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RESUMEN

Se ha propuesto la induccion de entrecruzamientos “cross-links”
entre el ADN y las proteinas (DNA-protein cross-links), DPC como un
marcador bioldgico de dafio temprano al ADN ya que carcinogenos
conocidos o agentes potencialmente carcindégenos inducen un
incremento en la proporcion de proteinas fuertemente unidas al ADN.
El arsénico (As) es un carcinégeno humano que se encuentra
frecuentemente en el ambiente a concentraciones que pueden inducir
DPC. Es metabolizado en el higado a través de reacciones de oxido-
reduccion. Para investigar si el arsénico trivalente (arsenito de sodio,
As®*") puede inducir DPC utilizamos como modelo experimental una
linea celular humana derivada de hepatocitos fetales (WRL-68) y
ratones machos de la cepa BALB/c. Después del tratamiento de las
células hepaticas en confluencia, con diferentes concentraciones de
As®* las células se lisaron para aisltar por precipitacion los DPC
utilizando una solucién de 2% SDS y de cloruro de potasio (KCl). El
As* indujo DPC en las células WRL-68 guardando relacion lineal con
la concentracion. En el caso de los ratones y después de una dosis
unica, la induccién fue significativa aunque no existi6 un
comportamiento dependiente de la dosis. La proporcion de DPC
inducidos en la linea celular WRL-68 correlacioné lineaimente con la
concentracién intracelular de arsénico inorganico trivalente (Asi). Los
DPC fueron reparados (removidos) eficientemente en las células
WRL-68 llegando a niveles incluso, menores al del control negativo.
También se observé una induccién de glutation reducido (GSH) en las
células tratadas con As**. Los estudios de biotransformacion det As en




las células WRL-68 no mostraron la presencia de especies metiladas
del metaloide.

Para caracterizar a las proteinas entrecruzadas, los DPC se digirieron
con nucleasa para someterse entonces a electroforesis. Se
encontraron patrones proteicos menos densos pero similares en las
células no tratadas con As®* en comparacion a los que se encontraron
en las tratadas con arsenito y las tratadas con cromato (control
positivo). Cuando se removié el arsenito de los cultivos, se observd
que los cultivos tratados con la menor concentracion removieron mas
rapidamente las proteinas entrecruzadas. Mediante Western blotts, se
identificaron 5 citoqueratinas (CK) en los DPC, con una masa
molecular de aproximadamente 46, 48, 50, 54 y 45 kDa. La
citoqueratina 18 (CK18) se identificé con anticuerpos monoclonales de
entre las proteinas aisladas de los DPC. Por andlisis densitométrico
del contenido total de proteina, se observd un incremento en la
sintesis de CK18. Un analisis en microscopio confocal mostrd
resultados similares al inmunotefir las células con anticuerpos
monoclonales contra la CK18. Los filamentos de la CK18 se
localizaron en el citoplasma alrededor de la envoltura nuclear y en el
nucleo, asimismo la distribucién y disposicién de la CK18 en las
células tratadas con arsenito de sodio, se encontrd alterada.
Finalmente con los resultados de este trabajo se demostré que el
arsenito de sodio, indujo DPC en células hepaticas in vitro e in vivo.
Dentro de las proteinas entrecruzadas al ADN in vitm se identificaron
a las citoqueratinas, cuya expresion y organizacion altera el metaloide.
Los DPC representan un tipo de dafio al ADN que puede ser utilizado
como biomarcador en ia exposicion a arsénico y este tipo de dafio
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relacionarse con la lesiones primarias o tempranas del proceso

carcinogenico.



ABSTRACT
The induction of DNA-protein crosslinks (DPC) has been proposed as

an indicator of early DNA damage due to the fact that known or
suspected carcinogens induce an increased proportion of proteins
tightly bound to DNA. Arsenic (As) is a human carcinogen,
metabolized in liver cells through series of oxi-reduction reactions that
could potentiate the formation of DPC.

To investigate if arsenite could induce DPC we decided to use the
WRL-68 human hepatic cell line and BALB/c mice. After treatment of
confluent cells with different concentrations of As®*, they were lysed
and the DPC were precipitated and isolated with 2% SDS and KCI.
Trivalent arsenic induced DPC in WRL-68 cell line linearly related with
the dose while in BALB/c mice liver the induction of DPC was not dose
related. The proportion of DPC induced in vitro correlated also, linearly
with the intracellular concentration of trivalent inorganic arsenic. An
induction of GSH synthesis was observed. To isolate crosslinked
proteins, DPC were nuclease digested and then electrophoresed.
Similar although less dense band patterns were observed in PAGE of
DPC proteins from untreated cells as compared with arsenite and

chromate treated cells. A dose-related decay of DPC was also



observed. At least five CK were identified by Western blotting with
molecular masses of approximately 46, 48, 50 and 54 kDa. CK18 was
identified by immunoblotting among the proteins isolated from DPC. An
increase in CK18 expression was observed by densitometry analysis
of immunoblots of total cell protein content. Confocal microscopic
analysis of cells immunostained with monoclonal antibodies against
CK18 showed similar results, indicating an overexpression of CK18.
Filaments were identified in cytoplasm, around the nuclear envelope
and inside the nucleus. Disruption or alteration in the thread-like
pattern of CK18 in treated cells was observed. DPC is a type of DNA
damage that could be used as a biomarker of arsenic exposure related

to the primary or early lesions of the carcinogenic process.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Los numerosos compuestos quimicos que estan o que entran al
ambiente como resultado de diversas actividades antropogénicas,
pueden ocasionar impactos adversos para ia salud humana y el
entorno. Por su abundancia y por la enorme cantidad de sus efectos
adversos potenciales, es necesario tanto para los investigadores
como para los gobiernos, contar con una metodologia confiable, que
permita evaluar cuantitativa y cualitativamente los riesgos inherentes a
dichos contaminantes, asi como jerarquizar los peligros potenciales.
Este proceso denominado evaluacion de riesgos 0 manejo de riesgos,
se lleva a cabo a través de metodologias que abarcan un conjunto de
disciplinas como la epidemiologia, la toxicologia y la bioestadistica

(Alatorre, R., 1997; Travis, C.1992).



1.1 Evaluacion o estimacion de riesgo

El modelo convencional para llevar a cabo evaluaciones de riesgo
(Alatorre R., 1997) consta de cuatro fases: a) identificacion del peligro,
b) evaluacion de la relacion dosis-respuesta c¢) evaluaciéon de la
exposicion y d) caracterizacion del riesgo (Alatorre, 1997, IARC,

1992).

a) Identificacion del peligro

Incluye la recoleccion y evaluacién de datos sobre el tipo de dafios en
la salud o de enfermedad que puede producir una sustancia y acerca
de las condiciones de exposicion en que se manifiesta el dafo o ia
enfermedad. Esta identificacion no es por si misma una evaluacion de
riesgo, simplemente permite determinar si es cientificamente correcto
inferir que los efectos toxicos que se han observado bajo condiciones
especificas pueden ocurrir en otras condiciones, por ejemplo a través
de estudios realizados en anim_ales de laboratorio, de investigaciones
epidemiologicas en poblacionés humanas 0 en comunicaciones de

casos de individuos expuestos (Alatorre, 1997; IARC, 1992).



b) Evaluacién dosis-respuesta

El siguiente paso en la evaluacion de riesgos es la estimacion (calculo

aproximado) de la relaciéon dosis-respuesta para varias de las formas

de toxicidad que pueden tener una determinada sustancia.

En la mayoria de los casos, las relaciones dosis-respuesta deben

estimarse a partir de estudios en modelos animales de laboratorio.

Esto esta asociado con tres problemas importantes: a) Usualmente los

modelos animales son expuestos a altas dosis y los efectos de la

exposicion a bajas dosis deben predecirse con base en algunos

aspectos tedricos acerca de la forma de la curva en las relaciones

dosis-respuesta.

b} A menudo, los animales y los humanos difieren en susceptibilidad,
p.ej. a causa de la talla y el metabolismo.

c) La poblacion humana es muy heterogénea, por lo que algunos
individuos pueden ser mas susceptibles que otros.

Para efectos en los que hay alteraciones del material genético,

incluyendo la iniciacion de cancer, existen razones tedricas para creer

que los efectos ocurren a dosis muy bajas. Para los otros efectos

bioldgicos, usualmente se parte del supuesto de gue existe un nivel de

“umbral’, lo cual significa que puede existir una determinada dosis por




debajo de la cual no habra ningin efecto (NOEL). Se considera que
los agentes carcindgenos no tienen un nivel umbral, esto es, se
supone que la curva dosis-respuesta solo llega a riesgo cero cuando
la dosis es cero y que a medida que aumenta la dosis, el riesgo,
entendido en este caso como la probabilidad de que se desarrolle

cancer, de inmediato se vuelve infinito (Alatorre, 1997; IARC, 1992).

c¢) Evaluacion de la exposicion

Esta etapa incluye la estimacidn de la cantidad de individuos

expuestos a determinado agente ambiental asi como de la magnitud,

duracion y frecuencia de la exposicidbn. Es necesario conocer los

factores que controlan la exposicion, entre otros se encuentran:

® Factores que controlan la produccidén del agente en cuestion y su
ingreso al medio ambiente.

8 La localizacién y cantidad del agente que fue emitido o liberado.

B Las caracteristicas que controlan el destino ambiental del
contaminante, incluyendo su transporte, persistencia y degradacion.

B Los factores que determinan el contacto de los humanos con el
agente en cuestion, considerando el tamafio de las poblaciones

humanas vulnerables y su distribucion.
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M Los mecanismos de absorcion de la sustancia en los humanos.

Para la estimacion de estos efectos se utilizan diversos modelos
especificos (Alatorre, 1997; IARC, 1992).

d) Caracterizacion del riesgo

Consiste en el andlisis de la informacién obtenida en los pasos
anteriores. Para ello, no solamente se deben tomar en consideracion
las estimaciones de riesgo realizadas para unas condiciones
especificas de exposicion sino que se deben especificar las
limitaciones de los supuestos de los que se partié y las incertidumbres
cuantitativas y cualitativas que hayan surgido a lo largo de todo el

proceso (Alatorre, 1997; IARC, 1992).

1.2 Estimacion del riesgo al cancer.

Las consecuencias a la salud de los agentes téxicos contindan
dilucidandose y el riesgo al desarrollo de cancer es un topico de gran
interés y de continuo desarrollo especialmente para las futuras
generaciones ya que, segun la Organizacion Mundial de la Salud
tienen una esperanza de vida entre 10 a 12 afos mayor que las

actuales ( EPA,2000).
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El término ‘“riesgo para el cancer” o también llamado ‘“riesgo
carcinogénico” se emplea a menudo para enunciar la probabilidad que
presentan los agentes téxicos para generar cancer en los seres
humanos. Los agentes pueden actuar en diferentes etapas del
proceso carcinogénico y diversos mecanismos de accion pueden estar
involucrados (IARC,1992).

Los datos experimentales acerca de la capacidad carcinogénica de
agentes fisicos y quimicos, provienen generalmente de estudios en
roedores, usuaimente ratas y ratones e histéricamente de neoplasias
especialmente malignas. Las evaluaciones cualitativas y cuantitativas
de las evidencias relacionadas a la carcinogenicidad en cualquier
estado del proceso carcinogénico -independientemente de los
mecanismos fundamentales- son datos que pueden utilizarse en el
desarrolio de la evaluacién del riesgo carcinogénico en humanos.

Las inferencias acerca de los mecanismos de carcinogenicidad,
pueden hacerse no solo en base a los datos experimentales obtenidos
en el sistema de prueba y/o en base a los resultados epidemiolégicos
(IARC, 1992). Estos ultimos se realizan en exposiciones
ocupacionales lo que eventualmente genera la introducciéon de

medidas preventivas en exposiciones al agente toxico.

12



1.3 Biomarcadores.

El monitoreo del medio ambiente y la evaluacién del riesgo a la
exposicion de agentes xenobidticos, se realiza utilizando sistemas de
pruebas biologicas. En ellos se intenta establecer la existencia,
naturaleza o grado del dafo téxico provocado por un agente y da
pautas acerca del mecanismo de accién a través de indicadores o
biomarcadores.

En general, los biomarcadores se consideran elementos relacionados
a la actividad bioldgica de los seres vivos, que permiten determinar
eventos relacionados con su fisiologia de manera cuali o cuantitativa.
Un biomarcador idealmente, debe proveer la informacion necesaria
para entender la toxicidad atribuida al xenobidtico en el sistema de
prueba empieado y relacionarla intra o interespecies considerando
ampliamente las extrapolaciones e interpolaciones entre especies. Los
biomarcadores se han usado con el fin de alertar a la gente acerca de
peligro medioambiental y pueden ser definidos también como
indicadores que generalmente incluyen subsistemas de un organismo
entero para identificar un efecto especifico (Butterworth y cols. 1995).
Para establecer la relacion dosis-respuesta, es necesario cuantificar

los cambios inducidos por el agente a diferentes dosis. Los cambios o

13




efectos provocados por el agente toxico se convierten en
biomarcadores del efecto. La Agencia de Proteccién al Ambiente en
los Estados Unidos de Norteamérica (USEPA) establece que un
biomarcador de efecto es cualquier estimacién de las alteraciones
ocasionadas por los contaminantes que pueden detectarse en los
tejidos, fluidos u organos de un organismo y que pueden ser
reconocidas como un dafo potencial o real sobre su salud
(Butterworth y cols., 1995). Aqui falta definir con precisién y claridad
dosis interna y dosis bioldgicamente activa. “La cantidad de una
sustancia toxica incorporada a un organismo se conoce como la dosis
interna si ésta es lo suficientemente alta, se tendra una pérdida en la
homeostasis porque la dosis bioldgicamente activa sera suficiente
para afectar alguna funcion irreversiblemente o por un periodo
sustancial (IARC, 1992).

Si la dosis biolégicamente activa se correlaciona con un efecto o
concentraciéon en un sitio periférico, esto puede funcionar Utilmente en
reemplazo de la dosis o efecto que estén ocurriendo en el tejido
blanco. Esta substitucién puede ser utilizada como un biomarcador de
exposicion y efecto en el sitio de accién. Ellos incluyen indicadores de

la dosis de sustancias téxicas de accion directa como un metabolismo
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hepatico alterado de hormonas, que puedan afectar la fertilidad (NCR,
1989) y senales de los compartimentos sustitutos, como el aumento
de la enzima deshidrogenasa del acido § amino levulinico (ALAD), que
es un biomarcador de efecto a la exposicion a plomo, (Singhal y
Thomas, 1980; NCR, 1989).

Aunque existen biomarcadores que reflejan necesariamente un efecto
bioquimico, p.ej. la formacién de aductos en proteinas plasmaticas y
en el ADN, ellos también han sido considerados como marcadores de
dosis  bioldgicamente activa de carcinégenos ampliamente
distribuidos. (Tardiff y cols., 1994).

Por otra parte, la presencia de marcadores de limitacion(es)
heredada(s) o adquirida(s) acerca de la capacidad de un organismo a
responder al reto de una exposicion a un agente toxico especifico se
conoce(n) como biomarcador(es) de susceptibilidad. Estos
biomarcadores son independientes de la ocurrencia de la exposicion,
aunque ésta pueda incrementar la susceptibilidad a la exposicion.
Ellos incluyen factores ambientales, organicos o genéticos que
modifican la biotransformacién de agentes ambientales como por

ejemplo las diferencias congénitas en el metabolismo, o las
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variaciones en las concentraciones de inmunoglobulinas (Butterworth

y cols., 1995).

1.4 Carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso complejo que involucra una sucesién
de eventos, que pueden variar con el tipo de carcindgeno, el sitio
blanco de tumorigénesis y las especies entre otros. El conocimiento
acerca de los mecanismos de carcinogénesis se esta desarrollando
rapidamente, enfocandose al descubrimiento de genes y los productos
génicos involucrados en la regulacién de la proliferacion celular y
diferenciacion, asi como en la identificacion de los eventos genéticos
implicados en la formacion del tumor. El resultado convergente de
varias disciplinas de la investigacién en cancer como la Biologia
Celular, Genética Molecular, Inmunologia y Patologia proveen
conocimiento genético y epigenético de los mecanismos asociados a
la activacidon de genes relacionados con la induccién del cancer
(IARC, 1992).

Actualmente, el concepto del cancer esta basicamente enfocado a la
acumulacion de dafio genético, dos caracteristicas principales

emergen del conocimiento actual sobre la carcinogénesis. La primera,
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establece que el cancer es un proceso complejo de multiples pasos a
nivel molecular y de desarrollo. En él, estan implicados los cambios
fenotipicos del desarrollo del tumor para el inicio de la neoplasia y su
progresion a tumores invasivos y metastasis (IARC, 1992).

La proliferacion celular es requerida para convertir el ADN dafiado en
mutaciones y para la expansion clonal de células iniciadas
incrementando también la probabilidad de alteraciones genéticas
adicionales en estas células. Las mutaciones pueden ocurrir
espontaneamente o en consecuencia a la exposicion a agentes
genotdxicos. Por genotoxicidad, se pueden generar mutaciones
puntuales, rearreglos cromosdmicos, recombinaciones, inserciones o
deleciones de genes y amplificaciones génicas entre otras lesiones
(IARC, 1992). Una amplia y creciente variedad de genes y productos
génicos han sido identificados como blancos criticos potenciales para

los carcindégenos. Algunos de ellos se muestran en la tabla A
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Tabla A. Blancos potenciales para los carcinégenos quimicos.

GEN O PRODUCTO ONCOGENES TUMORES EN
GENICO CONOCIDOS* HUMANOS

Factores de crecimiento. PDGF(sis)
Receptores de factores EGFR(erbB) Si
de crecimiento. CSF-1R(fms)
(tirosin-cinasa) HERII{neu) Si
Tipo angiotensina Angiotensina R (mas)
Receptor de hormona Hormona tircidea R(erb A)
esteroidea Acido retinoico Si
Proteinas G
heterotrimérica Gsa(gsp) Si
GTPasas ras Si
Moduladores de NF1 Si
proteina G

Enzimas degradadoras

de lipidos
Tirosincinasas abl Si
src
Tirosinfosfatasas
Serin/treonin cinasas mos
raf
Serinftreoninfosfatasas
Factores de transcripcion AP1(fos,jun)
myc,Rb(?), p53(?) Si
els, rel. Si

Tomado de la IARC (1992), * La lista continta creciendo.
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El entendimiento de los mecanismos de carcinogénesis se basa en el
analisis molecular y celular de los efectos particulares para un
xenobidtico sin embargo, no hay que considerar esta via como la
tinica ya que en realidad estamos simplificando un fenémeno muy
complejo. El andlisis molecular de los miltiples pasos de la
carcinogenesis, indica que el proceso de la evolucién neoplasica, es
significativamente mas complejo que el modelo que considera dos
estados del proceso: el de la iniciacién y el de la promocion. Un
ejemplo claro de esta complejidad lo representa el modelo descrito por
Volgelstein y colaboradores para el cancer colorectal (Figura A). En el
se describen cambios genéticos multiples que ocurren después de la
fase de promocion o expansion clonal de las células iniciadas (Fearon

y Volgelstein, 1990).
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Alteracién cromosdémica:

5q
Pérdida o mutacién

Genes:

fap/mme

Epitelio = Epitelio =

normal hiperproliferativo

Iniclacién Promocion

12p 18q 17p
Pérdida Pérdida
K-ras dcc p53
Hipometilacién
del ADN
Adenoma = Adenoma o Adenoma = Carcinoma
temprano intermedio tardio
U Otras
alteraciones
U
Metastasis
Progresion

Figura B. Modelo de Vogelstein para el cancer de colon.




La fase de progresion en la carcinogénesis, representa multiples
estados en los que los agentes quimicos pueden influenciar el
proceso neoplasico {(Hennings y cols., 1983).

Existen estudios epidemiolégicos que muestran la capacidad de
ciertos quimicos de afectar predominantemente a los estados tardios
del proceso carcinogénico (Kaldor y Day, 1987). Lo anterior no implica
necesariamente que los quimicos operen de manera similar en la
promocién de tumores en el modelo experimental de dos estados
(iniciacién y promocion).

En el caso del arsénico que es un claro carcinogeno humano,
(IARC,1982) las evidencias acerca de su carcinogenicidad en
animales son escasas (Rudnay y Borzsonyi, 1981; Ishinishi y
cols.,1983; Pershagen y cols., 1984). No se han encontrado
resultados que apoyen su capacidad de iniciar o promover el
desarrollo de tumores en el modelo de iniciacion y progresion del
cancer epidermal en ratones (Baroni y cols., 1953 ; Boutwell , 1963).
Sin embargo, se ha propuesto en base a los efectos observados en
exposiciones humanas, que el arsénico afecta a los estados tardios
del proceso carcinogénico. Los datos en humanos son inconsistentes

con la hipotesis de que el arsénico actua durante la fase de promocion
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del cancer. Esta inconsistencia esta apoyada por la reversibilidad en la
promocion de los tumores (Boutwell, 1974) aunque los estudios
epidemiologicos del cancer en humanos expuestos a arsénico no han
mostrado una reversién del exceso en la mortalidad de cancer de
pulmon después de que la exposicion al arsénico cesa (Brown y Chu,
1983). En base a estas observaciones, se propone que el arsénico
actia especificamente en la fase de progresion de carcinogénesis
(Barret, 1984). Esta hipdtesis se apoya ademas en las observaciones
de que el arsénico es un efectivo inductor de amplificacién génica
(Lee y cols., 1988). La amplificacion génica en algunos tumores
correlaciona con el grado de progresion de la neoplasia (Brodeur vy
cols.; 1984, Schwab y cols., 1984, Slamon y cols.; 1987, 1989). La
amplificacion génica puede explicar la incidencia incrementada de
tumores que se observa en las fases tardias de la carcinogénesis
inducida por arsénico (Bishop y cols., 1987). Este ejemplo enfatiza la
importancia de considerar todos los pasos del proceso de

carcinogénesis.
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1.5 Genotoxicidad o dafio al ADN

Numerosos agentes quimicos y fisicos en el medio ambiente son
capaces de reaccionar con el ADN. Estas sustancias potencialmente
genotoxicas, inciuyen no solo compuestos antropogénicos sino
también agentes de origen natural (p.ej. los constituyentes alimenticios
y la radiacién ultravioleta entre otras). Afortunadamente, los
organismos poseemos poderosos sistemas de defensa para hacer
frente a los agentes potencialmente dafinos. Estos sistemas
comprenden de manera general: a) Procesos metabdlicos y
farmacocinéticos que determinan la absorcion, movimiento, alteracion
y detoxificacion de quimicos xenobiéticos entre érganos vy tejidos del
cuerpo b) Mecanismos celulares de reparacion del ADN y ¢) Procesos
inmunologicos y de defensa para enfermedades y cancer.

La evaluacion de la capacidad intrinseca y el potencial adquirido para
danar al ADN de innumerables agentes quimicos vy fisicos junto con el
conocimiento (adn limitado) de los mecanismos organotrépicos y de
defensa celular conforman la estimacion de riesgo. La estimacién de
la magnitud cuantitativa y cualitativa de las respuestas bioldgicas en
individuos expuestos es una tarea nada facil. Existen factores éticos

que limitan la aplicacion de sistemas de prueba en la practica. Aunado
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a lo anterior la imposibilidad de contar con resultados en ensayos
enhumanos y a menudo en especies animales que puedan servir de
modelos para los efectos en seres humanos puede restringir y limitar
la extrapolacion de resultados.

La identificacion de los agentes causales asi como de él o los
mecanismo(s) de accién es una tarea compleja ya que los organismos
estamos expuestos a una atmoésfera heterogénea a lo largo de la vida.
Ademas, la mayoria de los xenobitticos presentan una diversidad en
su(s) efecto(s) dependiendo por ejemplo, del genotipo o rearreglo de
genes del organismo en estudio.

El conocimiento de la presencia e identidad de agentes peligrosos en
el ambiente y el alcance o nivel de la exposicidn a estos, es
importante en la interpretacion de los resultados obtenidos al estudiar
poblaciones humanas expuestas y tratar de identificar los efectos que
se producen sobre la salud (Albert, 1997; Butterworth y cols., 1995).
Para la mayoria de los carcinbgenos humanos y para muchos
carcinégenos en animales de laboratorio, el dafio al ADN es producido
por ataques electrofilicos de compuestos parentales o a través de sus

metabolitos. Para el resto de los carcindgenos su(s) mecanismo(s) de
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accion parecen no involucrar dafio directo al ADN (carcindgeno no
genotoxico o promotor de tumores) (IARC, 1992).

Los metabolitos derivados de la biotransformacion o los xenobioticos
que sin ella, son capaces de producir elementos reactivos
electrofilicos, que reaccionan con centros nucleofilicos en
constituyentes celulares como el ADN, ARN y las proteinas. El
resultado de esta interaccién es la formaciéon de aductos covalentes
en sitios nucleofilicos del ADN y representa uno de los preludios en la
induccién de alteraciones en la integridad del ADN. Una de las
alteraciones derivadas de la formacién de aductos al ADN, son las
mutaciones, a las que se les considera uno de los eventos
genotoxicos presentes en los pasos iniciales del proceso
carcinogénico (Tardiff y cols., 1994, IARC, 1992).

Muchos carcindégenos producen un espectro complejo de alteraciones
en la integridad del ADN. Los aductos son estructuras heterogéneas
que involucran asociaciones entre el ADN con los xenobiéticds, con
sus metabolitos o con proteinas. Un ejemplo de este tipo de
interacciones y que ha sido extensamente estudiado es la que forma
el cis-platino con el ADN y con las proteinas, e incluso con otras

sustancias celulares como el glutation  (Figura  B).
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Monoaducto

HaN\ Pt/CI

H;,h/ ~ Cl

cis-platino

Entrecruzamiento Entrecruzamiento
interhebra de ADN Intrahebra de ADN

Figura B. Monoaductos inducidos por el cis-platino.
(Tomado de Friedberg y cols. 1995).
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Los aductos varian en estructura, estabilidad y en consecuencia en la
habilidad de inducir otras alteraciones genéticas. La naturaleza
cuantitativa y cualitativa del perfil de induccién de aductos para
cualquier carcinogeno puede ser influenciada por:

a) cinética de absorcion, distribucidon y excrecion de la sustancia
parental; b) competencia enzimatica para conversidon metabdlica a
derivados electrofilicos; y c) el contenido celular de los factores de
proteccién como p.ej. glutation. Cada uno de estos factores son
importantes en la determinacidén de diferencias en la susceptibilidad
interespecies e intraespecies para generar dafo al ADN (Tardiff y cols.
1994).

Diversas alteraciones relacionadas con la integridad del ADN como las
mutaciones puntuales, deleciones, intercambio de cromatidas
hermanas y aberraciones cromosomicas se pueden originar por
replicacién o recombinacion del ADN dafado. La acumulacion de
estas lesiones puede ocasionar el inicio de la transformacion del ADN.
Los cambios geneéticos inducidos por los carcindgenos incluyen a las
mutaciones génicas, amplificacién génica, rearreglos cromosomicos y
las aneuploidias entre otros. Ciertas caracteristicas que influencian a

los procesos de reparacion del ADN como la presencia de
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mecanismos alternos de reparacién del dafo genético pueden
desencadenar o no la formacion de eventos mutagénicos alterando la
susceptibilidad de los organismos a agentes carcindgenos (IARC,

1992).
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CAPITULO .

ADN-PROTEINAS

2.1 Interacciones ADN-proteinas

Se puede afirmar que la organizacion del ADN en células eucariotas y
la regulacion de sus funciones (transcripcion, traduccion, replicacion,
recombinacion y reparaciéon) dependen estrictamente de su
interaccion con las proteinas. Desde 1974 se conoce que las
proteinas cromosomicas conocidas como histonas se asocian
ordenadamente con el ADN (Wolffe,1998). Estas combinaciones
regulares pueden encontrarse a lo largo de la doble hélice una vez
cada 200-260 pares de bases, se conocen como nucleosomas y
representan una de las interacciones especificas entre el ADN vy las

proteinas, figura C.

Figura C. Organizacion del nucleosoma.
(Tomado de Wolffe, 1998)
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Dada la naturaleza estructural de los acidos nucleicos, su interaccién
con las proteinas de manera inespecifica tiene generalmente un
caracter electrostatico sustancial.

Otro tipo de interacciones ADN-proteinas se da en el reconocimiento
especifico de secuencias involucradas en la regulacién de la
transcripcion, tal es el caso de los factores de transcripciéon. En el
caso de la proteina Gal4 que le permite a las levaduras crecer en
medio rico con galactosa su unién se da a secuencias especificas
conocidas como UASg, en donde una vez unida se activa la
transcripcion de un promotor cercano (Darnell y cols, 1995).

En el caso de estas interacciones ADN-proteinas especificas y en
base al modelo original para el reconocimiento selectivo su asociacion
se da principalmente a través de uniones de tipo puentes de
hidrogeno entre las proteinas y las bases. El resto de la molécula de
ADN, los fosfatos y los azicares se consideran carentes de
informacién para la selectividad dada su estructura. En general las
uniones de la(s) proteina(s) a una secuencia especifica de ADN son
dependientes de dos tipos de interacciones, los puentes de hidrégeno

y las fuerzas de Van der Waals teniendo como base principal para la
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selectividad el contacto directo entre la cadena polipeptidica y el borde
expuesto de los pares de bases (Travers, 1993).

En el caso de la exposicion transitoria de secuencias de una sola
cadena en la célula a la proteina en los que se incluyen los proceso de
replicacién, recombinacion y reparacion del ADN. Su asociacion tiene
como caracteristica comi(n la union fuerte y cooperativa de los

intermediarios de manera transitoria (Revzin, 1990).

2.2 Entrecruzamientos (cross-links) ADN-proteinas

El estudio de los aductos al ADN inducidos por compuestos quimicos
reactivos ha progresado considerablemente pero hay relativamente
pocos estudios que involucran la asociacibn de aminoacidos,
glutation, proteinas y ADN (Costa y cols. 1997). El ADN per se cuenta
con proteinas asociadas como es el caso de las histonas que estan
involucradas en la regulacién de la expresion génica y en la
estructuracion de la cromatina como se mencioné anteriormente, sin
embargo, su interaccion inespecifica o especifica generalmente no es
covalente.

Sin embargo se tiene conocimiento de asociaciones ADN proteinas

inducidas por xenobibticos y que han sido propuestos como
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biomarcadores. Las primeras evidencias de su formacién se
generaron después de la exposicidn de células vivas a una variedad
de agentes que danan al ADN incluyendo la radiacién UV y la
radiacion ionizante. En estos casos se reducia la facilidad con la que
el ADN se extraia utilizando métodos desproteinizantes como el
tratamiento de sales de fenol. (Smith y cols 1969; Friedberg, y cols.
1995). Ademas la cantidad de ADN extraido de células humanas
irradiadas por eluciéon alcalina a través de filtros de nitrocelulosa,
aumentaba si el ADN era incubado primero con proteasas (Kohn y
cols. 1981). Estas observaciones han sido interpretadas como
evidencias de la presencia de entrecruzamientos (crosslinks) entre el
ADN y las proteinas (DPC).

Este fendmeno ha sido estudiado también in vitro con ADN y proteinas
purificadas y con bases y aminoacidos libres (Shetlar y cols., 1984).
Se ha observado que la pB-propiolactona, un agente alquilante
monofuncional, reacciona con el ADN principalmente en la posicion N’
de la guanina (Boutwell y cols., 1969). Incubaciones de -
propiolactona con el ADN y proteinas purificadas resultaban en la

formacién de entrecruzamientos ADN-proteinas (Nietert y cols., 1974).
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La formacién de los entrecruzamientos entre el ADN y proteinas se
apoya en el hecho de la existencia de elementos y compuestos
quimicos que incrementan la formacién de radicales de oxigeno en las
células causando la oxidacion de proteinas, aminoacidos y ADN
(Oleinick y cols., 1985). Los DPC pueden generarse via una reaccion
de base de Schift entre el grupo aldehido o los grupos amino de las
proteinas. También se ha sugerido que los aldehidos reactivos
formados por la oxidaciébn de aminoacidos o proteinas pueden
entrecruzar al ADN a través de reacciones p.ej. exociclicas o con el N?
de la guanina (Costa y cols., 1997, Oleinick y cols., 1985). En algunos
casos el reactivo quimico por si mismo, participa directamente en la
interaccion de la proteina o aminoacidos al ADN. Este parece ser el
caso de compuestos quimicos como el formaldehido, cromato y cis-
platino de quienes esta bien documentada su capacidad inductora de
entrecruzamientos ADN-proteinas (Costa y cols., 1997 y Casanova y
cols., 1994), (Figura B). En el caso del formaldehido, se sabe que
reacciona con el grupo e-amino de la lisina y causa entrecruzamientos
de proteinas ricas en lisina como las histonas del ADN por la reaccion

exociclica con el nitrogeno de la guanina (Casanova y cols., 1994).
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Algunos farmacos antineoplasicos pueden producir entrecruzamientos
ADN-proteinas por la estabilizacién de intermediarios covalentes entre
las topoisomerasas y el ADN (Costa y cols., 1997).
Independientemente del mecanismo de formacion, los DPC pueden
estar alterando los procesos de replicacion y de expresion génica que
representan, como se comentd en el capitulo anterior, eventos
cruciales en la carcinogénesis.
A pesar de que los agentes inductores de DPC son numerosos, el
significado biolégico de los entrecruzamientos ADN-proteinas en
términos de carcinogenicidad, mutagenicidad o citotoxicidad esta poco
estudiado. Dentro de los agentes inductores existen agentes quimicos
dustriales con diversos usos, se han reportado como agentes
capaces de inducir como primera lesién genotéxica y bajo condiciones

in vitro entrecruzamientos ADN-proteinas (Tabla B).




Tabla B. Agentes industriales inductores de entrecruzamientos

(cross-links) ADN-proteinas.

COMPUESTO QUIMICO USOS

Diepoxibutano

Acetaldehido

Glutaraldehido

Formaldehido

Acetato de vinilo

Oxido de etileno

Acetilaminofiuoreno

Preparacion de eritriol.

Agente esterilizante de comida y equipo
médico.

Fabricaciéon de desinfectantes, drogas,
colorantes, explosives, perfumes, resinas,
pesticidas.

Fijador de tejidos, desinfectante,
intermediario quimico y en ia industria del
plastico.

Fungicida,desinfectante, componente del
fluido para embalsamar. Utii en la
fabricacion de la seda, latex, urea, papel, y
drogas.

Procesos de  polimerizacién  para
emulsiones, resinas, adhesivos, pinturas,
textiles.

Fumigante de productos alimenticios,
fungicida, esterilizante hospitalario.
Intermediario en la sintesis de plasticos,
glicoles, acrilonitrilo.

Pesticidas

(Tabla tomada de Paustenbach, 1996).
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Se ha reportado que la induccién de DPC por algunos contaminantes
se presento en condiciones experimentales in vivo tal es el caso de
algunos compuestos arsenicales como el trioxido de arsénico,Tabla C.

Tabla C. Induccidon de entrecruzamientos ADN-proteinas en la
exposicion in vivo de contaminantes.

COMPUESTO SITIO DPC

Acetaldehido Narinas de ratas Presentes

Formaldehido Tejido nasal-respiratorio de ratas. Presentes
Mono Rhesus Presentes

Mucosa nasal

Higado de rata Ausentes
Higado de ratén Presentes
Pulmén de ratén Ausentes
Oxido de etileno Linfocitos periféricos humanos Presentes
Linfocitos periféricos humanos Presentes
Células de hepatoma de ratas Presentes
Cromo Hepatocitos de embrion de pollo  Presentes
Linfocitos periféricos humanos Ausentes
Niquei Higado de rata Presentes
Agentes arsenicales Pulmén de ratdn Presentes
Hepatoma de rata Presentes

(Tabla tomada de Paustenbach,1996).
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Cuando los DPC son inducidos por agentes como el cromato, son
relativamente persistentes en las células y no se reparan rapidamente
(Tsapakos y cols., 1983), mientras que cuando los DPC son
generados por el formaldehidc o la radiacion ionizante los
entrecruzamientos son menos estables y se reparan mas rapidamente
(Oleinick y cols., 1985; Speit y cols., 2000).

Las lesiones inducidas por cromato son lesiones persistentes,
Tsapakos y colaboradores (1983), mostraron que los DPC estan
presentes en el rifion de rata mas de 40 h después de la exposicion.
Dentro de las proteinas entrecruzadas al ADN por accion del cromo,
se han identificado particularmente algunas proteinas no histonas, lo
que sugiere una cierta especificidad en la asociacion respecto al
agente entrecruzador (Tsapakos 'y cols., 1983, Miller y cols,,

1989,1991).

2.3 La formacion de entrecruzamientos y el monitoreo biolégico.

Existen estudios que apoyan el interés por proponer a los DPC como
biomarcadores en la exposicién a carcinégenos (IARC, 1992). En el
caso del formaldehido, los entrecruzamientos ADN-proteinas (DPC)

se han detectado en concentraciones no citotéxicas o carcinogénicas
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y representa uno de los efectos genotoxicos primarios en tejidos
blanco. Experimentos in vivo con ratas y monos indican que la tasa de
formacion de DPC es proporcional a la concentraciéon de formaldehido
en el tejido blanco y existe una clara correlacion entre esos dos
parametros y la incidencia de tumores en el tejido blanco (Casanova y
cols., 1994). Esto implica que la tasa de formacidén de DPC puede ser
usada como una estimaciéon de la concentracion efectiva (ddsis
biologicamente activa) de formaldehido. La presencia de DPC como
un biomarcador sensible puede contribuir con el proceso de
evaluacion de riesgo al cancer inducido por el forimaldehido de una
manera mas precisa (Casanova y cols., 1991, Conolly y Andersen,
1992). En consecuencia, se ha propuesto considerar la inducciéon de
DPC por formaldehido como un indicador de la dosis biolégicamente
activa del carcindgeno en el tejido blanco (Casanova y cols., 1991).

En el caso del cromo, elemento carcindgeno, existen datos
experimentales que permiten proponer a los DPC como biomarcador
de esposicion al cromo. Hughes y colaboradores encontraron una
correlacion positiva entre el nivel de exposicion de cromo y el
incremento al riesgo de cancer de pulmén asociado a la presencia de

entrecruzamientos  ADN-proteina, mientras que los datos
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epidemiolégicos actuales, no han permitido identificar la concentracion
especifica relacionada al cancer de pulmén (Hughes y cols., 1994).

En el caso de las exposiciones a cromo y otros carcinégenos entre
ellos el arsénico, existen biomarcadores que no reflejan la magnitud
de la exposicion como es el caso de las mediciones de su
concentracion en sangre. Ellas representan en algunos casos
exposiciones muy recientes. Por otra parte las estimaciones de la
concentracion de agentes toxicos en tejidos que no necesariamente
van a ser blanco del carcindégeno limita el uso de estos biomarcadores
en la estimacion de riesgo (Tsapakos y cols., 1983). Estos hechos,
aunados a la dificultad de identificar biomarcadores de exposiciéon que
reflejen las dosis del xenobibtico en el tejido blanco, hacen de los
DPC, un parametro interesante para investigar. Ademas, la ubicuidad
de los agente inductores de DPC, los hallazgos in vivo acerca de esta
capacidad y la habilidad de los compuestos quimicos con estructuras
quimicas diversas y con capacidad inductora de entrecruzamientos
ADN-proteinas enmarcan la importancia de esta reaccién como un
biomarcador en exposiciones a agentes como el formaldehido y

potencialemente para metales como el cromo y el arsénico.
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CAPITULO Ih.

ARSENICO

3.1 Generalidades

El arsénico (As) es un elemento ubicuo. Pertenece al grupo VA de la
tabla periddica su namero atomico es 33 y su masa atémica es 74.9.
Se considera elemento de transicion o metaloide con propiedades
parecidas a las del fésforo y con toxicidad similar a la de metales
pesados como el mercurio y el plomo. El As puede existir como As”,
As", As?, As™, As* y As® los lltimos dos estados de oxidacion son
los de mayor interés toxicologico. La estabilidad de sus compuestos la
jerarquizan los pentavalentes. Los compuestos pentavalentes vy
trivalentes pueden tener un origen organico e inorganico. Dentro de
los compuestos trivalentes mas comunes estan el triéxido de arsénico
(As,03), arsenito de sodio (NaAsO,) y tricloruro de arsénico (AsCls)
(Del Razo, 1997).

El As es un toxico de origen natural. El arsénico inorganico (Asi)
puede ser ingerido via el agua de bebida y por alimentos cultivados o
crecidos en medios contaminados y/o cocinados con agua
contaminada. También es un contaminante industrial, el tribxido de

arsénico se usa en la manufactura de vidrio, diversos compuestos de
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arsénico son usados en semiconductores y en el cromado. El
cobre/arsenato ha sido usado para proteger la piel contra
degeneracién microbiana. El arsénico pentavalente, As®* puede
ejercer sus efectos toxicos mediante la simulacion del fosfato
(Lindergren y cols.,, 1982) y consecuentemente desacoplar las
reacciones de fosforilacion. Cuando el arseniato esta presente puede
unirse competitivamente con D-gliceraldehido-3-fosfato y generarse
asi un acil arsonato en lugar de un acil fosfato, la formacién del primer
compuesto quimico es rapidamente hidrolizado mientras que la del
Gltimo maneja la sintesis de ATP a partir de ADP.

La toxicidad de! As** se ha asociado a la capacidad que presenta de
unirse o inactivar sistemas enzimaticos o poteinas que contienen
residuos sulfhidrilo. Afecta enzimas mitocondriales y altera la
repiracion tisular inhibiendo la actividad de la succinato
deshidrogenasa, desacoplando la fosforilaciéon oxidativa (Casarett y
Doull's, 1994). El citoesqueleto es otro de los blancos celulares dei Asi
diversos trabajos muestran la particular afinidad del metal hacia
proteinas con alto contenido en grupos sulfhidrilo como la tubulina (Li

y Chou, 1992; Ramirez y cols., 1997).
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Recientemente se ha retomado el estudio de la capacidad terapéutica
de los compuestos arsenicales, ya que las observaciones clinicas y
los resuitados experimentales enfocados a la terapia contra la
leucemia promielocitica aguda proponen al trioxido de arsénico como
agente terapeutico (Chen, y cols. 1996; Soignet y cols., 1998).

El consenso en varios reportes sugiere que el arsénico induce
apoptosis en las células feucémicas por la activacion de genes

apoptoéticos (Chen, y cols. 1996; Soignet y cols., 1998).

3.2 Biotransformacion.

Ei arsénico inorganico que ingresa al cuerpo por ingestion es
rapidamente absorbido hacia el torrente sanguineo y transportado
principalmente al higado. En este organo, parte del arsénico
inorganico es metilado a dos derivados metilados, el acido
monometilarsinico (MMA) y el acido dimetilarsinico (DMA) los cuales
junto con la especie no metilada de arsénico son excretados en la

orina, figura D.
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+2¢ +CH,*

As®* 0,7 55— AsT0,7 55— CHAS™0.”
Arseniato Arsenito  Metiltransferasal MMA(V)

+2e +CH3*
MMA(V) >>— [CH3AS0,>"] —5—>——...(CHs),As™ 0,7
MMA(IIl)  Metiltransferasall  DMA(V)

Figura D. Biotransformacion del arsénico.
(Esquema tomado de Del Razo 1997).

El arseniato que es rapidamente reducido a arsenito en la sangre, se
incorpora y metila en los hepatocitos. Estudios in vifro muestran una
capacidad de metilacion relativamente baja en eritrocitos, cerebro,
pulmén, intestino y rifién de ratas en comparacién con la que se da en
el higado (Vahter, M. y cols., 1983). Recientemente estudios in vitro
muestran que la maxima capacidad de metilacién en preparaciones de
tejido de raton se encuentran el los testiculos, seguido del rifién, el
higado y el pulmén (Healy y cols., 1997; Aposhian, 1997).

Estudios in vivo han mostrado que el GSH es requerido para la
reduccién de arseniato a arsenito que inici6 en los procesos de

metilacion de arsénico (Buchet y cols., 1985, 1947).
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La familia de glutation y glutation S-transferasas (GST) son un
conjunto de enzimas de detoxificacion que catalizan la conjugacién de
GSH a un amplio espectro de compuestos hidrofébicos y electrofilicos
(Board y cols., 1990).

Se cree que el glutation puede disminuir el potencial toxico del As
mediante diferentes funciones: 1) como antioxidante; 2) en sy
Capacidad de co-factor enzimatico en reacciones de metilacion: 3) por
SU unién directa a As 4) a través de incrementar el flujo de los
conjugados As-GSH (Huang y cols., 1993; Rosen, 1995).

La especies metiladas de arsénico son mas eficientemente excretadas
que el Asi por lo que se asume que son menos téxicas, sin embargo,
muchos estudios muestran que la capacidad de metilacion del As es
diferente entre animales experimentales y humanos. Todos los
animales experimentales incluyendo la rata, ratén y hamster excretan
muy poco MMA (<2%) en Comparacion con los humanos (10-18%)
(Vahter y cols 1983; Buchet Y cols.1981, Vahter y cols., 1981).

Aunque se ha considerado que las formas metiladas del arsénico son
generalmente menos téxicas que el Asi, no hay evidencias en

epidemiologia humana de que los compuestos metilados posean
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menor riesgo carcinégénico. Recientemente se ha estudiado la
capacidad del DMA como promotor tumorigénico (Mass y cols. 1997).
El arsénico inorganico puede unirse extensamente a componentes
intracelulares y acumularse en tejidos del pulmon, rifidn cabello y ufias
(Vahter y cols. 1984, Georis y cols., 1990). La baja capacidad de
metilacion del arsénico en otros tejidos diferentes al higado podria
incrementar la retenciéon en el cuerpo del metal y consecuentemente
incrementar el riesgo a la salud derivado de esta situacion. Se ha
reportado que en biopsias de higado provenientes de 4 individuos
cronicamente expuestos a arsénico inorganico en agua para su bebida
e al alrededor de 0.5 mg/ml, tenian alrededor de 2 ppm de arsénico
por peso seco lo que equivale a una concentracion de 15 uM (Das y
cols, 1995).

Estudios previos muestran que las proporciones relativas de especies
urinarias del arsénico en individuos que ingirieron repetidamente
arsenito de sodio fueron: 7-26% de arsénico inorganico, 20-34% para
MMA y 34-60% para DMA y para trabajadores involucrados en las
industrias productoras de vidrio, preservacidén de piel y en la
manufactura de semiconductores 14-19%, 8-18% y 64-75% de

arsénico inorganico, MMA y DMA respectivamente. En el caso de
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residentes de una comunidad aledafia a emisiones de arsénico y
cobre se han encontrado niveles de arsénico inorganico de 11-16% y
de 11.3-21.1% y 49.2-72.9% para MMA y DMA respectivamente.

La capacidad de metilacién del As depende de los niveles y de la
magnitud de la exposicibn al metaloide, de diferencias
interindividuales e intraindividuales, caracteristicas étnicas, factores
ambientales e incluso el estado nutricional asi como de la ingestion de

otros compuestos en el agua para beber.

3.3 Exposicion

La principal fuente de exposicion a arsénico para la poblacion en
general es a través de la ingestion de agua contaminada con Asi y a
través del alimento. El nivel recomendado en el agua de bebida, por ia
Agencia de Proteccion al Ambiente en los Estados Unidos de
Norteamérica (US EPA) desde 1934 es de 0.05 mg/l y dada la
evidencia epidemiolégica del riesgo elevado para cancer, se ha
propuesto disminuir los niveles recomendados para el agua potable a
0.005 mg/L), (EPA, 2000). Se estima que en los Estados Unidos de
Norteamérica mas de 350 000 personas, mientras ue en la India

existen alrededor de 100 millones de individuos que beben agua
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contaminada con niveles superiores a la norma de 0.05 mgl/, y
muchos mas a la nueva recomendacién (Chio y cols., 1997).

La exposicién crénica a formas arsenicales inorganicas a través del
agua para beber esta asociada con neoplasias de la piel, pulmén,
rinén, vejiga e higado (Germolec y cols, 1997). Efectos
dermatolégicos menos severos incluyen hiperpigmentacion e
hiperqueratosis que se presentan en las palmas de las manos y de los
pies después de la exposicion (Ostrosky y cols., 1991). Estudios
epidemiologicos sugieren que la poblacion en riesgo de sufrir cancer
por exposicion al agua contaminada por arsénico en Estados Unidos
de Norteamérica puede ser comparada con la que existe expuesta a el
humo del tabaco y del gas radén en los hogares estadounidenses que
es estimada en 1 en 1000 (Smith y cols., 1992).

Una cantidad considerable de arsénico inorganico (ug/g) ha sido
encontrada en organismos marinos en comparacion con organismos
terrestres. Derivados organoarsenicales y la arsenobetaina se
encuentran entre los compuestos solubles al agua encontrados en
estos organismos. Otros compuestos metilados han sido identificados
también entre ellos se encuentran la arsenocolina, oxido de

trimetilarsina (Me;AsO), ion tetrametilarsonio (MesAs’) y arseno-
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azucares. Estos hallazgos cobran importancia en aqueilas poblaciones
humanas que ingieren frecuentemente cantidades considerables de

comida marina (Ochi y cols.1989).
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Efectos Toxicos

Efectos cutdneos. Las manifestaciones cutaneas en exposicion

crénica a arsénico son distintivas y caracteristicas. Su apariencia
usualmente sigue una progresion temporal empezando con hipo e
hiperpigmentaciones hasta su progresion a hiperqueratosis palmo-
plantares. Existen personas expuestas que subsecuentemente
desarrollan una variedad de cancer de piel no melanémico en las
areas de hiperqueratosis preexistentes.

Las hiperqueratosis arsenicales aparecen predominantemente sobre
las palmas de las manos y sobre la zona plantar de pies aunque el
dorso de las extremidades y del tronco pueden también presentarlas.
Ocasionalmente la lesiones pueden ser grandes (1 cm
aproximadamente) y pueden tener apariencia nodular. EI examen
histologico de las lesiones muestra tipicamente hiperqueratosis. En
algunos casos puede hacerse evidente la atipia celular, figuras
mitéticas o células epidermales extensamente vacuolizadas (Black y

cols., 1967, Tay y cols., 1974, Rahman y cols., 1992, Alain y cols.

1993).
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Efectos gastrointestinales y hepéaticos

En exposiciones agudas o subagudas (mg/dia) el Asi puede generar
alteraciones gastricas que pueden ir desde dolor abdominal y diarrea
hasta gastroenteritis hemorragica asociada al choque. Severa o
moderada necrosis hepatocelular ha sido tambien encontrada
incrementandose los niveles de transaminasas séricas.

En exposiciones cronicas a arsénico generalmente los sintomas
gastrointestinales estan ausentes. La hipertension portal no cirrética
es una manifestacion poco coman pero relativamente especifica
asociada con la ingestiéon crénica de Asi. Se ha encontrado en
individuos cronicamente expuestos a As en la Region Lagunera de
México hiperbilirrubinemia y un incremento en la actividad de alanina
aminotransferasa (ALT) sugiriendo la presencia de colestasis en los
individuos expuestos (Hernandez-Zavala y cols., 1998). Los examenes
histopatolégicos del higado en individuos crénicamente expuestos a
elevadas concentraciones de As (0.2-2.0 ug/L) muestran la presencia
de fibrosis en el tracto portal que ocasionalmente causan hipertension
y sangrado de varices esofagicas (Mazumder y cols., 1988; Piontek y

cols., 1989).
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La acumulacién del arsénico se da de manera importante en el
higado. El contenido de citocromo p-450 diminuye y también se ve

afectada la cantidad de oxidasas de funcion mixta (OFM), la
disminucion de ambos sistemas es dosis-dependiente (Albores y cols.,
1992). Otras alteraciones cominmente asociadas a la intoxicacion por
arsenico son la fibrosis (Morris y cols.,1974), cirrosis (Franklin y cols.,
1950, Lin y Chen, 1986), hipertension portal ( Piontek y cols., 1989)
asi como la presencia de angiosarcoma (Falk y cols. 1981;

Pershagen, y cols. 1983) y dafio venooclusivo (Labadie y cols.,1990).
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Efectos cardiovasculares.

En las exposiciones agudas o subagudas a arsénico inorganico en el
rango de mg-g/dia se presentan rapidamente manifestaciones
cardiovasculares que incluyen, hipotension, alteraciones congestivas y
arritmias cardiacas. La ingestion crénica de agua o vino contaminados
con arsenico se ha asociado con el desarrollo de alteraciones
vasculares periféricas como la conocida como la enfermedad del pie
negro, de la cual se reportaron alrededor de 1000 casos en el
suroeste de Taiwan, en gente que bebia agua contaminada con
arsenico desde inicios de 1900 hasta 1950-1960 (Tseng y cols., 1961,

1977).

Efectos hematoldgicos

En exposiciones agudas y crénicas al arsénico se han observado la
presencia de anemia, leucopenia y trombocitopenia. Los efectos en
estos linajes celulares pueden ser simultaneas y pueden hacerse
patentes a partir de la semana de exposicion aguda a elevadas dosis.
La anemia a consecuencia de la hemolisis 0 de la supresion en la
médula 6sea, puede ser normocitica © megaloblastica. La leucopenia

puede estar caracterizada por neutropenia o linfopenia. En general ia
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mayor parte de las alteraciones hematolégicas son reversibles y la
normalizacién de la mayoria de los linajes celulares se da en las
siguientes semanas después de terminada la exposicion. (Eichner,

1984, Rezuke y cols., 1991).

Efectos pulmonares

Los posibles efectos de arsénico en la genésis de alteraciones no
malignas por el arsénico han sugerido problemas de tos crénica,
fibrosis pulmonar ligera. El incremento en la frecuencia de la
obstruccidn de las vias aéreas y de efisema fue significativo en
aquellas areas endémicas de hidroarsenicismo en los Estados Unidos

de Norteamérica, (Engel y Smith, 1994).

Efectos inmunolégicos

Se han evidenciado efectos inmunomoduladores e inmunotodxicos de
arsénico en diversos estudios tanto in vivo como in vitro. Se ha
propuesto un efecto inmunoestimulador del arsenito y arseniato de
sodio en las concentraciones bajas de 2 uM y 5 uM respectivamente.
E! incremento en los cultivos estimulados con fitohemaglutinina (PHA)

fue de hasta 49% y 19% respectivamente. Mientras que a
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concentraciones superiores el crecimiento fue inhibido (McCabe y
cols., 1983). Se ha reportado un retraso en la proliferacién celular
relacionado con la dosis en linfocitos humanos tratados in vitro con
concentraciones 0.001 uM, 0.01 uM y 0.1 uM de arsenito y arseniato
de sodio (Gonsebatt y cols., 1992 y 1994).

La disminucion en el nimero de células T (CD8+), células B,
macrofagos, células asesinas (NK) asi como alteracion en la
secrecion de interleucinas han sido efectos atribuidos a la exposicion

cronica de arseniuro de galio (Burns y Munson, 1993).

Efectos neurologicos

Hay evidencias de neuropatia central y periférica en ingestiones
subagudas de arsénico (10 mg/ml) y en personas ocupacionalmente
expuestas afectando fibras motoras, sensoriales y generando

desmielinizacién axonal (Feinglass, 1973, Hinsmarsh y McCurdy,

1986).
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Efectos endocrinoldgicos

Se reconocen los efectos inhibitorios del complejo enzimatico de
piruvato deshidrogenasa y los consecuentes efectos del metabolismo
de carbohidratos y de la respiracion celular en intoxicaciones agudas
de arsénico (Stocken y Thompson, 1949). Hipoglucemia y alteraciones
en la tolerancia a la glucosa son ofros signos de la exposicion a

arsénico (Boquist y cols. 1988).

Efectos en el desarrollo v reproductividad

Existen pocos estudios enfocados al estudio del los efectos
reproductivos en humanos. Sin embargo, se ha asociado un
incremento en la frecuencia de abortos espontaneos y de productos
de bajo peso en personas que residen cerca de plantas esmaitadoras
con altas emisiones de arsénico y en gente que ingiere agua

contaminada con arsénico (60-270 nug/l) (Nordstrom y cols, 1978 a,b;

Desi, 1992).
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3.6 Mecanismos moleculares de carcinogénesis para el arsénico
La exposicidn cronica a formas arsenicales inorganicas a traves del
agua para beber estd asociada con neoplasias de la piel, pulmén
riién, vejiga e higado. Los mecanismos involucrados en la formacién
de estas neoplasias por el arsénico en contraste con otros quimicos
carcinégenos en humanos, no estan bien establecidos en parte a la
falta de predictividad en modelos animales para este agente. De ahi
que se enfatice la importancia de los estudios bioquimicos y de
biologia celular para encontrar respuestas a los mecanismos de
accion responsables de los efectos toxicos del metal (IARC, 1992).
Para el arsénico no se ha observado capacidad mutagénica
(Jacobson-Kram y cols., 1985) sin embargo, el arsénico es co-
mutagénico con la radiacién ultravioleta, rayos X 6 agentes alcalinos e
induce intercambio de cromatidas hermanas (SCEs) y aneuploidias en
linfocitos humanos in vitro e in vivo (Lee y cols., 1985; Ostrosky-
Wegman y cols, 1991; Ramirez y cols.,1997).

La alta afinidad del As** por grupos sulfhidrilos permite su
acumulacion y retencidn persistente en tejidos ricos de queratina

como cabello y piel y los niveles en estos tejidos han sido utilizados
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como un indicador cuantitativo de exposicion humana a este agente
(Molin y cols., 1976).

La elevada capacidad del As** por interaccionar con grupos sulfhidrilo
se ha evidenciado a nivel molecular por la alteracién en Ila
funcionalidad de un gran numero de enzimas y proteinas. Algunas de
ellas involucradas en la reparacién del ADN (ligasas) e incluso en la
organizacién y polimerizacion del citoesqueleto (p.ej.tubulina) (Li, y
Chou, 1992, Ramirez y cols. 1997).

Se ha propuesto que el arsénico puede inducir inflamacion o
tumorigénesis por modulacién de citocinas promotoras de inflamacion
y crecimiento respectivamente. Citocinas quimiotacticas o mediadoras
de inflamacién o crecimiento como la interleucina 1a (IL-1a), factor de
necrosis tumoral-a. (TNF-a) e IL-8, el factor de crecimiento de
transformacion (TGF-a) y el factor estimulador de crecimiento de
colonias de macréfagos (GM-CSF) se relacionan con varios procesos
patolégicos como son la hipersensibilidad por contacto, psoriasis y
neoplasias. En particular la sobreexpresion de TGF-a se ha asociado
con procesos patologicos de transformacion neoplasica en la piel y es
rapidamente secretada en cultivos celulares después de

transformacion con virus y oncogenes celulares o por tratamiento con
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promotores tumorales (Gottlieb y cols., 1988; Luger y Schwartz, 1990;
Vasunia y cols., 1994; Imamoto y cols., 1991). A este respecto el
arsénico ha probado recientemente inhibir la diferenciacion en
queratinocitos a través de la inhibicion de un marcador de
diferenciacién celular conocido como involucrina (Kachinskas y cols.,
1994).

Se ha reportado sabe también que el Asi induce la sintesis de varias
proteinas, incluidas las de estrés (hsp 70), la hemo oxigenasa, la
queratina, la metalotioneina, la actina, la tubulina y el gen de
resistencia multiple a antibidticos (MDR1) (Albores y cols., 1992; Chin
y cols., 1992; Darasch 1988; Kutty y cols., 1992; Yu y cols., 1993,
Menzel y cols., 1999).

La administracion oral de DMA en ratones se ha asociado a la
induccién de dafio al ADN especificamente de pulmén en donde se ha
encontrado la generacion de rompimientos cromatidicos y un
incremento en el contenido de heterocromatina nuclear (Yamanaka y
cols., 1993). Se especula que estos efectos son consecuencia de la
produccién de radicales libre incluyendo a las especies reactivas de
oxigeno generadas en el metabolismo del DMA. Se ha propuesto que

el radical peroxido de dimetilarsénico [(CH3).AsOO. ] sea la especie
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reactiva causante del dafio cromatidico e incluso de los
entrecruzamientos ADN-proteinas entre [a histona Ht o entre
proteinas no histonas encontrados en células humanas y de raton

(Yamanaka y cols., 1993).
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CAPITULO IV

METODO CIENTIFICO

4.1 Planteamiento del problema

Existen pocos estudios encaminados a investigar los aspectos
citotoxicos de los entrecruzamientos ADN-proteinas inducidos por
agentes ambientales, especialmente por metales o metaloides y si
estos efectos resultan caracteristicos de cada elemento, o si existen
patrones comunes, asi como las bases, los aminoacidos y los
mecanismos involucrados.

Hay evidencias que indican que el As induce entrecruzamientos ADN-
proteinas (Costa y cols.,, 1996). Estos entrecruzamientos podrian
ocurrir con algunas proteinas de la matriz nuclear y/o celular,
originando el dafio cromosémico observado in vivo e in vitro.
Considerando que los procesos de bioactivacion y detoxificacion del
As ocurren en el higado, nos interesa conocer si el arsénico induce
entrecruzamientos ADN-proteinas in vitro e in vivo en células
hepaticas, asi como identificar algunas de las proteinas involucradas
en los DPC. De igual manera nos interesa saber si la exposicion a As
induce la sintesis de glutation el cual estd considerado como el

principal reductor celular de naturaleza no proteica que protege a la
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célula de radicales libres, especies de oxigeno reactivas y de otras
sustancias o agentes toxicos (Denke y Fanburg, 1989).

El estudio y la caracterizacion de este tipo de efectos, contribuira a
profundizar en la toxicidad de este elemento y permitira resolver
preguntas acerca del papel de los entrecruzamientos en el dafio
genético y si existe 0 no una union preferencial de determinada

proteina dada su actividad bioldgica.

4.2 Hipotesis

El arsenito de sodio induce entrecruzamientos ADN-proteinas de una

manera dosis dependiente.
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4.3 Objetivos de trabajo
4.3.1 Objetivo general
Investigar la induccién in vitro e in vivo de entrecruzamientos “cross-

links” ADN-proteinas por arsénico.

4.3.2 Objetivos particulares
Determinar la capacidad que presenta el arsenito de sodio para inducir
DPC en las células “WRL-68" derivadas de hepatocitos fetales

humanos.
Caracterizar algunas de las proteinas involucradas en los DPC
inducidos por el arsenito de sodio mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida y con anticuerpos monoclonales.

Determinar la sensibilidad y especificidad en la induccion in vitro de

los DPC por arsenito de sodio al compararla con cromo.

Determinar la capacidad que presenta el arsenito de sodio para inducir

DPC en el higado de ratones de la cepa BALB/c.
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CAPITULO V.

MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivos y tratamiento de la linea celular hepatica.

La linea celular WRL-68 derivada de hepatocitos fetales humanos,
presenta una morfologia similar a los hepatocitos y a cultivos primarios
de hepatocitos. Estas células preservan caracteristicas estructurales y
de actividad enzimatica de enzimas como la alanina
aminotransferasas, aspartato aminotransferasas, ¥-
glutamiltranspeptidasa y fosfatasa alcalina, ademas expresan un
patron de citoqueratinas similar a otros cultivos hepaticos ofreciendo
un modelo in vitro para estudiar el efecto de xenobidticos (Gutierrez y
cols., 1984).

Las células se mantuvieron en cultivo en medio Dulbecco Eagle
modificado y suplementado con 8% de suero fetal bovino (Gibco), 1%
de aminoacidos no esenciales, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/m! de
estreptomicina. Las células se incubaron a 37°C en una atmésfera de
95% de aire y 5% de CO, hasta confluencia. Los tratamientos con
arsenito se iniciaron en esta fase para evitar la generacion de DPC
durante la fase S. Las células se trataron durante 16 horas con

diferentes concentraciones de arsenito de sodio (Sigma, St. Louis,
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MO) 1, 10, 10% y 10* nM. Las soluciones se prepararon justo antes de
iniciar el tratamiento para evitar la oxidacion del arsenito.

Un cultivo sin tratamiento y uno tratado con dicromato de potasio 10°
nM fueron los controles negativos y positivos respectivamente.
Transcurrido el periodo de tratamiento, las células se colectaron con
un rastrillo y se lavaron con amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.2. La
evaluacion de la citotoxicidad se realizo utilizando el meétodo de
exclusién de azul tripano en donde la ceélulas viables son
impermeables al colorante mientras que aquellas no viables
incorporan el colorante por alteraciones en la membrana celular.
(Kaltenbach y cols., 1953). Para cada tratamiento, la viabilidad celular

siempre fue superior al 75%.

5.2 Determinacion intracelular de arsénico.

La cantidad de especies arsenicales intracelulares se determind
mediante el método de generacién de hidruros por espectroscopia de
absorcion atomica después de la separacion cromatografica de
arsénico inorganico (iAs) y sus metabolitos. La cuantificacion esta

basada en la medicion de la luz absorbida a 193.7 nm por la
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excitacion de los atomos de arsénico hacia una lampara de descarga

sin electrodos (Crecelius y cols., 1986).

5.3 Determinacién de glutation reducido.

La determinacién de glutation reducido (GSH) se realizé mediante el
método descrito por Hissin y Hilf, 1976. 2x10° células se cultivaron y
se trataron con arsenito de sodio como fue previamente descrito. Las
células se colectaron y resuspendieron en amortiguador PBS/EDTA
(0.1 M de fosfato de sodio, 0.005 M EDTA, pH 8.0). Las proteinas
totales se precipitaron utilizando una solucion 2.5% de acido
perclorico y posterior centrifugacion por 10 min a 4°C. 0.1 ml del
sobrenadante, 1.8 ml de solucién PBS/EDTA, pH 8.0 y 0.1 ml de 1%
de o-ftalaldehido (Sigma) se mezclaron e incubaron en un tubo de
ensayo por 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. La
solucion se transfirid a la celda de cuarzo. La fluorescencia se

dtermin6 a 420 nm con una excitacion a 350 nm.
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5.4 Aislamiento de los DPC

La precipitacion de los DPC se desarrollé empleando el método
descrito por Zhitkovich y colaboradores (1992). En breve, después de
la determinacién de la viabilidad, las células se lisaron utilizando 0.5
ml de una solucién de SDS 2% y se congelaron a -70 °C. Las células
se descongelaron en un bafio de agua a 37°C y el ADN se fragmenté
pasando la solucién por una aguja de acero calibre 21. Los lisados se
vaciaron a un tubo Eppendorf ejerciendo cierta presion y evitando al
maximo la formacién de burbujas. Se adicionaron 0.5 ml de solucion
de KCI 100 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7.5 (Solucién B), y se mezclé en
un vortex.

Las muestras se incubaron a 65°C por 10 min, luego cada tubo se
invirti6 3 veces y se colocd en hielo durante 5 min, para permitir la
formacién del precipitado KCI-SDS-proteina(s)-ADN.

Los precipitados se colectaron por centrifugacién a 6000 g por § min a
4°C. Los sobrenadantes se descartaron y las pastillas se
resuspendieron en 1 ml de solucién C (100 mM KCI, 20 mM Tris-HCl,
pH 7.5). Las muestras se calentaron y se lavaron 3 veces como se
describio anteriormente. Después del ultimo lavado se resuspendio la

pastilla en 250 pl de solucion D (100 mM KCI, 10 mM EDTA, 20 mM
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Tris-HCI, pH 7.5). Se guardaron 50 ul para realizar la caracterizacién
de las proteinas que pueden estar involucradas en la formacion de los
complejos. La cantidad de ADN total y de los complejos se detectd
utilizando colorante Hoechst 33268, la fluorescencia se determiné
utilizando un filtro de excitaciéon de 365 nm y se midié la fluorescencia
emitida a 450-460 nm (Labarca y Paigen, 1980). Como blanco se
utilizé una soluciéon de albimina sérica bovina (BSA).

Para evaluar la persistencia de los DPC después del tratamiento, los
cultivos controles y las células tratadas se lavaron con PBS y se
pusieron a cultivar en medio sin arsénico durante 2, 6, 12 y 24 horas
para luego colectarse de la manera antes descrita. La determinacion
de la viabilidad celular y el aislamiento de los complejos se realizé de

manera similar a lo anteriormente descrito

5.5 Caracterizacion de las proteinas

Los DPC fueron digeridos durante 1 h a 37°C con nucleasa (25 pg/ml
DNAsa |, sp.act.1872 U/mg) (Wedrychowsky y cols. 1984) en
preparacion para la electroforesis en geles de acrilamida-SDS. Las
muestras digeridas se sometieron a electroforesis como describe

Laemmli(1970). La separacién de las proteinas se hizo en geles al 4%
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de bis-acrilamida para el gel concentrador y al 10% de bis-acrilamida
para el gel separador bajo condiciones reductoras (25mM B-
mercaptoetanol (Bio-rad) o 10 mM de ditiotreitol (Bio-rad). Las
proteinas se visualizaron utilizando el método de azul de Coomassie
y/o por Western-Blott, para revelar las proteinas en este lltimo caso
se utiizé un céctel de anticuerpos monoclonales anti-Pan
citoqueratinas que reconocen las citoqueratinas humanas 1,4-
6,8,10,13,18 y 19 (Sigma) y un anticuerpo monoclonal especifico que
reconoce a la citoqueratina 18 (CK18) y (Neomarkers, Lakeside, NY).
Se realizé un analisis densitométrico de las inmunotransferencias
utilizando el sistema de imagen oéptico AMBIS (Scanalytics). El

software utilizado fue RSLPSCAN version 2.1.

5.6 Efecto del NaCl sobre los DPC inducidos por As.

Para conocer que tan fuerte era la asociacion del ADN y la CK18 los
DPC aislados se lavaron con 2.5 M de NaCl (concentracion final) y se
resuspendieron en 100 mM de KCI, 100 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl y
después se dializaron utilizando membranas de didlisis con un poro

molecular de 12,000-14,000 contra PBS pH 7.2, por 24 hs. Una vez
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dializados los DPC se prepararon para SDS-PAGE con o sin la

digestion con nucleasa como se describié anteriormente.

69



§.7 Inmunohistoquimica

Las células WRL-68 se crecieron en cubreobjetos estériles de vidrio
hasta semiconfluencia. En este estado, los cultivos fueron tratados
con concentraciones de arsenito de sodio en el rango de 1-10* nM
por 16 horas. Después del tratamiento, las células sobre los
cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS pH 7.2, y entonces se
fijaron y permeabilizaron por 90 min en 95% de etanol a 0°C. Los
cubreobjetos se lavaron 2 veces con PBS pH 7.2 por 5 minutos y
enseguida se bloquearon durante 30 minutos con BSA al 3% (w/v) en
PBS, seguida de una incubacion de 1 h con los anticuerpos
monoclonales contra la CK18. Los cubreobjetos se lavaron 2 veces
por 5 min y se incubaron una hora mas contra el anticuerpo anti-lgG-
FITC (1:100) preparado en amortiguador de blogue. Finalmente las
células, se lavaron 3 veces durante 10 min con PBS, se montaron en
glicerol y se observaron en microscopio para epifluorescencia (Nikon
E 400) y en microscopio confocal Odissey Noran 3.2. Las células
fueron fotografiadas utilizando una pelicula ASA 400 y la intensidad de
fluorescencia se determiné utilizando un sistema computarizado 1.3

MetaMorph. Los testigos negativos se prepararon utilizando un cultivo
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al que se le agregé medio de cultivo en lugar de anticuerpos

monoclonales.
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5.8 Experimentos in vivo.

Grupos de 6 ratones machos de la cepa BALB/c que pesaban entre
25-30 g, fueron expuestos a arsenito de sodio en las siguientes dosis:
4.5 mg de arsenito de sodio/kg de peso (34.6 nM/kg peso); 9 mg de
arsenito de sodio/kg de peso (69.23 uM/kg peso) y 12 mg de arsenito
de sodio/kg de peso (92.3 uM/kg de peso). El testigo positivo,
dicromato de potasio, se administré a los ratones en una dosis de 40
mg/kg y el testigo recibié solucidn salina. Las soluciones de
tratamiento se prepararon antes de tratar a los animales para evitar su
oxi-reduccion.,

Después de transcurridas 3 horas de la administracion de Asi (periodo
en el que el As es metabolizados y los metabolitos son detectados en
la orina) (Del Razo y cols., 1999), se les sacrifico por dislocacion
cervical. Rapidamente se obtuvo el higado y se coloco sobre una caja
petri esteril inmersa en hielo con buffer de fosfatos pH 8/PMSF 1mM

frio.
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5.9 Aislamiento de los niicleos

La obtencion de los DPC se realizé a partir de los nicleos aislados del
higado. Los nucleos se aislaron de la siguiente manera:

Una vez extraido el higado, se homogenizé en 3 mi de solucion
amotiguadora de fostatos pH 8 suplementado con inhibidores de
proteasas :PMSF 10 mg/ml (10 ul/ml), Azida de sodio 0.5 M (30 ul/ml)
y ortovanadato de sodio 100 mM (10 pl/ml). Los tubos se mantuvieron
siempre en hielo. El homogenado se diluyé 1:10 en amortiguador de
sacarosa manteniéndose en hielo. Transcurridos cinco minutos se
centrifugd a 15,0009 por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
descartado y se resuspendio la pastilla en la solucién A. La calidad de
los nucleos fué verificada al microscopio. Se prepararon alicuotas en
tubos Eppendorff con 500 ml de resuspensién y se congelaron a -70°C

para proceder a la precipitacion de los complejos.

6.0 Precipitacion de los complejos ADN-proteina

Un volumen de 500 ml de nucleos lisados se descongel6 a 37°C, por
cada ratdn tratado. Los nucleos fueron lisados, pasando la suspension
cuatro veces a través de una jeringa con aguja calibre 21. Los lisados

se mantuvieron en hielo durante este proceso. Se tomaron alicuotas
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de 3.5 pl que se aforaron a 1 ml con solucion D y se utilizaron para
determinar ADN total mediante fluorometria como se describe en la
seccion 5.2. Las muestras se congelaron a -20°C hasta su
cuantificacion. Al resto se adicioné 0.5 ml de Ja solucién B y se
continud con la precipitacion de los DPC de la manera anteriormente

descrita en el aislamiento de los complejos inducidos in vitro.

6.1 Analisis de datos.

El promedio, la desviacion estandar y el error estandar se
calculd a partir de los datos cuantitativos obtenidos de al menos 3
experimentos por dupiicado en las condiciones experimentales antes
sefialadas para las células WRL-68. El analisis estadistico se
desarroll6 utilizando un ANOVA en una via y las pruebas de Dunnett o
de Neuman-Keuls para las comparaciones multiples con un nivel de
significancia de 5%. Se usaron correlaciones lineales para los
estudios de efectos dosis-respuesta.

Los datos obtenidos de los estudios in vivo se analizaron aplicando un
andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, el nivel de
significancia fué de 5%. La relacién dosis-efecto se analizé por medio

de una correlacién simple.
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CAPITULO VI

6.0 RESULTADOS

En este trabajo, se estudié la induccién de complejos ADN-proteinas
(DPC) por arsénico en células humanas derivadas de hepatocitos
fetales (WRL-68) y en el higado de ratones BALB/c tratados con
arsenito de sodio en dosis Unica.

La induccion de los DPC en las células WRL-68, guardé un
comportamiento lineal respecto a las concentraciones evaluadas de
arsenito de sodio. El incremento en la formacién de DPC fue
significativo en todas las concentraciones de As, incluso fue mayor a
la que presenté la induccién provocada por el cromo como se puede
observar en la Tabla | (ANOVA F=13.7, P=0.0025) y en la (Figura 1)
(coeficiente de correlacion r=0.9527, p<0.05). La proporcién de DPC
maxima observada se presenté en la concentracién 10* nM Tabla I).
La viabilidad de las células WRL-68 tratadas con Asi 1, 10, 10, 10*

nM) siempre fue superior al 75%.
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Tabla I. Entrecruzamientos ADN proteinas inducidos
por arsenito de sodio en células WRL-68 tratadas durante 16 horas.

Arsenito de sodio Promedio +/- error
(nM) estandar
0 3.62 0.10

1 561" 0.08

10 5.54" 0.08
100 6.47" 0.17
10000 7.49" 0.31
Cromo 5.10* 0.25
*Significativo

ANOVA, F=13.7, P=0.0025
Prueba Dunnett post hoc P<0.05
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Figura 1. Induccién de DPC en células WRL-68 tratadas con arsenito de

1
10000
cromo

Concentracién de arsenito (nM)

sodio.

(ANOVA, F=13.7, P=0.0025; Prueba de Dunnet post hoc P<0.05:Coeficiente de
correlacién r=0.9527, p< 0.05). Promedio de 3 experimentos por duplicado +/-
error estandar. * Significativamente diferentes respecto al testigo negativo.
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Para conocer la incorporacién del arsénico a las células WRL-68, se
determind su concentracién intracelular por métodos de
espectroscopia de absorcion atémica. Los resultados muestran la
captacion de Asi por las células fue dependiente de la dosis de

tratamiento (Tabla I1).

Tabla ll. Especies de arsénico determinadas mediante espectroscopia de absorcién
atémica en cultivos de células WRL-68 tratadas con arsenito de sodio durante 16
horas.

Intracelular (Pastilla celular, 2 x 10° células)
Arsenitode  As™ (ng/ml)* As®(ng/ml) MMA(ng/ml) DMA(ng/ml)

sodio (nM)

0 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
1 2 +/-0 <0.5 <0.5 <0.5
10 8 +/-0 <0.5 <0.5 <0.5
100 15 +/- 0 <0.5 <0.5 <0.5
10000 88.3 +/-0 <0.5 <0.5 <0.5

*Promedio +/- error estandar

Extracetular (Medio de cultivo)
Arsenitode  As® (ng/ml)* As*(ng/ml) MMA(ng/ml) DMA(ng/ml)

sodio (nM)

0 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5

1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5

10 6.75 +/- <0.5 <0.5 <0.5
0.176

100 61 +/-1.0 <0.5 <0.5 <0.5

10000 680.5+/-85 <05 <0.5 <0.5

*Promedio +/- error estandar

La proporcién de DPC en las células WRL-68 correlaciona linealmente

con la concentracion intracelular de Asi (Figura 2).
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r=0.9684, p<0.05

%DPC
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Figura 2. Correlacién entre la induccién de DPC en células WRL-68 y la
concentracion de arsénico inorganico intracelular. (r=0.9684, P<0.05),

(ANOVA H=12.9, P=0.0011).

En las condiciones experimentales usadas las células WRL-68 no
biotransformaron el Asi ya que no se detecté la presencia de especies
metiladas (MMA y DMA) de arsénico. Por otra parte se observd un
aumento significativo de GSH dependiente de la concentracion de Asi,

(r=0.9522, P<0.05; ANOVA H=16.2, P=0.00276), (Tabla Iil y Figura 3)
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Tabla lll. Glutatién (GSH) inducido en células WRL-68 después de su tratamiento
durante 16 hrs con arsenito de sodio

Arsenito de sodio Promedio (ng/ml) +/- error estandar

(nM)

0 4.115 0.0648 or

1 4.085 0.1864 o U 3

10 4.707* 0.0706 [S”t DETE lsA "; ffsf.iu
100 5.045* 0.1284 SALR iuly
10000 5.325* 0.1887

ANOVA H=16.2,P=0.00276
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Figura 3. Induccidén de glutation en células WRL-68 tratadas con arsenito de
sodio. Coeficiente de correlacién lineal simple, r=0.9522, P<0.05. ANOVA
H=16.2, P=0.00276). Promedio de 3 experimentos por duplicados +/- error

estandar. *” Significativamente diferentes respecto al testigo negativo.
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Cuando se evalud la persistencia de los DPC inducidos se observo
una disminucion significativa en la proporcién de los DPC (ANOVA,
F=8.66, P=0.005). La mayor remocion de los DPC se observé en las
concentraciones menores (1 nM y 100 nM) y 24 horas después los
niveles de DPC eran similares a los basales, con la excepcion de la
concentracion 1 nM cuyos niveles siempre se mantuvieron por debajo

de los porcentajes observados en los testigos (Figura 4 y Tabla IV).

0- - . "

9- ‘ -

8- 00
96 §1riv
Q> B0
S~ 34 . . . 1 10000rM

: A | [

0_ . - . . ;

0 2 6 2 2

HrasdegpEs i raaniatoanasaito

Figura 4. Persistencia de los DPC inducidos en células WRL-68 tratadas con
arsenito de sodio. Promedio de 2 experimentos por duplicado +/- errnr estandar.
* Significativamente diferentes (P<0.05) respecto a las células tratadas en cada
periodo de tiempo de recuperacion (ANOVA, F=8.66, P=0.00512: Prueba de
Dunnet post hoc P<0.05).
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Tabla IV. Persistencia de los DPC inducidos por arsénico en células WRL-68.

Tiempo después del

tratamiento*
Arsenitode 2 horas 6 horas 12 horas 24 horas
sodio (nM)
0 3.2+/-0.01 3.14/0.015  3.51+/-0.01  2.45+/-0.21
1 5.5+/-0.05 0.32+/-0.12  1.4+/-0.17 1.16+/-0.19
100 6.46+/-0.18  3.09+/-0.11 2.26+/-0.12 2.46+/-0.50
10000 7.92+/-0.1 6.23+/-0.18 7.8+/-0.12 2.51+/-0.47

*Promedio +/- e