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[ RESUMEN

La union ADN-proteina estd implicada en procesos de expresién génica,
reparacion, replicacion y de manera menos especifica, en la conformacion
estructural de la cromatina. La generacidn de entrecruzamientos entre el ADN y las
proteinas con las que interacciona puede producir interrupciones en la hebra de ADN,
originando deleciones importantes durante su sintesis o reparacion, lo que puede ocasionar
la inactivacién o pérdida de genes que pueden ser los involucrados en la supresion de
tumores o en secuencias teloméricas cuya preservacion resulta esencial en el mantenimiento
de la integridad cromosdmica.
Dentro del grupo de agentes entrecruzadores, el arsenito de sodio ha
demostrado inducir enlaces entre las hebras de ADN y dafio cromosomico dependiente de
sintesis, por lo que en este trabajo se decidio estudiar su capacidad para inducir complejos

ADN-proteinas.

El sistema biolégico utilizado fueron ratones de la cepa Balb/c AnN,
sometidos a un tratamiento agudo con arsénico. Las dosis utilizadas fueron 4.5, 9 y 12
mg/kg de arsenito de sodio. Una vez transcurridas 3 horas de exposicitn, se extrajeron fos
higados, y enseguida fueron homogeneizados. Def homogenado se aislaron los micleos y se
precipitaron las proteinas unidas al ADN mediante una metodologia basada en la propiedad
del dodecil sulfato de sodio {SDS) para unirse fuertemente a proteinas y no asi al ADN.
Posteriormente, al agregar cloruro de potasio (KCI) el SDS se une a éste formando un
precipitado insoluble que sedimenta al centrifugar a baja velocidad. Si el ADN esta
complejado a alguna proteina, al precipitar las proteinas el ADN precipita con ellas. Por

digestion de las proteinas el ADN es liberado y luego cuantificado por fluorescencia.

Mediante este método se pudo demostrar que e! arsenito de sodio indujo
complejos ADN-proteinas de manera significativa en la dosis de 12 mg/kg asi como en el
contro! positive utilizado. Se observé una relacién dosis-efecto con una r=0.56 y p=0.001.
Se identificaron a un grupo de citoqueratinas, mediante ef uso de anticuerpos especificos en

inmunorréplicas, como aigunas de las proteinas presentes en los complejos.



indice

II

1. Introduccién
1.1 Planteamiento del problema
1.1.1 Arsénico y dafio
1.1.2 Dafo hepatico
1.1.3 Exposicién aguda a arsénico
1.2 Hipotesis
1.3 Objetivos
2. Antecedentes
Mecanismo de accion de los carcinégenos
Uniones ADN-proteinas. Generalidades.
Replicacion y reparacion
2.1.1 El nucleo durante el ciclo celular
2.1.2 Interacciones ADN-proteina especificas
2.1.3 Interacciones ADN-proteina inespecificas
2.2 Arsénico
2.2.1 Generalidades
2.2.2 Toxicocinética
2.2.2.1 Absorcion
2.2.2.2 Distribucién
2.2.2.2.1 Mecanismo de toxicidad
2.2.2.2.2 Metilacion
2.2.2.2.3 Excrecion
2.2.3 Toxicodinamia

_= W W N

13
20
22
24

27

28
28
29
28
30
31



2.3 El higado

2.3.1 Anatomia y fisiologia

2.3.2 Dafo inducido por arsénico

3. Materiales y métodos

3.1 Metodologias
Tratamiento a ratones
Aistamiento de los nacleos
Precipitacidn de complejos
Determinacion de ADN por fluorescencia
Electroforesis
Inmunorréplica

4, Resultados

5. Discusion

6. Conclusiones

7. Referencias

JH

32

33

35

38

38

39

40

41

42

43

56

61

63



v

Abreviaturas

ADN
IARC

Acido Desoxirribonucléico

International Agency for Research in Cancer. Agencia Intemmacional de Investigacion

contra €l ¢cancer.

CAP
DMA
WHO
MMC
uv
MAR
SAR
ARN
SAMe
GSH
GSSG
MMA
OFM
ROS

Complejos ADN-proteina

Acido Dimetitarsinico

World Health Organization. Organizacién Mundial de la Salud.
Mitomicina C

Ultravioleta

Matrix Attachment Region. Regién de union a la matriz.
Scaffold Attachment Region. Regi6n de Unién a las proteinas del soporte (matriz).
Acido ribonucléico

S-adenosilmetionina

Glutation reducido

Glutatién

Acido Metilarsénico

Oxidasa de funcién mixta

Reactive oxygen species. Especies reactivas de oxigeno.



I. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema
1.1.1 Arsénico y daiio
El arsénico inorganico ha sido clasificado por la IARC (1980) como un agente
carcinogénico. Cuando por exposicién ocupacional se entra en contacto con él por via
aérea, hay evidencia de cancer de pulmén; por otro lado, en caso de exposicion por via oral
se presenta un aumento de cancer de piel, vejiga, rifidn, higado y pulmén (Chen y
Lin,1994). Es posible que los compuestos de arsénico inorgénico interfieran con los
mecanismos de reparacién del ADN. La frecuencia de aberraciones cromosomicas,
dependiente de replicacion, se encuentran incrementadas en individuos expuestos a arsénico
inorganico, asi como en pacientes que toman medicamentos que lo contienen (Gonsebatt y
cols., 1997). El mecanismo por el cual el arsénico induce dafio al material genético aun no
se conoce. Se han postulado los siguientes:
a) la posible inhibicién de una o mas enzimas involucradas en la reparacién v 1a replicacién
del ADN (Li y Rosman, 1989; Dong y Luo, 1994).
b} O que al competir ¢l arsénico por los grupos metilo podria generar una hipometilacién
de las bases de ADN (Mass,1992).
¢) Inducir la amplificacién de genes (Lee y cols., 1989).
d) La formacién de radicales libres capaces de inducir la ruptura en la cadena de ADN

{Yamanaka y cols., 1993).

El arsénico inorganico trivalente puede inhibir la actividad enzimatica porque reacciona con
los grupos sulfhidrilo de las proteinas; tanto el arsénico pentavalente como ¢l trivalente
pueden- inhibir la respiracién mitocondrial por desacoplamiento de la fosforilacién

oxidativa. Esto sugiere que el arsénico podria remplazar al fosforo en la cadena de ADN.



1.1.2 Dafio hepatico
Los arsenicales inorginicos y diversos arsenicales orginicos hoy obseoletos son
particularmente toxicos al higado.
En lo referente a los efectos hepéticos por exposicidn crdnica al arsénico, se ve que este se
acurnula en e higado (Morris y cols., 1974). Los transtomos asociados a este tipo de
exposicion al metaloide son: fibrosis, cirrosis, hipertension portal, angiosarcoma y dafio por
oclusién de las venas. Aunque no ha sido muy documentado, es posible que el dafio se
presente a nivel de endotelio vascular més que por accidn directa sobre el hepatocito (Del
Razo, 1997).
Los hepatocitos se ocupan de diversas reacciones de transformacién y conjugacién de
extraordinaria importancia para la detoxificacidn de algunos compuestos enddgenos y
exdgenos nocivos para el organismo. Muchos de los farmacos liposolubles terapeiticos
hasta plaguicidas y otras sustancias téxicas al organismo scn metabolizadas y detoxificadas

por los hepatocitos (Comark, 1988).

1.1.2 Exposicion aguda a arsénico

El dafio agudo involucra a sangre, corazdn, cerebro, riiién y tracto gastrointestinal. Una
ingestion aguda puede causar tanto transtornos agudos como cronicos. En humanos, en caso
de exposicion aguda, las molestias son principalmente gastrointestinales y se presentan una
hora después de haberlo ingerido; si previamente se habian ingerido alimentos, las
molestias gastrointestinales se presentaran hasta 12 horas después de la ingestion. El
individuo se queja de calambres intensos en misculo estriado y sed profunda. Al perderse
liquido aparecen sintomas de choque. En fase terminal surgen a veces convulsiones
hipdxicas con coma y muerte. Algunos casos reportan dafio a cerebro (Hardman y cels,
1996).

En cuanto a la exposicién aguda a arsénico en ratones sabemos que causa una disminucion

importante en la respiracidn tisular hepética.



En ratones expuestos & 50 ppm de arsénico trivalente en el agua de bebida se observaron
cambios estructurales en los hepatocitos, mismos que consistian en una invaginacion de la
rmembrana nuclear, engrosamiento de 1a superficie mitocondrial y pérdida de glucogéno; en
cuanto a camibios tardios se encuentra la presencia de estructuras laminares densas en los

peroxisomas (Mohelska y cols., 1980).

Debido a su ubicuidad en el ambiente estamos continuamente en contacto con arsénico ya
sea en el agua de bebida, en alimentos de origen marine, en herbicidas, pesticidas y también

por su uso en la industria.



1.2 Hipdtesis

Al momento que entramos en contacto con el arsénico, el organismo se da a la tarea de
eliminarlo; en ¢l proceso de eliminacién el arsénico pasa por el higado con el propésito de
hacerlo menos dafiino por medio de una biometilacion para su posterior eliminacién por
heces y orina.

Asimismo, se ha encontrado en ratones que un metabolito del DMA es capaz de reaccionar

con oxigeno molecular y generar el radical perdxido (H202-), inductor de rupturas en la

cadena de ADN.

Es posible que en el proceso de detoxificacién del arsénico se generen radicales libres en
las  macromoléculas celulares generando uniones ADN-proteinas, que provoque
interrupciones en ta hebra de ADN, originando deleciones o problemas en tos procesos de
reparacién y replicacién del mismo.

De esto se desprende la siguiente hipdtesis: “ si durante la exposicidn aguda a arsénico se
inducen uniones ADN-proteinas en proporciones cuantificables, estas permanecen en la
célula como un indicador de que se estuvo en contacto con el metaloide a uvna dosis
importante. Con lo que los entrecruzamientos ADN-proteina serian una prueba il para el
diagnéstico temprano de exposicion no slo a arsénico sino incluso a otros elementos que

actian similarmente.”



1.3 Objetivos

Objetivo general
Determinar la presencia de uniones ADN-proteinas inducidos en higado de ratones por

arsenito de sodio.

Objetivos particulares

1. Determinar la relacién dosis-efecto entre los diferentes tratamientos y la proporcién de
complejos aislados.

2. Comparar la induccion de complejos ADN-proteina (CAP) con arsenito de sodio contra
la induccién de un control positivo.

3. Caracterizar las proteinas involucradas en la formacién de estos complejos.



2. ANTECEDENTES

Ei desarrollo cientifico y tecnolégico ha mejorado indudablemente las condiciones
de vida de nuestra especie, pero al mismo tiempo ha producido severos cambios en el medio
ambiente. Se estima que cada afio se preducen aproximadamente 260 mitlones de toneladas
de desechos toxicos solamente en los Estados Unidos (Simmons y cols., 1988). El origen de
la mayoria de estas sustancias téxicas se halla en los procesos industriales. La
contaminacién ambiental generada en el ambiente de trabajo, por el uso extensivo de
fertilizantes y plaguicidas en la agricultura, y por los desechos téxicos generados por la
industria quimica, médica y los desechos radioactivos, representan un riesgo para la salud
de las comunidades en contacto con ellos {Sullivan y Krieger, 1992). Es por ello que
reconocer la presencia e identidad de los agentes peligrosos en el ambiente y el alcance o el
nivel de la exposicién a ellos, es extremadamente importante para poder estudiar los efectos

que estos tengan en la salud humana (WHO, 1985).

Tomatis (1990) menciona que el 90% de los diferentes tipos de cancer conocidas se
originan por exposicin ambiental u ocupacional. Los carcinégenos asi originados,
ilamados carcinégenos quimicos, son las sustancias téxicas que producen cancer en
animales o en seres humanos. Estos agentes son absorbidos, activados y metabolizados
como cualquier otra sustancia quimica o cualquier otra toxina, sin embargo actian de
manera especifica. Los carcindgenos quimicos tienen efectos acumulativos y tardios, las
exposiciones crénicas a pequefias cantidades son efectivas y su accién a nivel de los 4cidos

nucléicos es también especifica (LARC, 1987).

Existen procesos industriales que estdn asociados fuertemente con el desarrollo de
cancer, a pesar de que el agente causal no se haya identificado, cllos incluyen la
manufactura de aminas (céncer de vejiga), colorantes (cancer de pulmén), cadmio (cancer
de prostata), arsénico (cdncer de pulmén), la mineria de hematita {cancer de pulmon},
niquel (cancer de cavidad nasal y de pulmén} y la industria hutera (cAncer de pulmén)
(Piantadosi y Sullivan, 1992).



La Agencia Internacionai de Investigacion contra el Cancer (IARC) considera que
los agentes y procesos enlistados en la Tabla 1 resultan carcinogénicos para el ser humano
(IARC, 1987). Esta informacién ha sido obtenida a partir de los resultados de estudios
epidemiolégicos en poblaciones humanas expuestas y de estudios en animales de

laboratorio.

Tabla 1. AGENTES QUIMICQOS Y PROCESOS CARCINOGENICOS PARA
EL HOMBRE (fuente: IARC)

Aceites minerales, sin tratar y levemente tratados
Aflatoxinas

Alcohel isopropilico, manufactura de, proceso fuertemente acido
Aluminio, la produccion de

4-Aminobifenil

Anticonceptivos orales, combinacién’
Anticonceptivos orales, secuenciales'

Arsénico y productos arsenicales*

Asbestos

Auramina, [a manufactura de

Azatioprina

Benceno

Benzidina

Betel, nuez de, con tabaco
N,N-Bis(2-<loroetil)-2-naftilamina(Clomafcina}
Bis(clorometil)eter y clorometil metil eter (grado técnico)
Botas y zapatos, manufactura y reparacion de
1,4-Butanodiol dimetanosulfonato (Mileran)
Carb6n mineral, alquitran de hulla

Carbén mineral, gasificacién de

Carbdn mineral, mineria de

Clorambucit

1{2-Cloroetil)-3-(-4-metilciclohexyl)-1-nitrosourea (metil-CCNLU)




Ciclosporina

Cocaina, produccion de

Ciclofosfamida

Cromo hexavalente, compuestos de*

Dietiletilbestrol

Erionita

Estrogeno, terapia de reemplazo

Estrdgeno, no esteroideo*

Estrégeno, esteroideo*

Esquistos, aceites de

Hematita, mineria subterrdnea de, con exposicién a radén
Hierro y acero, fundicién de

Hollin

Magenta, manufactura de

Melfalan

8-Metoxipsoralen ¢ irradiacion ultravioleta A

MOPP (terapia combinada con mostaza de nitrégeno, vincristina, procarbazina y
prednisone) y otras quimioterapias combinadas que incluyan agentes alquilantes
Mostaza, gas de

Muebles y gabinetes de madera, trabajo con
2-Naftitamina

Niquel, compuestos de*

Pintura, exp(;sicic'm ocupacional a

Radon

Hule, industria del

Tabaco, productos de, tabaco sin humo

Tabaco, humo del

Talco, que contenga fibras asbestiformes

Tiotepa, tris(1-azirinidil)suifito de fosfina

Treosulfan

Vinilo, clorure de




*Se refiere a un grupo de sustancias quimicas o procesos y no necesariamente a todos los

compuestos.

! Estos agentes tienen un efecto protector contra cénceres de ovario y de endometrio.
Mecanismos de accién de los Carcindgenos

Segin Legator y Au (1994), un carcindgeno tipico, puede inducir los siguientes
eventos: a) el cambio genético inicial que conduce a una célula iniciada, b) puede generar
especies reactivas de oxigeno que pueden causar mas dafio genético, c) produce alteraciones
gencticas posteriores a las iniciales, incluyende la activacién de oncogenes y/o la
inactivacion de genes supresores de tumores, d) estimula la expansion clonal de la célula
iniciada (promocion) y/o acelera la proliferacion celular y, e) puede modificar la respuesta

inmune.

Se ha podido comprobar que el sitio primario de accién de muchos carcindgenos
quimicos es el ADN, por lo que la investigacién mecanistica trata de reconocer los
nucledtidos a los que los carcindgenos se unen, el tipo de unién o de aductos que se forman.
Muchos detalles han sido elucidados en el caso de 1a metilnitrosourea, conociéndose que
produce iones carbonium, asi como su sitio de unidn a la guanina. En los seres humanos no
existe evidencia que demuestre que los aductos del ADN que no estén unidos
covalentemente, puedan causar cincer. Sin embargo en bacterias, aln las sustancias
intercalantes son mutagénicas, lo que hace sospechar que la unién covalente no sea

necesaria en otras especies (Piantadosi v Sullivan, 1992).

Las evidencias que apoyan al ADN como un blanco critico en el proceso

carcinogénico se basan en:

1. La mayoria de los canceres presentan anormalidades cromosomicas.
2. La mayoria de los cénceres presentan expresion génica anormal.
3. Muchos cdnceres presentan activacion de oncogenes.

4. Las neoplasias se autopropagan, es decir el cancer se hereda al nivel celular.



5. Algunas alteraciones genéticas predisponen al céncer,
6. Los carcinogenos reaccionan covalentemente con el ADN.

7. Los defectos en la reparacion del ADN predisponen al cancer.

Las sustancias mutagénicas inducen cambios especificos en el ADN a nivel de: a)
secuencia nucleotidica, b) estructura cromosémica o ¢) nimero cromosdmico. Los cambios
nucleotidicos son identificados como mutaciones génicas, mientras que las alteraciones
cromosOmicas son identificadas como dafto citogenético clastogénico {(b) o

ancuploideogénico (c).

Se ha podido demostrar que 19 de los 27 carcindgenos estudiados (un 70%) inducen
dafio citogenético (Sorsa y cols,, 1992). Muchos carcindgenos son agentes quimicos o
fisicos que inducen entrecruzamientos entre las macromoléculas celulares como el ADN y
las proteinas. Tal es ¢l caso de las radiaciones ionizantes, la radiacién ultravioleta (UV),
carcinégenos como la mitomicina C (MMC), el cis-Platino (cis-Pt), el arsénico, el cromo,
etc., que también inducen aberraciones cromosdmicas dependientes de replicacion, es decir
que para que la fragmentacién cromosémica ocurra el material genético tiene primero que
replicarse.
Es por ello que tos entrecruzamientos ADN-proteinas podrian estar invotucrados en este

tipo de dajio.



Uniones ADN-proteinas

Generalidades. Replicacion y reparacion

El nicleo es el centro de control de toda la célula ya que contiene al ADN. Esta
separado del resto de la célula por una doble membrana conocida como envoltura nuctear.
Los ribosomas, ARNm, proteinas cromosdmicas y enzimas necesarias para {a actividad
nuclear se transportan a iravés de ella debido a 1a presencia de los poros nucleares, que son
los canales de paso. En el crecimiento o diferenciacion celular el nicleo es el sitio

metabdlicamente mas activo (Becker, 1986).

Casi todo el ADN de células diferenciadas estd presente como cromatina. La cromatina es
el complejo formado entre el ADN, histonas y proteinas no histénicas. Es decir, que la
cromatina es el material de que estin compuestos los cromosomas (DeRobertis, 1996).
Ocupa todo el nicleo de las células que no estan en mitosis y llega a estar altamente
condensada en los cromosomas, tan pronto como ¢l proceso de replicacion es terminado.

Las histonas desempeiian un papel fundamental en el enrollamiento de la cromatina, (Figura
1}. Son proteinas con una alta porcidn de aminoacidos cargados positivamente (lisina y
arginina) lo que facilita su unidén con el ADN, molécula que tiene predominancia de cargas

negativas (DeRobertis, 1996).

La cromatina a menudo parece estar unida a una matriz nuclear proteica y, al parecer, esta
unién s necesaria para fa transcripeién o replicacién del ADN. Los sitios de ADN unidos a
estructuras proteicas en el nicleo interfisico son ilamadas MAR (del inglés matrix
attachment regions), algunas veces se les refiere como SAR (del inglés scaffold attachment
regions), ambos casos se refieren a la matriz nuclear (Lewin, 1997). Las estructuras de la

matriz son llamadas componentes del “esqueleto™ o del “soporte™ (scaffold).



14

ADN de doble cadena MUK IR,

'

Nucleosoma

Cromatina

Asas

Minibanda

Cromosoma

Figura 1. Esquema de los niveles de organizacién en la cromatida de un
cromosoma. Aproximadamente 160 pares de bases de Ia hélice de ADN que da casi
dos vueltas alrededor del octimero de histonas para formar los nucleosomas
(Pienta y cols., 1989).



Algunas de las proteinas que constituyen la matriz nuclear muestran una unién en
una secunencia especifica al ADN, conocida como MAR; estas secuencias han sido
postuladas con base en las asas cromosomales {Alberts y cols., 1994) (Figura 2).

La matriz nuclear estd definida como un subcomponente estructural dinfmico del
nicleo que dirige la organizacién tridimensional del ADN en asas y provee sitios
para el anclaje intranuclear especifico de los acidos nucléicos y el transporte de
particulas. Tiene un papel importante en la rép]icncién, ya que contiene sitios de
arreglo para la sintesis del ADN Iocalizados en las asas. Las horquillas de
replicacién, la ADNpolimerasa o, y el ADN sintetizado de rovo estin estrechamente
asociados a la matriz nuclear durante la sintesis. El ADN sintetizado de novo se une
covalentemente a la topoisomerasa II en el nicleo interfasico (Pienta y cols., 1989).
El ADN recién sintetizado estd estrechamente unido a la matriz por un complejo
multenzimatico llamado replicasa, en el que aparecen involucradas al menos seis

enzimas.

Asas

Proteinas que forman
el eje de los
cromosomas

(soporie)
FIGURA 2: Un modelo de la estructura cromosémica. Una seccién de un
cromosoma se dobla formando una serie de asas. En los sitics de unién con la
cromatina, la matriz ayuda a organizar los cromosomas, localizar los genes y regula
Ia transcripcién del ADN y replicacién en el niicleo (Alberts y cols., 1994).



De entre las proteinas que se unen frecuentemente a fa cromatina estdn las enzimas
directamente involucradas en la replicacién def ADN y son: 1) ADNgirasa, 2) helicasas,
encargadas de separar la cadena de ADN para formar la horquilla de replicacion; 3)
proteinas que previenen ¢l realineamiento de las cadenas antes de la replicacion; 4) enzimas
que sintetizan los oligonuclestides de ARN, 5) la ADNpolimerasa; 6) la ARNasa para
remover los primers de ARN, y 7) ligasa, una enzima que une covalentemente a los

fragmentos de Okazaki en la hebra de sintesis discontinua (Figura 3).

En mamiferos ¢l proceso de replicacion se agiliza, pues un gran namero de
horquillas progresan simultincamente; esto sirve para agilizar el proceso. En eucariotes, a
diferencia de las bacterias, se trata de un proceso méas complejo debido a la organizacién del

ADN en cromosomas y a la gran cantidad del mismo (Devlin,1996).

Al iniciar la duplicacién del ADN, las proteinas son reclutadas para originar el
ensamblaje multiproteico de la maquinaria de replicacién (Fig.5 izquierda) y este
ensamblaje acciona el inicio de las horguiltas de replicacién (Fig.5 derecha). Los
componentes de la replicacién acompafian el seguimiento de las horquillas, dejando detrés
un origen “gastado”, es decir, un origen que no inici la replicacién en ese sitio del ADN.
Consecuentemente, la reiniciacién requerird el ensamblaje de nuevos componentes en el
ocrigen de la replicacidn. Si este ensamblaje es restringido a una parte del ciclo celular y la
iniciacién de las horquillas de replicacién a otra, entonces el disparo del origen ocurrira

una sola vez por ciclo (Su y cols., 1993).

Otras proteinas que interaccionan constantemente con el ADN son las enzimas
encargadas de la reparacion. Su funcién es vital, ya que si bien la supervivencia de una
especie puede deberse a cambios genéticos que permiten la evolucion, la supervivencia del

individuo demanda una estabilidad genética.
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@l hueco al fragmento vecino
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Pigura 3. Esquema de replicacién de ADN. La sintesis de la cadena continua es
catalizada por la ADNpolimerasa III. La parte complicada es la replicacién de la
cadena fragmentada que involucra varios pasos (Lodish ¥ cols. 1995).



Et ADN no es una sustancia inerte y a pesar de estar protegido por las proteinas que
forman parte de la cromatina, es sensible a la presencia de una variedad de sustancias
téxicas como mutgenos, la descomposicién térmica de nucledtidos, la radiacion UV, la
radiacion ionizante, los carcindgenos, etc., existentes en el medio, asi como en el interior de
la célula, que tienen la capacidad de modificar las bases o de alterar los grupos fosfato-
azicar. Como se menciond antes, existen ademds errores de copia ocasionales introducidos

por las ADNpolimerasas durante la replicacion.

Los mecanismos de reparacién pueden ser divididos en dos categorias: una, el dafio

al ADN es directamente reparado; otra, la més comin, la regién dafiada es removida por un
sisterna de nucleasa especializado y entonces el hueco es llenado correctamente.
El proceso de reparacian por escisién involucra los siguientes pasos: a) el segmento daiiado
de ADN debe ser reconocido como distinto al ADN no dafiado; b) la cadena dafiada es
abierta por una endonucleasa; ¢} una exonucleasa remueve una porcién de ia cadena
dafiada, dejando un hueco de una sola cadena; d) una ADNpolimerasa y una ligasa
colaboran en la reparacién del hueco usando la cadena no dafiada como templado (Figura
4).

La bacteria £.coli utiliza el mecanismo llamado UvtABC para reparar por escision
la formacién de aductos; este mecanismo es capaz también de reparar los dimeros de timina
que son inducidos por exposicidn a luz UV, ademas de otro tipo de lesiones causadas al
ADN por carcindgenos. De ahi que cuando hay mutaciones a nivel de los genes que
codifican para estas proteinas reparadoras queda el organismo expuesto a toda suerte de
dafio en el ADN. ’

Existe una gran similited en €l mecanismo molecular de reparacién por excision
entre E. coli, levaduras, hamsters y humanos. Las proteinas reparadoras de las levaduras
tienen gran similitud secuencial con las de humanos y éstas a su vez con la proteina UvrC
de E. coli (Lodish y cols., 1995).
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Figura 4. Reparacién por escisién. Este mecanismo se utiliza para la reparacion de
aductos, dimeros de timina y otras formas de dafio que modifican la estructura
normal del ADN (Lodish y cols., 1995).



20

2.1.1. El nicleo durante el ciclo celular

Durante la mitosis Ia célula se divide en dos células hijas. Este paso es seguido por
un periodo de pausa designado fase G durante el cual no hay sintesis de ADN. A la
fase G; lo sigue la fase S donde hay sintesis de ADN; y después viene una pequertia
pausa que es conocida como fase G, para finalmente entrar en mitosis otra vez. En
los eucariontes superiores pocas células del organismo se dividen activamente, la
mayoria estdn en descanso en una corta fase, llamada Go, después de la mitosis.
Pero algunas células diferenciadas tales como las musculares y las neuronas nunca
se dividen después de su diferenciacién, y asm.nen un estado de quietud de la fase
Go (Adams, 1992).

RO i

COrigen de ersambiado Origen de dispare  Origen vo srsamblado

Figura 5. Modelo para limitar la replicacién del ADN a una por cidlo celular. La
formacién de un origen de replicacién involucra el ensamblaje de factores esenciales

para la replicacién en un sitio marcado del ADN (ORC, origin recognition complex).
(Su y cols., 1995).
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La célula toma la decisién irreversible de proliferar durante {a fase G,. Esto se
inhibe si le faltan nutrientes o si estd en contacto con otras células (inhibicién por contacto).
Por el contrario, la sintesis de ADN se ve inducida por varios agentes como carcindgenos o
virus tumorales, los cuales disparan sin control la proliferacién celular (cancer); también las
intervenciones quirirgicas que inducen regeneracién de tejidos; o bien moléculas conocidas
como mitdgenos, las cuales se unen a receptores de la superficie celular iniciando una serie

de eventos que llevan a la division celular (Voét, 1997).

Es durante la fase 5 que se duplica el ADN y las moléculas nucleares que lo
acompafian. En el control de la divisién celular intervienen dos tipos de moléculas: las
ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas. En las células de animales superiores se han
encontrado dos cinasas: la cdk2 y la cdc2, esta dltima al ser activada por una ciclina,
fosforila a diversas proteinas que cumplen funciones esenciales en la consumacion de la
mitosis, por ejemplo: algunas proteinas asociadas a los filamentos de actina y a los
microtibulos del citoesqueleto; también las laminas de la lamina nuciear, la histona Hi, etc.
Es decir, cuando acria sucede lo siguiente:

1. Se desintegra el armazdn de filamentos de actina, asf la célula pierde contacto con sus
células vecinas.

2. Se desarman los microtibulos interfasicos pero otros se agrupan para dar lugar a las
fibras del uso mitético.

3. Se disgrega la limina nuclear y con eila la envoltura del nicleo.

4. Se modifica la forma como la histona HI se asocia al ADN lo que lleva al enrollamiento

y compactacion de los cromosomas (De Robertis, 1996).

Como ya se menciond la replicacién del ADN estd asociada con la matriz nuclear y
algunas de las enzimas involucradas en la sintesis del ADN son sintetizadas o activadas al

micio de la fase S (Adams y cols., 1992).



2.1.2 Interacciones ADN-proteina especificas

Como ya hemos descrito con detalle en los parrafos anteriores, fa organizacion
estructural ded ADN en células eucariotas y la regulacién de las funciones del ADN son
estrictamente  dependientes de una multitud de interacciones ADN-proteinas. E!
reconocimiento de secuencias especificas de los pares de bases del ADN a proteinas
involucradas en la regulacion de la transcripcion es solo una facetz de las interacciones

ADN-proteinas {Revzin, 19%0).

Antes de que uvp gen pueda ser transcrito al ARN debe haber un sitio de unidn
especifico en el ADN el cual es reconocido por proteinas. La posicién especifica de una
proteina o complejo de proteinas en una secuencia particutar dei ADN requiere de la
interaccion favorablemente estérica entre la proteina y su sitio de unidn.

En el caso particular de interacciones ADN-proteinas, el modelo original para
reconocimiento selectivo involucra principaimente puentes de hidrogeno entre las proteinas
v las bases, el resto de la molécula de ADN, los fosfatos y los azicares, se considera carente
de suficiente informacién para la selectividad. La unidn de una proteina a una secuencia
especifica de ADN es dependiente de dos tipos de interacciones. La base principal para la
selectividad de la secuencia es el contacto directo entre la cadena polipeptidica y el borde
expuesto de los pares de bases; estos contactos involucran puentes de hidrogeno o fuerzas

de van der Waals (Travers, 1993).

Como la doble hélice de ADN es rigida, el doblez necesario para su
empaquetamiento estd normalmente mediado por proteinas que por ellas mismas promueven
el ensamblaje dentro de un alte orden de estructuras nucleoproteicas. Sin embargo, ademids
de su papel en la estructura primaria, el doblez de ADN es también un componente esencial
en la formacién de los complejos nucleoproteicos requeridos para los sitios especificos en
ta recombinacién y en la iniciacion de la transcripcion y la replicacion.

Algunas proteinas, de las cuales las nucleasas son el mejor cjemplo, interaccionan

con una region relativamente corta de ADN con baja selectividad.
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En dos casos hay evidencia sustancial de que la conformacién local particular del ADN es
necesaria para producir interaccién. Uno de los mejores estudios ejemplificantes de este
tipo de interaccién involucra deoximibonucleasa bovina pancredtica [ (ADNasa I). Esta
enzima bajo condiciones estandar, introduce una sola escisién en la cadena doble (Figura
6). Sin embargo la velocidad de ruptura de esta enzima varia a lo fargo de Ia secuencia de
ADN, indicando con esto que la enzima es sensible a cambios estructurales en la doble
cadena de ADN (Travers, 1993).

O
Figura 6. La interaccién de ADNasa | con ADN. La ADNasa I induce un doblez en el gje
de la hélice de ADN (Travers, 1993).
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2.1.3 Interacciones ADN-proteinas inespecificas

Muchos otros tipos de proteinas estin involucradas en la regulacion y manipulacidn
de! genoma en las diferentes fases del ciclo celular, y sus interacciones especificas estan

basadas en diferentes aspectos de la estructura del ADN. Por ejemplo, varios procesos
' celulares involucran la exposicion transitoria de secuencias de una sola cadena en la célula
como parte de la transferencia de informacién de ADN a ADN (y de ADN a ARN). Estos
procesos incluyen replicacién, recombinacién y reparacién y un participante central en
todos eltos son las proteinas que se unen fuerte y cooperativamente a tales intermediarios de
una sola cadena (Revzin, 1990).

El complejo de histonas también muestra especificidad por el ADN enrollado mas
que por una secuencia; sin embargo, los sitios de union a la doble cadena son mas comunes
que !as uniones a una sola cadena de ADN.

Porque el ADN y el ARN son polielectrolitos, sus interacciones con proteinas
generalmente tienen un componente electrosttico sustancial. Es claro que las interacciones
ADN-proteinas inespecificas estan involucradas en varios procesos fundamentales in vivo.
Quiza el mejor ejemplo de esto son los nucleosomas.

La formacién del nucleosoma no es particularmente una secuencia especifica de
ADN. Las uniones a proteinas no especificas pueden servir para salvaguardar a los acidos

nucléicos de una degradacion (Revzin, 1990).

2.1.4 Uniones ADN-proteinas inducidas: entrecruzamientos

Un nomero de observaciones avalan la importancia biolégica de los
entrecruzamientos ADN-proteina. Por ejemplo, la sensibilidad demostrada por las curvas de
crecimiento de una bacteria tratada con tuz UV, se asocia al grado de entrecruzamientos

ADN-proteinas, lo que sugjere que éstos son biolégicamente importantes (Friedberg, 1985).

El ADN de las células de mamifero esta ampliamente relacionado con proteinas
involucradas en la regulacién de expresidn génica y estructura de la cromatina, como se

describié anteriormente. La mayoria de los quimicos que reaccionan con ADN también



25

reaccionan con proteinas, por lo que es logico esperar que proteinas y aminoécidos se
acomplejen al ADN.

Esto se apoya en el hecho de que muchos quimicos incrementan la formacién de
radicales oxigeno en las células causando la oxidacién de aminodcidos, proteinas y ADN.
En algunos casos el reactivo quimico por si mismo participa directamente en la union de

una proteina ¢ aminoacido hacia el ADN (Costa y cols., 1996).

Las uniones ADN-proteinas son importantes lesiones genotdxicas inducidas por
agentes ambientales y carcindgenos como luz UV, radiacion y, agentes alquilantes,
formaldehido, benzo[a]-pireno, nickel, cromato y cis- o trans- platino (IT) (Lei y cols.,
1995). Es decir, son ocasionadas por agentes ambientales fisicos y quimicos e incluso de
uso clinico. Debido a la pobre capacidad de reparacién de la célula para disociar los
entrecruzamientos ADN-proteinas, éstos pueden estar presentes durante la replicacion dei
ADN y posiblemente causen la pérdida importante de material genético que podria ser vital,

como por ejemplo, inactivar genes supresores de tumores (Miller y Costa, 1989).

Los entrecruzamientos no son una clase homégenea de aductos de ADN porque se
forman por diferentes clases de mecanismos quimicos e involucran diferentes grupos de
unién y diferentes proteinas. Por ejemplo, los entrecruzamientos producidos por aldehidos y
metales se forman involucrandose el agente quimico, el cual sirve como puente para el
entrecruzamiento de! ADN a alguna proteina (Costa y cols,, 1997). Los agentes {isicos
como la radiacién jonizante y la luz ultravioleta entrecruzan directamente el ADN a las

proteinas por activacion de los grupos quimicos que Jos constituyen.

Algunos farmacos antineopldsicos pueden producir entrecruzamientos ADN-
proteinas por la estabilizacion de intermediarios covalentes entre las topoisomerasas y el
ADN. Del origen de formacion de los entrecruzamientos en la célula depende que las
lesiones persistan en la célula: el cromo VI ha demostrado ser uno de los agentes
responsable de lesiones que persisten mis en la célula expuesta; mientras que la radiacion

ionizante forma complejos ADN-proteina menos estables (Costa y cols., 1997).
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Las uniones ADN-proteinas son uno de los mayores tipos de dafio que afectan al
ADN, son producidos en cromatina sislada y en células de mamiferos por ionizacion y
radiacién UV. La evidencia indica que las uniones quimicas involucradas en este tipo de
uniones son de naturaleza covalente (Nackerdien y cols., 1992).

Poco se sabe sobre las consecuencias biolégicas de los entrecruzamientos, ya que su
estudio no es ficil. Datos obtenidos sobre agentes inductores de entrecruzamientos en
cuitivos celulares sugieren que la formacién de los mismos interfiere con la replicacion del
ADN, lo cual puede llevar a la pérdida de material genético dando como resultado eventos

mutagénicos.

Hay algunos casos de exposicidn aérea a formaldehido en donde el tejido nasai
present6 entrecruzamientos ADN-proteina como para ser un util indicador de exposicién.
Se encontrd también que la exposicién a cromo VI por via aérea producia altas cantidades
de entrecruzamientos ADN-proteinas en linfocitos, sugiriendo su uso potencial como

indicador de exposicion (Costa y cols., 1997).

? 9
S O

Figura 7. Modelo de un complejo ADN-proteina. Distribucion al azar.
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2.2 Arsénico

2.2.1 Generalidades

El arsénico es un elemento abundante ¢n la naturaleza. Pertenece al grupo VA de la
tabla periddica; su nimero atdmico es 33 y su masa atémica de 74.9; esté clasificado como
elemento de transicién o metaloide, esto es que comparte algunas propiedades tanto fisicas

como quimicas con los metales. Sus niimeros de oxidacién mas comunes son 3-, 3+ y 5+

13 As)-.]+,5+

No es un elemento simple, pues su comportamiento quimico es muy complejo, lo
que da tugar a multiples compuestos arsenicales presentes en forma inorganica y orginica.
Los compuestos arsenicales pentavalentes son los mas estables en la naturaleza; en cuanto a
los trivalentes, los mas comunes son el arsenito de sodio NaAs(Q, , triéxido de arsénico

AsyOy v cloruro arsenioso AsCly .

Ademas de su ocurrencia natural, existen actividades humanas que emiten arsénico
al medio ambiente, tal es el caso de combustibles fosiles (carbdn, madera), estaciones
generadoras de energia eléctrica , procesos de fundicidn y refinacion de metales no ferrosos
{plomo, zinc, cobre), el uso de preservadores para la madera, la manufactura de
semiconductores para la industria electrénica elaborados a base de arseniuro de galio
(GaAs) e indio (InAs) y los depodsitos de desechos quimicos con grandes cantidades de
arsénico almacenadas inadecuadamente. Se ha utilizado de una forma u otra como pesticida,
herbicida y rodenticida; en la manufactura del vidrio, pigmentos, pinturas y aleaciones, El
mortal gas arsina (AsH;) es usado en la manufactura de microchips en la industria de

simiconductores.
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2.2.2 Toxicocinética

2.2.2.1 Absorcién

Las principales vias de entrada del arsénico al organismo son gastrointestinal y
tracto respiratorio, aunque también se ha reportado absorcidn a través de la piel.
La absorcién gastrointestinal de compuestos arsenicales depende de su solubilidad en agua
principalmente. En seres humanos y en la mayoria de las especies animales, la absorcion
lega a ser mayor al 90% cuando es administrado en forma acuosa (Tam y col., 1979).
La absorcién por el tracto respiratorio depende del tamatio de particula inhalada, asf como

1a solubilidad del compuesto arsenical (ATSDR, 1993).

2.2.2.2 Distribucién

Una vez absorbido, el arsénico es transportado a través de la sangre a diferentes
drganos y tejidos. Los compuestos arsenicales (organicos e inorganicos) tienden a
acumularse en grandes cantidades principalmente en pulmén, higado, piel y rifion. El
arsénico trivalente se une fuertemente a grupos sulfhidrilo de la queratina, depositandose en
grandes cantidades en pelo y uiias.

Previamente a la metilacion del arsénico inorginico, sc realiza una importante
unién de arsénico inorginico con algunas proteinas hepiticas, lo que sugiere que este
evento representa el primer paso de detoxificacion de arsénico inorglnico ya que lo hace
menos disponible (Bodgan y cols., 1994).

La metilacién del arsénico se realiza principalmente en la fraccion citosdlica del
higado, siendo la S-adenosilmetionina (SAMg) el principal donador de grupos metilo y se
cree que el glutation reducido (GSH) es el donader de electrones para la reduccidn de los

compuestos arsenicales.
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2.2.2.2.1 Mecanismo de toxicidad

El mecanismo mds importante que se postula para explicar la toxicidad de los
compuestos arsenicales trivalentes es a través de su afinidad por los grupos sulfhidrilo de
las proteinas. Las enzimas son particularmente afectadas si el grupo sulfhidrilo (—~SH) estd

ubicado en un sitio critico para su actividad (Tha y cols., 1992).

GSH —GSSG denota la oxidacion del glutation

Fondo comin de fosfatos
5+

GSSG
2GSH

3+
As

2

METILARSENITO

d

DIMETILARSENITO (de fécil eliminacién)
Figura 8. Biotransformacién del arsénico en el ser humano (Goodman y Gilmann,

1996).

2.2.2.2.2 Metilacién

En la actuatidad atn no se conoce con exactitud el proceso de biotransformacion
del arsénico, sin embargo, se han aceptado hipdtesis como la propuesta por Cullen y cols.
(1984) y Thompson {1993) esquematizadas en la Figura 9 en donde se sugiere que el
metabolismo del arsénico involucra dos procesos: A) las reacciones de reduccidn que
interconvierten el arsénico V a arsénico 111 ; y B) las reacciones de metilacion oxidativa que
convierten el arsénico IIl en especies metiladas. Esto es, una vez reducido el arsénico se

adiciona el primer grupo metilo para formar el 4cido monometilarsénico (MMA) y sigue
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otra metilacién para formar el 4cido dimetilarsinico (DMA) considerado como el compuesto
final en el metabolismo del arsénico en mamiferos. Los compuestos metilados no se

desmetilan para liberar al arsénico (Buchet y cols., 1981a)}.

ASS * 042- + 2¢ ASJ*OJ} +CH,* __9 CH;ASS+02-;_
?f metiltransferasa [ MMA (V)

MMA(Y) _+2¢ >[CH3A53+01'2] +CH; " ?Cﬂg)ﬂu’*o"2
MMA(II) Metiltransferasa DMA (V)

Figura 9. Hip6tesis de biotransformacién de arsénico: Thompson (1993).

La capacidad de metilacién del arsénico puede ser modificada por factores como:

1. La dosis y el tiempo de exposicion, esto es por la posible saturacién del proceso de
metilacién del arsénico, a mayor exposicion al arsénico hay una disminucién en la
eficiencia de metilacion debido a una saturacién de la capacidad metilante del organismo
(Buchet y cols., 1981b).

2. Tipo de dieta, pues ciertos alimentos podrian alterar la metilacion de arsénico, estos
serian los relacionados con la obtencién de los grupos metilo, de tal manera que
nutricntes como la metionina, la colina, la vitamina By y/o el dcido félico que interviene
en la sintesis y utilizacién de SAMe (donador de metilos) podrian modificar la
metilacion (Vather y Marafante, 1987).

3. Probablemente por el polimorfismo genético de las enzimas metilantes. Varias enzimas
que catalizan la metilacion de diferentes xenobidticos se encuentran bajo control
genético. AGn no se ha determinado el papel del genotipo en la variacién individual de la

capacidad metilante de arsénico (Weinshilboum, 1988).

2.2.2.3 Excrecion

Debido a la alta absorcién de los compuestos arsenicales, su excrecién por heces es
muy baja, alrededor del 4% de la dosis administrada. La bilis es una via de importancia
considerable para la excrecion relativa del arsénico, no obstante, debido a su reabsorcidn en

el intestino, el arsénico queda disponible otra vez para su excrecién por ¢l rifion, como
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consecuencia, la excrecin de arsénico la via biliar no contribuye significativamente a su
excrecion total (Menzel y cols., 1994).

Se ha considerado que las especies de arsénico trivalente presentan mayor fijacién
tisular, por lo que comparativamente, las especies pentavalentes (inorgénicas y metiladas)
se excretan mas rdpidamente por el rifidn.

La acumulacién de arsénico en pelo y uflas ha sido considerada una forma de
eliminacién. La principal via de excrecion es a través del rifién donde una parte ( 2 al 20%)
del arsénico inorginico absorbido es excretado en la orina sin metilar y el resto se excreta

en forma metilada, siendo la dimetilada la forma predominante.

2.2.3 Toxicodinamia

La toxicidad de] arsénico es compleja ya que depende de la via de exposicién, del
namero de oxidacion y de la forma quimica del compuesto arsenical.
El hecho que la mayoria de los carcindgenos son también mutigenos han llevado a estudiar
a los compuestos arsenicales, los cuales no ha demostrado una actividad mutagénica directa
en bacterias o en himster, sin embargo cuando se administra junto con otros mutigenos
como los rayos UV, los rayos X o los agentes alquilantes, aumenta la capacidad
mutagénica de estos agentes, o que es descrito como una actividad co-mutagénica de los
compuestos arsenicales. Hay repories donde el arsénico inorgdnico inhibe la remocion de
los dimeros de timina inducidos con luz UV del ADN de células humanas SF34 (Wang y
cols,, 1997). Los compuestos de arsénico trivalente pueden inhibir la actividad de las
enzimas que contienen el grupo tiol, especificamente aguellas que contienen dos grupos
sulfhidrilo vecinos. Las ligasas de ADN que contienen grupos sulfidrilo esenciales son
consideradas blanco sospechoso de la accién del arsenito de sodio. Esto indica un posible
mecanismo de efectos co-mutagénicos.

El arsenito puede incrementar el nivel de peréxido intracelular. Al involucrarse la
catalasa y la glutatién peroxidasa en la defensa contra la genctoxicidad del arsenito se
soporta la hipdtesis de que dafia al ADN a través de la generacién de especies reactivas de

oxigeno (Kato y cols.,1994).
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El arsénico ha demostrado que incrementa la persistencia de dafio a ADN,
citotoxicidad, mutagenicidad y clastogenicidad en combinacidn con los ya mencionados

agentes capaces de inducir uniones ADN-proteinas {Lee-Chen,1993).

Los grupos sulfidrilo se encuentran también copiosamente distribuidos en las
histonas y se tiene ya conocimiento de la aceibn del arsénico sobre ellas, ademas inhibe la
reparacién del ADN y se puede incorporar a éste en sustitucion del fosfato y mediar las

interacciones ADN-proteinas (Dong y Luo, 1994).

2.3 El higado

2.3.1 Anatomia y fisiologia

Los seres humanos en su vida y ambiente de trabajo ingieren, inhalan y absorben
una gran cantidad de sustancias que pueden afectar al organismo y desencadenar dafio a los
tejidos a través de numerosos mecanismos. El higado que es ¢l sitio primario para la
biotransformacién de componentes propios y exirafios, es particularmente vulnerable.
Muchos compuestos ingeridos son detoxificados y eliminados por el higado principalmente
como conjugados, algunos actian directamente, mientras otros son bioactivados a
compuestos intermedios que pueden ser téxicos y producir dafio hepatico y otros
padecimientos y en el largo plazo, cancer (Hodgson y cols.,1994). En otras palabras el
higado, como 6rgano responsable del metabolismo de xenobidticos, es particularmente

suceptible a dafio por drogas y toxinas.

El higado esti estratégicamente localizado entre el tracto gastrointestinal y la
circulacién general. El tejido hepético estd formado por numerosos lobulillos, a su vez
constituidos por células hepiticas. Entre ellos hay nervios, conductos biliares, vasos
sanguineos y vasos linfaticos. El higado recibe sangre de dos fuentes, el sistema portal da
sangre venosa desde el intestino y recibe sangre arterial desde la arteria hepatica. La vena
porta entra al higado y se ramifica entre los lobulillos, penetrando hasta el centro de ellos en

forma de vasos capilares que tienen paredes incompletas, lo que permite que la sangre se
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ponga en contacto con el tejido hepatico. La arteria hepdtica también penetra al higado y se
ramifica en vasos capilares entre los lobutillos. Los hepatocitos tienen microvellosidades
que incrementan el 4rea superficial para absorber materiales desde el plasma.

El higado mantiene la concentracién normal de azicar en la sangre por
almacenamiento de glucogéno y/o la liberacién de glucosa. Ademas sintetiza numerosas
proteinas y otros compuestos vitales del plasma. De esta manera el daiio hepatico o la

interferencia con sus funciones vitales puede ser perjudicial, incluso letal para el organismo.

2.3.2 Daiio inducido por arsénico

El higado posee diferentes formas de eliminar xenobiticos del organismo. Estas
reacciones se dividen en dos grupos denominadas de Fase | y de Fase II. Las reacciones de
Fase I consisten en reacciones que hacen més polar a la molécula para su eliminacion del
organismo tales como la oxidacién, reduccion o hidrélisis. Las reacciones de Fase I, por su
parte, modifican a las moléculas generalmente por reacciones de conjugacion que hace a los
compuestos mas excretables y en ocasiones menos toxicos. Muchas de las reacciones de la
Fase I involucran a las isoenzimas P-450 y a la oxidasa de funcién mixta.
El sistema P-450 es un multicomponente enzimético que requiere NADPH y oxigeno

atmosférico (Figura 10).

La exposicitn a arsénico causa alteraciones histologicas y bioquimicas en el higado
de roedores y humanos. El arsénico disminuye el contenido de citocromo P-450 hepitico
que tiene que ver con la destoxificacién del arsénico (Albores y cols., 1992).

El arsenito de sodio tiene efecto sobre el contenido de citocromo P-430 y la actividad de la
oxidasa de funcidn mixta (OFM), disminuyendo ambos sistemas de manera dosis
dependiente {Albores y cols., 1992). Esto podria explicar el hecho de que el higado es un

érgano que acurmula arsénico durante Ja exposicion a él.
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Carcindgenos y otros contaminantes
ambientales

Formacion de productos
inocuos excretables

Figura 10. Esquema que muestra la activacion metabdlica de quimicos policiclicos
no polares por el sistema citocrome P-450 en una célula de mamifero tipica para
formar reactivos intermedios que se unen a los centros nucleofilicos en el ADN.
{Friedberg, 1985).



3. Materiales y métodos

Equipo y material
Balanza analitica
Camara electroforesis Miniprotean II de BioRad
Centrifuga
Espectrofotémetro
Fluorémetro
Homogenizador
Material de vidrio de uso rutinario en laboratorios de analisis
Microcentrifuga
Micropipetas
Parrilla
Potencidmetro

Material biologico

8 30 ratones de la cepa Balb/cAnN de sexo masculino y de peso entre los 25 y 30 gramos.

B Citoqueratina de Sigma

W Anticuerpos anticitoqueratinas Anti-Pancitoqueratina comprada en Sigma. un céctel de
anticuerpos dirigidos a las siguientes citoqueratiias (CK): citoqueratina 1{68kd),
citoqueratina 4 (59kD), citoqueratina 5 (58kD), citoqueratina 6 (56kD), citogueratina 8
(52kD), citoqueratina 10 (56kD), citoqueratina 13 (54kD), citoqueratina 18 (45kD) y
citoqueratina 19 (40kD).

8 Marcador de pesos moleculares Rainbow de Amersham Life Science con los siguientes
pesos moleculares: miosina 220kD, fosforilasa b 97.4kD, BSA 66 kD, ovaibumina 46kD,
anhidrasa carbonica 30kD, inhibidor de la tripsina 21.5kD, lisozima 14.3kD.

Reactivos
Arsenito de sodio
Dicromato de potasio
Bis-benzimida (Hoescht 33285) de Sigma
Azida
PMSF
Ortovanadato
Albimina (BSA)
Proteinasa K (PK)
Dodecil suifato de sodio (SDS)
Cloruro de potasio
Tris-HCI
Fosfato monobasico de potasio
Fosfato dibdsico de sodio
Sacarosa
Tritén X-100
Cloruro de magnesio
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Trizma base

Clorure de sodio

Metanol

Glicina

Leche en polvo

Acrilamida Bio Rad

Bis-acrilamida Bio Rad

Persulfato de amonio Bio Rad

Azul de brillante de coomasie R-250 Bio Rad
Azul de bromofenol

2- mercaptoetanol

Glicerol

Kit ECL Western blotting detection reagents

Soluciones
s DBuffer de fosfatos pH 8
e Buffer de sacarosa pH 7.4: sacarosa 0.32M, Tritén X-100 1% (v/v), MgCl 5SmM, Tris-
HCI 10mM. Ajustar el pHa 7.4
Para la técnica de precipitacién de complejos:
Solucién A: SDS 2%, PMSF t mM, Tris-HCi 20mM.
Solucién B: KCi 200mM, Tris-HC] 20mM
Solucién C: KCI 100mM, Tris-HCI 20mM
Solucién D: KC1 100mM, Tris-HCI 100mM, EDTA 10mM
Estas 4 soluciones se ajustan a pH 7.5

e TBS: trizma base, cloruro de sodio a pH 7.6
* Buffer de transferencia: trizma base, glicina y metanol
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3.1 Metodologias

Tratamiento a ratones

Se trataron 6 ratones por dosis. Se prepard una solucién 1mg/ml de arsenito de sodio y una

solucién de igual concentracién de dicromato de potasio justo antes de inyectar a los

animales. Se utilizé como diluyente solucion salina estéril.

A ratones entre 25.0 y 30.0g se les inyect por via intraperitoneal:

 Ratones tratados con arsénico: una dosis de 4.5mg de arsenito de sodio/kg de peso; 9
mg/kg y 12 mghke.

« Ratones tratados con cromo: se inyecté una dosis de 40mg de dicromato de potasio/kg de
peso.

o Ratones control: se les inyects 0.5 ml de solucion salina estéril.
Se dejaron transcurrir 3 horas; terminado el tiempao se sacrifico a los ratones por dislocacién

cervical, Rapidamente fue extirpado e! higado y se colocé sobre una caja peiri estéril

inmersa en hielo con buffer de fosfatos pH 8/PMSF 1mM frio.

Aislamiento de los micleos

1. Los higados extraidos se homogenizaron en 3 ml de buffer de fostatos pH 8/PMSF
ImM. Luego se les adiciond azida 0.5M, PMSF 10pg/ml y ortovanadato 100mM se
mezclaron perfeciamente. Los tubos se mantuvieron siempre en hielo.

2. Para lograr la extraccién de los nicleos se diluy6 el homogenado 1:10 en buffer de
sacarosa manteniéndose en hielo.

3. Transcurridcs cinco minutos se eentrifugé a 15,000g por 20 minutos a 4°C.

4. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié el boton en Ia solucidén A.

5. Se alicuotaron en tubos eppendorffs perfectamente rotulados 500pt de resuspension.

Se mantuvieron en congelacion a -70°C para proceder a la precipitacion de los complejos.

El congelamiento ayuda a eliminar el fondo durante Ia precipitacion de los complejos.
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Precipitacidn de complejos ADN-proteina

(Zhitkovich y Costa, 1992).

Se descongeld un tubo eppendorff con 0.5ml de resuspensién a 37°C, por cada tatdn

tratado. Los nicleos fueron lisados en la sol. A (ver Scluciones pag. 33).

. Con una jeringa con aguja del 21 se hizo pasar cuatro veces el lisado; generando algo de

espuma pero evitando efectuar derrames. Todo el proceso se realizé en hielo.

. Cuando la espuma se incorporé a la fase liquida, se tomd una alicuota de 3.5ul por ratén

tratado que se aford a 1ml con solucién D (ver Soluciones pag. 33) y se utilizaron para

determinar ADN total, se congelaron a -20°C para su posterior determinacion.

. Al resto se adiciond 0.5 m! de la solucién B (ver Soluciones pag. 33) y se mezclé en el

vortex durante 5 segundos a toda velocidad.

. Se dejd en baiio a 65°C por 10 minutos.

. Una vez transcurridos se inviertieron los tubos eppendorff dos veces y s¢ pusieron en

hielo durante cinco minutos, lo cual precipita el complejo formado entre el SDS y el

potasio.

. Se centrifugaron a 6000g durante 5 minutos a 4°C.

8. Se quitd el sobrenadante con la micropipeta con mucho cuidade de no tocar el

10.

11.

12

precipitado. El botén se resuspendié en Iml de la solucién C utilizando un vortex y se
realizé un lavado con solucidn C (ver Soluciones pag. 33).

Se dejd en bafio de 65°C por 10 minutos.

Una vez transcurridos se invirtieron un par de veces los tubos y se pusieron en hielo
durante cinco minutos.

Se centrifugaron a 6000g durante 5 minutos a 4°C.
Se Hevaron a cabo dos lavados mas como se indico arriba (paso § al 10), es decir que en
total, se realizaron 3 lavados. Los lavados son con el objeto de eliminar cualquier resto

de proteina o de ADN que no estuvieran unidos formando los complejos.

. Después del Gltimo lavado se resuspendié el botén en 0.25m! de solucion D. Se

guardaron 50u! para realizar una electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) para

identificar algunas de las proteina(s) involucrada(s) en la formacién de los complejos,
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mediante su inmunorreactividad a anticuerpos monoclonales, después de su transferencia
2 membranas de nitrocelulosa (Inmunorréplica).

14. A los 0.20ml restantes en cada tubo se les adiciond proteinasa K considerando una
concentracién de 0.2mg/m).

15. Se dejé en bafio a 50-55°C durante tres horas para lograr liberar al ADN de los
complejos aislados para cuantificarlo.

16. Una vez transcurridas se adicioné 0.50ml de BSA 4mg/ml, se mezcld e incubd 3
minutos en hielo.

17. Se centrifugd a 12,000g durante 10 minutos a 4°C.

18. Se recuperd e! sobrenadante y se determiné ADN por fluorescencia.

Determinacién de ADN por fluorescencia
Labarca y Paigen,1980.

1. Se prepard una solucion lmg/ml de bis-benzimida (Hoechst 33258,SIGMA); de esta
solucién se tomo Iml y se llevé a 50ml con agua destilada. Se descongelaron las
muestras para ADN total.

2. De los sobrenadantes obtenidos en la precipitacién de los complejos, descrita
anteriormente, se tomaron 0.15ml y se aforaron a Iml con solucion D.

7. Se preparé un blanco con 1ml de selucion D al que se adiciond 12.5p! de solucién bis-
benzimida (250ng). Se incubd por 10 minutos en la oscuridad y se calibré el cero del
fluorémetro para fa determinacion de ADN total y ADN de los precipitados.

4. Para las determinaciones de ADN a cada muestra se le afiadieron 12.5pul de solucion bis-
benzimida (250ng), s¢ incubaron por 10 minutos en la oscuridad y se determind su
fluorescencia.

5. Los datos se interpolaron en una curva patrén de ADN y se calculé el porciento de
complejos ADN-proteina (CAP). La curva de ADN se llevé a cabo adicionando

albamina a los tubos considerando la existencia de impurezas de proteinas que pudieran
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interferir con la determinacién de ADN. Con un ensayo posterior se vié que no habia
interferencia por fa presencia de albamina, por lo que para la determinacion de ADN en

las muestras,no se adiciond al bianco.

Electroforesis

1. Se utiliz6 un gel de acrilamida al 10% para la separacion de las proteinas. De la alicuota
tomada antes de la adicién de ta proteinasa K (ver técnica de precipitacién de complejos,
paso 13), se determino la cantidad de protsina en cada muestra. Esta determinacion se
realizé midiendo la absorbancia relativa a 280 nm en el espectrofotdémetro, tomando una
alicuota de 2l de cada muestra. Debido a que el SDS interfiere con el reactivo de
Bradford €ste método no se puede ser utilizado para la determinacion de proteinas.

2. Una vez determinada la cantidad de proteina por muestra se tomaron aproximadamente
40pg de proteina, se pus6 en un eppendorf y después se le adiciond DNAsa; se incubt a
37°C por una hora.

3. Una vez transcurrida la digestion del ADN, se mantuvieron las muestra en hielo y se
adiciond el buffer muestra con B-mercaptoetanol; se calentaron por cinco minutos en
agua hirviendo y fueron mantenidas en hielo hasta proceder con la electroforesis (SDS-
PAGE), segin la técnica de Laemmli (Coligen, 1992).

4. Se cargaron los carriles considerando uno para un marcador de pesos moleculares. Se

corri6 a 100 volts, durante aproximadamente 40 minutos.
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Inmunorréplica
1. Después de realizar la electroforesis segin la técnica’ anterior, se colocd sobre la

membrana de nitrocelulosa (hay que tener cuidado de no tocarla), previamente
humedecida en buffer de transferencia teniendo en todo momento cuidado de no daiiarla,
para llevar a cabo la ¢lectrotransferencia de las proteinas. La transferencia se llevd a
cabo a 100volts durante lh.

2. Al terminar se tomd la membrana y se bloque6 con TBS leche al 2%, BSA al 0.5%, toda
la noche en agitacién moderada y en frio.

3. Los lavados después del bloqueo fueron realizados con TBS-tween al 0.1% cuidando de
no lastimar [a membrana, como sigue: un primer lavado en agitacién durante 15 minutos,
¢l segundo durante {0 minutos y finalmeate 3 lavados de 5 minutos cada uno.

4. Se adicioné el anticuerpo anti-citoqueratinas diluido 1:100 en TBS leche al 1% BSA ai
1%, durante una hora en agitacién moderada (En el caso del anticuerpo anti-
citoqueratinas se trata de un coctel que consiste en las siguientes: CK 1(68kd), CK 4
(59KkD), CK 5 (58kD), CK 6 (56kD), CK 8 (32E<D), CK 10 (56kD), CK 13 (54kD), CK
18 (45kD) y CK 19 (40kD). Anti-Pancitoqueratina comprada en Sigma).

5. Se lavo igual que el paso 3. Enseguida se adicioné el anticuerpo anti-lgG de raton
acoplado a peroxidasa diluide 1:2000 en TBS leche al 1% BSA al 1%, durante una hora
en agitacion moderada.

6. Se lavo igual que en el paso 3. Para la deteccidn de los anticuerpos que reaccionaron se
trabajé segiin el método ECL (Luminol).

. El revelado se efectud en la oscuridad. Se utilizé una mezcla 1:1 de a sustancia 1 y 2
(reactivos ECL) para detectar la fluorescencia.

8. Se dej6 durante 5 min en exposicion sobre una placa fotografica.

9. Para finalizar se utilizd solucidn reveladora y solucién fijadora.

Método estadistico
Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizo un analisis de varianza no
paramétrico de Kruskal-Wallis el nivel de significancia se establecid para una p<0.05 y se
empleé el programa SigmaStat (Sigma Co.). La refacién dosis-efecto se exploré mediante

un andlisis de correlacion simple.
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4. Resultados

Se ocuparon 6 ratones por cada tratamiento y se procesaron los higados de cada
ratdn por separado para un total de 30 ratones y 30 muestras. Los grupos de ratones no
fueron tratados todos el mismo dia, se hizo en grupos de tres (tres ratones por cada
tratamiento fueron tratados el mismo dia). '

En la tabla 1 se pueden observar los porcentajes de uniones ADN-proteinas aisladas
de los higados de los animales controles, mientras que las tablas 2, 3, 4 y 5 presentan los
datos obtenidos con los tratamientos de 4.5, 9 y 12 mp/kg de arsenito de sodio y dicromato
de potasio 40 mg/kg de peso respectivamente.

Los porcentajes observados en los controles estuvieron en el rango de 0.3-0.6% del
ADN total, mientras que en los ratones tratados los rangos fueron entre el 0.4 y el 1.4%. En
la grificas 1 y 3 se ilustran los valores promedios para cada grupo experimental. Los
tratamientos indujeron un incremento en la proporcidn de complejos, sin embargo la
respuesta no fue uniforme en todos los ratones como se puede observar en las tablas 2, 3, 4

vy 5 ven la grafica 2.

RATON | mg ADN total | mg CAP | % CAP
1 2085.71 8.87 0.425
2 1885.71 6.27 0332
3 1897.14 6.80 0.358
4 1225.71 427 0.348
5 1262.85 7.20 0.567
6 945.71 6.13 0.648

Tabla 1. Porcentaje de uniones DNA-proteinas en ratones controles tratados con 0.5ml de

solucion salina estéril..



RATON | mg ADN total | mg CAP | % CAP
i 1865.71 19.13 1.02
2 1731.43 7.20 0416
3 1974.28 13.07 0.692
4 1094.28 6.40 0.585
5 1237.14 12.73 1.03
6 1411.43 13.84 0.98

Tabla 2. Porcentajes obtenidos con tratamiento: 4.5 mg Arsenito de sodio/kg de peso.

RATON | mg ADN total | mg CAP | % CAP
1 1708.57 9.67 0.566
2 1368.57 9.60 0.701
3 221999 13.13 0.592
4 1405.71 13.88 0.987
5 1134.28 6.47 0.570
6 1254.28 11.6 0.925

Tabla 3. Porcentajes obtenidos con tratamiento: 9mg Arsenito de sodio/kg de peso.



RATON | mg ADN total | mg CAP | % CAP
1 1971.43 13.60 0.690
2 2548.57 14.80 0.581
3 1862.85 13.67 0.734
4
5 1368.57 17.8 1.3
6 1311.43 11.8 0.899

Tabla 4. Porcentajes obtenidos con tratamiento: 12mg Arsenito de sodio’kg de peso.

Nota: la muestra del ratén 4 se perdié mientras era procesada.

RATON | mg ADN total | mg CAP | % CAP
1 1865.71 9.47 0.507
2 1434.28 8.27 0.576
3 1877.14 12.20 0.650
4 1351.43 19.40 1.43
5 1371.43 16.67 1.21
6 1222.85 15.27 1.25

Tabla 5.Porcentaje obtenido con tratamiento: 40mg dicromato de potasio/kg de peso.
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Para investigar si existe una relacién dosis-efecto, se realizo una correlacion simple
entre las dosis empleadas y los porcentajes de los CAPs. Esta prueba nos permite conocer si
la asociacién entre los tratamientos y los CAPs inducidos puede ser descrito por una
funcién de tipo lineal. Para ello, los valores de las dosis fueron fransformadas
logaritmicamente, ya que no se trata de una progresion continua de datos (Zar, 1984). El
anilisis se realizé con el programa Sigma Stat {SIGMA) obteniéndose una correlacién de
r=0.56, con una p=0.0049 (Grafica 4).

Los porcentajes de CAPs para cada animal y tratamiento fueron analizados
mediante un andlisis de varianza no paramétrico de una sola via (prueba de Krushkall-
Wallis); este demostré que existian diferencias significativas entre los grupos de
tratamientos (p=0.046). Para contrastar los datos obtenidos entre tos diferentes tratamientos
y los controles se utilizd el andlisis de Dunn (Zar, 1989) y se existia una induccion
significativa de complejos entre el grupo control y el de ratones tratados con 12 mg/kg de
arsenito se sodio, asi como entre los controles y €l grupo tratado con cromo. La induccién

con 4.5 y 9 mg/kg de arsenito no fueron significativos.

TRATAMIENTO PROMEDIOC DE %CAP t D.E.
Coatroles 0.4461 0.1313
Arsénico 4.5mg/kg 0.787£ 0.26
Arsénico 9.0 mg/kg 0.7235£ 0.171
Arsénico 12.0 mg/kg 0.841+ 0.281
Cromo 40 mg/kg 0.937£ 0.403

D.E.: desviacion estandar.

Tabla 6. Promedios y desviacibnes estindard de los complejos inducidos por arsénico y

<romo.
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Las proteinas aisladas en los complejos fueron caracterizadas mediante geles de
poli-acrilamida (Figura 11 y12). La Figura 11 es un gel que se realizd con el fin de ver un
patrén de proteina total en las muestras de los micleos aislados. Una vez procesadas las
muestras segin la técnica de Costa y cols. (1992) se corri6 un gel con las proteinas aisladas
de los complejos Figura 12. La banda que se observa al mismo nivel en todos los
tratamiento se encuentra en el rango de los 30 y 46kD, mismo que sc cae dentro del rango

de pesos moleculares de algunas citoqueratinas, concretamente la CK 19.

Sabemos que el arsénico es afin a los grupos sulfhidrilo de las proteinas de ahi que
también tienda a acumularse en tejidos ricos en queratinas, las proteinas de los geles se
transfiricron a membranas de celulosa y se utilizd un coctel de anticuerpos
anticitoqueratinas que reconoce a algunas de las citoqueratinas mas comunes para realizar
la inmunorréplica. Existen reportes que citan a la CK 18 como tipica en el higado y esta estd

incluida en el cdctel utilizado para la inmunorréplica.

Se realizé una deteccién por inmunorreactividad en membranas de celulosa
{(inmunoblot) de las proteinas totales en una alicuota de la suspensidn de nicleos aislados de
los higados de los ratones con el objeto de verificar la presencia de citoqueratinas en los
nicleos, antes de la extraccién de complejos. Se observé la presencia de tres bandas de
citoqueratinas (Figura 14), aprecidndose una tincién mas intensa en las preparaciones de los
organismos tratados con arsenito de sodio y con cromo con referencia a los nucleos de los
ratones control.

En las Figuras 13 y 14 se muestran las inmunorréplicas descritas arriba, donde se
ven bandas correspondientes a citoqueratinas aunque no podamos saber con exaclitud a que
citoqueratina corresponden es evidente que a las correspondientes a los pesos moleculares

entre 30 y 46 kD que para este caso son las CK 18 y 19.
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Figura 11. Ge! donde se aprecia el pairén de proteinas existentes en una muestra de nicleos
aislados de higado de ratén. Dado que los nicleos son ricos en proteina vemos toda una
gama de proteinas donde estan incluidas las citoqueratinas (ver Figura 13).

De izquierda a derecha: Carril 1: citoqueratina de epidermis de humano.

Carriles 2 y 3: As 12.0 mg/kg

Carriles 4 y 5: As 9.0 mg/kg

Carriles 6 y 7: As 4.5 mg/kg

Carril 8: pesos meleculares.
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Figura 12. Gel con 40 pg de proteina total obtenida de aislar los complejos ADN-proteina
inducidos por arsénico a higados de ratones. Hay una banda entre los 30 y 46 kD por lo que
podria tratarse de la CK 19 (40kD).

De izquirda a derecha: Carril 1, Cromo 40 mg/kg. Carriles 2 y 10, pesos moleculares. Carril
3, control. Carriles 4 y 5, As 4.5 mg/kg. Carriles 6 y 7, As 9.0 mg/kg. Carriles 8y 9. As 12.0

mg/kg.
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Figura 13 (arriba) y Figura 14 (abajo). Inmunorréplicas donde se utiiizod el anticuerpo
anti-pancitoqueratinas. Arriba se trata de una muestra de nicleos totales; mientras que abajo
se trata de proteinas aisladas de los complejos inducidos en cada tratamiento.
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5. Discusidn

Se ha demostrado principalmente en sistemas in vifro, que existen sustancias
capaces de inducir uniones ADN-proteinas que persisten en la célula y que ademas son
resistentes al calor y a agentes reductores como el 2-mercaptoetanol. La mayoria de estas
sustancias son ademas agentes carcinogénicos. Miller y cols. (1989) ha postulado que la
presencia de estos complejos puede utilizarse como evidencia de la exposicion a
carcindgenos, por lo que resulta relevante investigar si los mismos efectos pueden ser
observados in vive.

Nuestros resultados en ratones, muestran que el arsenito de sodio fue capaz de
inducir €l mismo tipo de uniones que observamos en una linea celular hepatica humana
{Ramirez y cols., 1998). El efecto observado en los tratamientos agudos de arsénico, fue

similar al obtenido con dicromato de potasio, un conocido inductor de CAP.

La curva dosis-efecto se-ajusta signliﬁcalivamente en un 60 % a una correlacion
simple, lo cual resulta adecuado para un ensayo in vivo . De acuerdo a la grafica 4, mas que
una correlacion linear, el porcentaje de CAP parece estar relacionado sublinearmente con la
dosis, de manera similar a to observado para el fomaldehido en tejido nasal de ratén
(Conaway cols., 1996). Aunque probablemente un ensayo que comprendiese un mayor

nimero de animales permitiria resolver este punto de una manera mas clara.

Dado que el higado es el sitio en donde se concentran y biotransforman las
sustancias que ingresan al organismo, {a generacion de este tipo de efectos implica que el
ADN nuclear esta siendo atacado por los téxicos de una manera indirecta, a través de
generar radicales libres que son capaces de reaccionar con la molécula, formando complejos
muy estables que resisten la temperatura de lavado que es de 65°C, de manera similar a lo
observado con el cromato, formaldehido y cis-platino en lineas celulares (Costa y cols,,
1997).
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No hay que perder de vista que el mecanismo de accion de cromo y arsénico podria
no ser ¢l mismo y por ello las proteinas involucradas son diferentes. Esto demuestra que los
requerimientos quimicos para la interaccién del ADN con las proteinas inducidas por el
arsenito tengan una naturaleza diferente a la encontrada con cromo.

El arsénico (III) se une fuertemente a los grupos sulfhidrilo de la queratina,
depositindose en grandes cantidades en pelo y uiias. Con este estudio de exposicion aguda
hemos visto que se induce la formacion de complejos ADN-citoqueratinas, y que ademis
parece inducirse la sintesis de estas proteinas del citoesqueleto. Una de las citoqueratinas
que se ha caracterizado como tipica de higado es la citoqueratina 18 (Green y cols., 1990);
ésta tiene un peso molecular de 45kD. Como se puede apreciar en la figura 11, en los
complejos aislados se encuentra evidencia de una proteina con un peso molecular a la altura
de la banda de 46kD. Mientras que las figuras 13 y 14 representan la fluorescencia
encontrada al utilizar un coctel de anticuerpos anticitoqueratinas que incluyen a la
citoqueratina 18. No se realizb una inmunorréplica directamente para evidenciar la
presencia de esta citoqueratina en particular, pero queda claro que se trata de varias
citoqueratinas.

La organizacion de los filamentos de citoqueratina en hepatocitos de higados
normales de roedores y humanos se extiende a través del citoplasma, pero también se
encuentran en el nicleo; se tiene evidencia de que en casos donde el higado padece de
alguna patologia el entramado de citogueratina sufre cambios dramiticos (Franke y cols.,
1981). Ademas los cuerpos de Mallory, estructuras asociadas a efectos hepatéxicos estdn

compuestos por citoqueratinas (Schirmagher y cols., 1998).

Para el caso del cromo, nuestro control positivo, se ha observado que los complejos
ADN-proteinas persisten, después del tratamiento durante 36 horas en el higado. Es posible
que esta persistencia resulte del entrecruzamiento entre el ADN y las enzimas de reparacion
que fueron activadas para reparar las lesiones det ADN inducidas por el Cromo VI
(Tsapakos y cols., 1983). Se caracterizaron inmunolégicamente algunas otras proteinas
complejadas con el ADN después de un tratamiento con cromato y se encontraren
lamininas, proteinas de la matriz nuclear y citoqueratinas; no hubo unién a actina 0 a

histonas.
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Estos resultados indican que al menos en el caso del cromo, habria requerimientos
quimicos especificos para fa interaccién y formacion de los complejos (Miller y cols,,
1989).

A dosis citotoxicas también se lleva a cabo [a formacion de entrecruzamientos entre
el ADN y las proteinas. Se ha demostrado que la formacién de las uniones ADN-proteinas
se producen a concentraciones muy citotdxicas, tan toxicas como para producir muerte
celular (Costa y cols., 1997). En estos casos el valor de este este tipo de uniones como
indicador de exposicién y efecto resulta poco relevante. En nuestro disefio experimental
solo evaluamos el dafic que indujo el arsenito de sodio durante tres horas (tratamiento
agudo). En virtud de que los compuestos arsenicales (inorganicos y metilados) tienden a
acumularse en grandes cantidades principalmente en pulmén, higado, piel y rifidn, seria
interesante investigar la presencia de este mismo tipo de dafic en tratamientos cronicos y
subcrénicos que constituyan modelos mas apegados a las condiciones de exposicion de las
poblaciones humanas, es decir, la exposicién mas comiin que ocurre en humanos €s a través

del agua de bebida, el consumo de alimentos y/o de medicamentos, etc.

El mecanismo por el cual el arsénico induce cancer pudiera estar relacionado con
las especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species). Pero este mecanismo
por el cual el arsenito incrementa los niveles intracelulares de ROS en ia célula no estd
claro ain; es posible que involucre a las pozas de glutatién y al sistema glutatién
peroxidasa, glutation reductasa (Del Razo, 1997). Estas especies reactivas de oxigeno
pueden producir la genotoxicidad asociada al arsenito, parece razonable sugerir que al
incrementar los niveles de antioxidantes intracelulares se tendrian efectos terapéuticos o

preventivos en el envenenamiento con arsénico.

Otros de los efectos reportados para el arsenito es que unido a los efectos de la luz
UV, incrementa la citotoxicidad, mutagenicidad y clastogenicidad de ésta en células de
mamiferos; es decir, tiene un efecto co-genotdxico debido a que el arsenito inhibe la

reparacion de los dimeros de timina que la luz UV genera en el ADN (Lee-Chen y cols.
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1992). Poco se sabe sobre las consecuencias biologicas de los entrecruzamientos ADN-
proteina, ya que son dificiles de estudiar. Pero podria tratarse de interrupciones en la hebra
de ADN impidiendo el paso de la ARN polimerasa a lo latgo del ADN, perjudicando la
disociacién normal de la doble cadena y por tanto inhibir la replicacion resultando en la
pérdida de material genético (Revzin, 1990). Quedaria por investigar si los
entrecruzamientos son los responsables de! daflo cromosémico observado en las

poblaciones expuestas a As (Gonsebatt y cols., 1997).

La presencia de este tipo de dafio en hepatocitos de ratdn sugiere que este tipo de
efectos puede estar participando en el dafio hepatico inducido por arsénico en individuos
con exposicién cronica, por lo que seria importante disefiar estudios crénicos en estos

animales.
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6. Conclusiones

En e} presente estudio se logrd la induccion de entrecruzamientos ADN-proteinas
¢n un sistema in vive expuesto a diferentes dosis de arsenito de sodio. Se evidencio Ia
formacion de entrecruzamientos ADN-proteina a nivel de higado debido a la exposicidn a
Arsénico, lo cual s evidente ya que es un orgino clave en la eliminacion de xenobibticos

del organismo.

Los entrectuzamientos nos pueden servir como indicadores de exposicion y de
efecto, aunque no quede claro el mecanismo por ¢l cual el Arsénico induce dano celular, la

hipdtesis mas aceptada es que ¢l arsenito favorece la formacién de radicales libres.

Si esto es cierto, indicaria que estos radicales libres no sdlo dafian al ADN, sino que
también genera cambios a nivel de la expresién normal de fas citoqueratinas. En el caso del
higado esto resulta importante, ya que s¢ han reportado enfermedades degenerativas como
[a cirrosis y la fibrosis, asociadas a alteracicnes de las citoqueratinas, mis aln, existen
reportes de que los cuerpos de Mallory en los hepatocitos estdn constituidos por

citoqueratinas.

Dada la importancia que tendria desde el punto de vista de la salud humana, una
alteracién en la fisiologia de las citoqueratinas hepaticas, los resultados encontrados en este

estudio plantean la necesidad de utilizar ¢l mismo modelo en una exposicion crdnica,
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