 incremento en la
sintesis de porfirinas es explicado por una induccién de la ALA-S
a consecuencia de un una disminucién de las pozas celulares de hemo
libre hepéatico (Cebri&n y col., 1988), a su vez causada un
incremento de la degradacién del hemo por el efecto del As de
inducir la actividad de la hemo oxigenasa (Albores y col., 1989).
b) Inhibicién de la COPRO-OX. El reflejo de una inhibicidén de
esta enzima seria un incremento notable en la excrecidn urinaria de
coproporfirina III, el cual fue el principal hallazgo cualitativo
de este trabajo. La inhibicién de la COPRO-0X ya ha sido reportada
por Woods y Southern (1989), quienes observaron la inhibicién de
esta enzima en higado de ratas tratadas subcrénicamente con
arsénico en agua de bebida.
c) Otra explicacidén para la coproporfirinuria III consiste en
que el tratamiento agudo con As haya inhibido a la ferroquelatasa
Y que por rebosamiento se estuviera acumulando PROTO, y que este

aumento en PROTO trajera como consecuencia un incremento en la
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acumulacién de COPRO III.

Con respecto a pentacarboxiporfirina-III se observa que
existid un aumento significativo en la dosis de 90 umoles As/Kg de
peso, esto puede ser debido a que haya una disminucién en la
eficiencia de la dGltima descarboxilacién del uroporfirinégeno por
la URO-D. Es importante remarcar gue el incremento en la
pentacarboxiporfirina-III aparece como una alteracién en el pérfil
urinario de porfirinas observada en los animales tratados con As en
este trabajo. Esta observacién se debe a la capacidad y resolucién
del método analitico empleado.

No se observd ninguna alteracién respecto a la excrecién
urinaria de URO-I y III. Estos resultados difieren de los
reportados por Woods y col., (1977, 1978). Esta discrepancia puede
explicarse por la diferencia en el esquema de tratamiento
utilizada, ya que en este trabajo el tratamiento se realizo en
forma aguda, mientras gue en los trabajos de Woods y col., los

esquemas de exposicién fueron de tipo crénico.

4.3 Efecto del As (III) sobre el contenido de porfirinas renales
El arsenito de sodio resultd ser un agente
porfirinogénico en el rifién ya que su contenido de porfirinas se
alterd. En primer lugar, se observd un aumento en la concentracién
renal de URO-III, siendo estadisticamente significativo en los
animales tratados con 75 y 90 umoles As/Kg. Estos animales también
presentaron un aumento en el contenido renal de

heptacarboxiporfirina-I1II. Por otra parte, la concentracién tisular

73



renal de coproporfirina III disminuyé progresivamente, en forma
dosis-dependiente, logrando un decremento significativamente mayor
en los animales tratados con 90 umoles As/Kg. Estas alteraciones en
la concentracién renal de porfirinas pueden ser explicadas por una
inhibicién de la uroporfirinégeno descarboxilasa (URO-D) renal en
las ratas tratadas con As. La URO-D es la enzima que cataliza la
descarboxilacién de URO-III a COPRO-III, formando las 7, 6 y 5
carboxiporfirinas como productos intermediarios. La inhibicién de
la URO-D provocaria una acumulacién del substrateo (URO III) y una
menor formacién del producto (COPRO III) y en consecuencia una
disminucién en la relacién COPRO/URO en tejido renal. La asociacién
causal entre la inhibicién de la URO-D y la disminucién de la
relacién de coproporfirinas/uroporfirinas tisulares ha sido
propuesta previamente por Doss (1979). Este autor, reportd que la
inhibicién de la URO-D es la que causa la porfiria hepéitica
crénica, resultando primero una acumulacién de uro Yy
heptacarboxiporfirinas hepadticas, y en consecuencia una inversidn
en la relacién COPRO/URO, lo cual posteriormente reflejaria en la
excrecién urinaria de wuro y heptacarboxiporfirinas. Existen
diversas evidencias en los cuales la actividad de la URO-D es capaz
de ser inhibida por substancias quimicas. Por ejemplo Francis y
Smith (1987) sugieren que la URO-D también es inhibida en higado de
ratones tratados con hidrocarburos aromiticos.

Por otra parte el grupo de Woods (Woods y col., 1981 y
Woods y col., 1984) observaron los efectos de varios metales traza

sobre la actividad de la URO-D hepédtica "in vitro", observando que
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tanto el As (III) como el arsenato inhiben significativamente esta
enzima y ellos sugieren que esta inhibicién puede ser debida a la
formacién del mercaptido del metal con los grupos sulfihidrilos de
la URO-D. Garcia-Vargas y col. (1994), observaron una disminucién
en la actividad de URO-D renal y hepdtica en ratones expuestos
subcrénicamente a arsenito y arsenato de sodio subcronicamente in
vivo. En este trabajo la inhibicién de la URO-D renal fué
significativamente mayor que la hepdtica. Ademds este efecto fué
mas acentuado en los ratones tratados con arsenito en comparacidn
a los tratados con arsenato. Finalmente Garcia-Vargas y col
(1994a), observaron una inversién en la relacién COPRO/URO en
poblaciones humanas expuestas crdénicamente a arsénico en el agua de
bebida. Estas alteraciones fueron interpretadas como un resultado
de la inhibicién "in vivo"” de la URO-D en los individuos expuestos
a arsénico. Asi la acumulacidn de URO-III observada en este trabajo
sugiere una inhibicién de la URO-D, lo cual es apoyado por el ‘hecho

de que la acumulacidén fué dosis-dependiente.

4.4 Excrecidén de arsénico total en orina.

Respecto a la concentracién de arsénico total en orina,
se pudo observar que se presentaron diferencias de todos los grupos
tratados con respecto al control. La excrecién urinaria de arsénico
total presento una conducta tipo dosis-respuesta, observandose que
conforme aumentaba la dosis de As (III) aumentaba la concentracidn

de arsénico total en orina.
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Por otra parte en cuanto al porcentaje de excrecidn
urinaria de arsénico en 24 horas, se pudo observar gque todos los
valores obtenidos en los grupos tratados con As (III) entran en el
rango reportado por Odanaka y col. 1980 el cual se encuentra entre

un 10 y 17 %.
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CONCLUSIONES

* E1 As (III) de sodio actlia como un agente porfirinogénico,

en ratas en un esquema de intoxicacién aguda.

* La administracidén de As (III) causa un aumento de
porfirinas totales urinarias, sobresaliendo el aumento en
la excrecién urinaria de COPRO-III. Estas alteraciones
pueden ser explicadas por:

i) Induccién de la hemo oxigenasa, causando
degradacidn intracelular de hemo y en consecuencia una
disminucién en las pozas celulares de hemo libre. Se
estimula a la ALA-S para aumentar la sintesis de
porfirinas y reajustar las pozas celulares de hemo libre.

ii) Inhibicién de la COPRO-0X trayendo como
consecuencia un aumento en la excrecidén de su sustrato
COPRO-III

iii) Inhibicién de la ferroquelatasa trayendo
como consecuencia un aumento de PROTO y por rebosamiento

se este acumulando COPRO-III

* E1 As (III) causé un aumento de URO-III renal y una
disminucién de COPRO-III probablemente debido a una
inhibicién de URO-D renal. Estos cambios en el contenido de

porfirinas renales fué dependiente de la dosis.
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