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Resumen

RESUMEN

El arsénico (As) se encuentra entre los 20 elementos de mayor
abundancia en la naturaleza (agua, aire, suelo, alimentos), es utilizado
ampliamente en la industria y su empleo en la medicina es conocido desde
los tiempos de Aristételes e Hipdcrates, debido a su toxicidad produce
efectos carcinogénicos y teratogénicos; ademas se ha visto que en
mujeres expuestas a este metaloide se han presentado abortos
espontaneos y productos con bajo peso al nacer, sin embargo sobre el
efecto que produce en el aparato reproductor masculino hay poca
informacion.

Por otra parte a través de varios estudios genotdxicos y citotoxicos
se han obtenido resultados contradictorios en diferentes sistemas de
prueba y en evaluaciones realizadas con la tecnica de electroforesis
unicelular se ha observado que se incrementa la migracion del ADN en
muestras de linfocitos de gente expuesta a altas concentraciones de
arsénico a través de agua de beber en Ja comarca Lagunera (Durango y
Coahuila, Méx). Con base en lo anterior en el presente trabajo se decidio
estudiar el efecto reprotdxico y genotdxico producido por arsenato de sodio
(Na,HasO,) a ratones macho CD-1.

El efecto del Na,HasO, (10 mg/kg) se evalud en células sanguineas
y testiculares de ratbn de la cepa CD-1, utllizando la técnica de
electroforesis unicelular alcalina (SCGE), para elio se disefiaron tres
protocolos en los que se vario el tiempo de evaluacion y cada ratdn fue su
propio testigo.

En los protocolo A y B, se aplico una sola dosis de Na,HAsO, por via
intraperitoneat (i.p), en el primero se evalud el efecto en sangre a los 30,
60 y 90 minutos después de aplicado el tratamiento y en el segundo se
evalué el efecto en sangre y en tejido testicular a las 2, 24, 48 y 72 horas
después de aplicado el tratamiento.
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En el protocolo C, se aplico una dosis de Na,HAsO, cada tercer dia
durante 1 semana, 1 y 2 meses por via i.p, y se evalud su efecto en
células sanguineas y testiculares de ratdén, adicionalmente en este
protocolo se evalud ja movilidad y morfologia espermatica.

En cada lote se evalud la viabilidad celular tanto de células
sanguineas como de células testiculares y fue mayor a 90% antes del
tratamiento y mayor a 80% después del tratamiento con Na,HAsO,.

En el protocolo A se incremento de! nimero de células con dafio sin
embargo no se incremento la migracién del ADN, o que se postulé que el
Na,HAsO, puede inducir entrecruzamientos en la cadena del ADN
(crosslinking), fo cual ha sido repertado para arsenito de sodio.

En los protocolos B y C el Na,HAsO, produjo dafio al ADN en
células sanguineas y testiculares evaluadas después de ios tiempos de
tratamiento, y se presento como incremento de la migraciéon dei ADN
(producida por rompimientos de cadena sencilla y por la expresion de sitios
alcali-labiles) e incremento en el nimero de células con dafio, lo que nos
indica que este compuesto fue genotdxico en los diferentes tiempos de
tratamiento.

Por lo cual los protocolos B y C nos permitieron inferir que el
arsenato de sodio tal vez produce dario al ADN a través de uno o varios
mecanismos; originando enlaces débiles sustituyendo al fosfato en la
cadena del ADN, generando radicales libres durante el proceso de
metiacion, inhibiendo enzimas de reparacién o por efecto acumulativo de
las diferentes formas del arsénico (As®, As®, MMA y DMA), en el
protocolo C.

El  Na,HAsO, también disminuyc la movilidad espermatica
aproximadamente en un 50 %, esto pudo deberse a que el arsenico tal
vez tiene la capacidad de interactuar con la tubulina que se encuentra en
los microtibulos que conforman el flagelo del espermatozoide o a que
tiene la capacidad de interferir en la produccion de ATP y en la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias, con lo cual se podria alterar la
cantidad de energia necesaria para la movilidad.
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Las anormalidades en la morfologia espermdtica (microcéfalos,
enrollados sobre si y otros) se incrementaron estadisticamente en el
tratamiento de un mes, por lo que el arsenato de sodio causo dafio en el
ADN de los espermatocitos y las espermatidas, que son las células mas
sensibles a ias sustancias toxicas y a los factores fisicos, por lo que
podemos decir este compuesto es reprotdxico con la dosis de 10 mgrkg.

i



Introduccion

1. INTRODUCCION

Los metales y metaloides se distribuyen y persisten en el medic ambiente debido
a la creciente actividad industrial {Tabla 1), cada afio millones de toneladas son
extraidas de las minas y redistribuidas en la biosfera a través del aire y del agua, por lo
que, el ser humano se expone a sus efectos y a los de una gran variedad de
compuestos metalicos que ponen en riesgo su salud y la de las futuras generaciones

{Kazantzis y Lorna, 1986; Castro, 1988; Cohen y cols, 1990).

Tabla 1. Ejemplos de algunos metales pesados y metaloides utilizados en la Industria
{Tomada de Straub, 1990).

Tipo de industria Al |Ag [As|Cd [Cr [Cu [Fe |Hg [Mn|Pb|Ni [Sb{8n]zn
Pulpa de papel y cartdn. X |x X X |x X
Petroguimica, Quimica organica X x {X Ix X |x X LS
Quimica inorgénica, alcali y cloro. X x [X jx X |x X x |x
Fertilizantes. X x | X |x |x [x Ix Ix {x [x X
Refinerias del petrdleo. X x | X |x [x |x X Ix X
Trabajos de acero. Fundicion. XX (X |x Ix Ix ix X Ix Ix |x |x
Trabajos de metales no ferrosos [x [x [x [X [x [x X X X X
Fundicién.

Motores para vehicuio, en el acabado |x | X X |x |x X X |x

de aeronaves.

Industria  del  widrie, cemento, X

productos de ashesto

Industria textil. x

Curtido y acabado de cuero X

La exposicién a metales pesados y a otras sustancias en el ambiente puede
producir una amplia variedad de efectos en el ser humano, desde téxicos leves, como
irritacion de la piel, hasta enfermedades neurolégicas y esqueléticas incluyendo la
demencia senil y el sindrome de Alzhheimer, el cual es producido por el aluminio (Dorio y

Du Bow, 1996).

Algunos compuestos metalicos pueden producir efectos a nivel reproductivo

(Sager y cols, 1930; Domingo, 1994}, como el cadmio, plomo y mercurio que inducen efectos
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toxicos en el desarrollo embrionario y fetal, ademds de que pueden originar
malformaciones morfolégicas (Domingo, 1994).

Los metales y metaloides que son denominados elementos traza o
micronutrientes pueden ser toxicos cuando son ingeridos en dosis elevadas
(Fergusson, 1990). Un ejemplo de estos son el cobalto, el magnesio, el selenio y el zinc que
son considerados esenciales para los mamiferos, pero en altas concentraciones
afectan diferentes etapas reproductivas en las hembras y en los machos (Domingo, 1934).

Por otra parte, algunos metales o metaloides como el cadmio, €l niquel, el berilio

y el arsénico pueden producir efectos carcinogénicos, teratogénicos y mutagénicos (i
Paclo y Casto, 1979; Castro, 1988; Domingo, 1994; Altamirano-Lozano y cols, 1996).

1.1 Arsénico (As)

El arsénico es un metaloide que se encuentra el grupo VA de la Tabla periddica,
su niimero atémico es 33 y su peso Atémico es 74.9216g. Se encuentra en diferentes
estados de oxidacidn que van desde 5, 3, 0, hasta —3, este elemento es un séfido
cristalino quebradizo de color gris argéntico y se oscurece al aire hiimedo, presenta
dos formas alotrépicas que son: sélido amorfo negro (beta-arsénico) y sélido cristalino,
su peso especifico es de 5.72, su punto de fusion es de 1814°C (36 atm), sublima a
613°C (1 atm), tiene una densidad de 5.78gcm3 y es soluble en agua, sosa y cidos
no oxidantes, reacciona con el &cido nitrico y presenta una baja conduccion térmica y
electrica (Hawley, 1993).

Toxicidad: El As es un elemento muy tdxico por ingestion e inhalacién y su
tolerancia (elemento o compuesto) es de 0.5mg/m3 (Ferqusson, 1990; Hawiey, 1993). El limite

recomendado por la organizacion mundial de la salud es de 0.050mg/l en el agua
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(1981) (Ostrosky-Wegman, 1991). Los limites de exposicién laboral para arsénico inorganico
en Estados Unidos es de 10 pg As/m® (U.S.Occupational Safety and Healt
Administration, 1983). El limite equivalente para la exURSS, la Repiblica Federal
Alemana y Checoeslovaquia es de 0.3mg As/m? y para Suecia 0.05mg As/m3 (Vahter

1988).

La concentracion de As en el aire en dreas no contaminadas es cercana a
Tpg/m?. En general el inhalado por exposicion al medio ambiente es normalmente
menor a 0.1ug de arsénico por dia en reas urbanas y puede ser mayor a 20ug de

arsénico cerca de las industrias que lo emiten (vahter, 1988).

Obtencion: Como polvo de las chimeneas de las fundidoras de cobre o plomo de
las que se obtiene como triéxido de arsénico en varios grados de pureza. En general el
arsénico forma oxianiones ejem: arsenatos y arsenitos. El arsénico V es obtenido por
oxidacion del oxido trivalente utilfizando &cido nitrico, lo cual produce acido arsénico
que es deshidratado, los 6xidos de arsénico son obtenidos bajo gran presién y

temperatura (Fergusson, 1990).

Los compuestos de arsénico existen en una gran variedad de formas quimicas
las cuales tienen diferentes propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas, por ello es

complicado caracterizar sus efectos bioldgicos (Wang y Rossman, 1993).
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1.2 Distribucion

El arsénico es el tinico elemento traza que existe de manera natural en las rocas,
en ef suelo yen el agua (Yang y cols, 1992; Garcia-Vargas y cols, 1994; Chiou y cols, 1995; Gailer, 1996;
Chiou y cols, 1997), ¥ los procesos naturales y antropogenicos provocan su acumulacién en
el medio ambiente (Garcia-Vargas y cols, 1994), como la combustién de carbon mineral, la
produccion de vidrio, de semiconductores y otros procesos industriales (Yang y cols, 1992;

Lee y Ho, 1994). Sin embargo Ja fundicidn de metales constituye fa fuente brincipal de

arsénico en el aire (Gonsebatt, 1994a).

En zonas urbanas se presenta como una mezda de arsénico inorganico
trivalente y pentavalente, predominando fa (ltima (Valverde, 1995). El humano también se

expone a los compuestos de arsénico a través del consumo de alimentos y agua de

beber (Woolson, 1977; Gailer, 1996).

1. 2. 1 Distribucion del arsénico en el agua.

El agua es el mejor medio de transporte del As en condiciones naturales
(Lawrence y cols, 1987; Chiou, 1997). Las concentraciones de este metaloide varian,
dependiendo del tipo de agua (vahter, 1988), en el agua oxigenada se presenta en forma
pentavalente (As3*) pero en pozos muy profundos, predomina fa forma trivalente (As3*)
(Gonsebbat, 1994a). Los niveles aceptables de arsénico en agua de beber para la EPA
{Agencias de Proteccion Ambiental) son 0.05 mg/l en los Estados Unidos (Chiou, 1997).

Por otra parte también se acumula en los cuerpos acudticos y en el suelo

asociado con hierro y aluminio {Lawrence,1987).
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Lugares en donde existe hidroarsenicismo crénico:

Las regiones en donde el agua de beber es rica en arsénico son: Alemania,
zonas de Antofagasta en Chile, determinadas areas de México (Tabla 2), el suroeste de
Taiwan, el oeste de Bengala en India, Estados Unidos, Inglaterra y en varias provincias
argentinas. En estos casos, las fuentes de agua para el consumo humano se han usado

por mas de 45 afios (Burgdorf y cols, 1977; Castro, 1988; Aposhian, 1996; Choudhury y cols, 1997).

Tabla 2. Concentraciones de arsénico inorgénico en el agua, de diferentes zonas de !a comarca

lagunera de 1980- 1994, (Ostrosky-Wegman, 1991; Garcia-Vargas y cols, 1994; Gonsebatt y cols,
1594b).

Estado Concentracién Estado de valencia Afio
(mgl)
Santa Ana, 0.400 92% como arsénico inorganico As™ y Concentraciones
Coahuila 8% arsénico inorganico **. refativamente
constantes desde
1980.
0.330 98% pentavalente y el resto frivalente. 1991
0.375-0.392 | 92% pentavalente y el resto trivalente. 1992-1994
Nuevo Ledn, 0.026 1987-1989
Coahuila
Nazareno, 0.0620 Mas de 95% fue arsénico inorganico Concentraciones
Durango trivalente. relativamente
constantes desde
1980.
0.019-0.026 |Mas del 95% se presenté en forma 1982-1994
pentavalente

México.

En la Comarca Lagunera, que abarca los estados de Coahuila y Durango
coexisten comunidades con diferentes grados de exposicion a arsénico inorganico
(Asi), principalmente arsénico pentavalente (As>*) en el agua de beber (Tabla 2). Los
que han vivido por largos periodos de tiempo en estos lugares han desarrollado

sintomas de envenenamiento asi como lesiones en la piel y pié negro (Gonsebatt y cols,

1997).
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Argentina.

En algunos lugares de este pais las concentraciones de arsénico en el agua son
superiores & la maxima permisible (0.05mg/l en Estados Unidos y 0.1 mg/l en
Inglaterra): como en Cordoba, Chaco, Formosa, L2 Pampa, Provincia de Buenos Aires,
Salta, San luis, Santa Cruz, Santa Fe, Santiago del estero y Tucuman, las

concentraciones del arsénico en el agua oscilan entre 0.5 mg/l y 12 mg/} (Castro, 1988).

1.2.2 Distribucién de arsénico en el suelo. Las concentraciones en el suelo
son cercanas a 40 mg/kg y pueden aumentar a cientos de mg/kg después de varios
afios del uso de arsénico como pesticida. Su bioacumulacién en alimentos que se

cosechan no es grande, generalmente no rebasa niveles peligrosos para la satud

humana (Lawrence, 1987; Gonsebatt, 1994a).

Al As rara vez se le encuentra en su forma pura, generalmente se encuentra
combinado con un gran nimero de minerales, mas de 150, algunos de eflos son los
arsenuros de cobre, niquel y fierro, también se une con sulfuros y oxidos y

generalmente se encuentra en forma pentavalente (As5*) (Castro, 1985; Gonsebatt, 1994a).

Su distribucidn es muy heterogénea, en lugares en donde existen depositos de
azufre se han encontrado hasta 800mg/kg y esta presente como sulfuro de arsénico y
como arseniuro de algin metal, este lltimo estado del arsénico es capaz de contaminar
los mantos fredticos. Se encuentra frecuentemente en areas naturales a fas que llega

por erosion de rocas superficiales y volcanicas (Castro, 1988).
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1.2.3 Alimentos que pueden contener arsénico.

Relativamente un alto contenido de arsénico es comin en algunos tipos de
alimentos como los mariscos, ostras y ostiones (Lawrence, 1987), 5-30 mg As/kg (Vahter,
1988), a excepcion de los algunos peces utilizados en [a alimentacion, los niveles de

arsénico en productos alimenticios para humanos es relativamente baja (vahter, 1988).

£l origen de la contaminacién de los alimentos por este metaloide es variada,
puede ser a través de aerosoles que contienen arsenato y que se utilizan para proteger
a las frutas y verduras de diferentes plagas, como es el caso de las manzanas de
California, del algoddn, el tabaco, la papa, etc (Walsh, 1977; Lawrence, 1987), el limite en

frutas es de 1.4mg/kg (Lawrence, 1987).

El vino y la sidra pueden tener ocasionalmente altas concentraciones de arsénico
aungue generalmente se reduce durante el proceso de estos, sin embargo se han
reportado casos de envenenamiento con sidra, debido al tratamiento intensivo que se

les da a las uvas con pesticidas (Lawrence, 1987).

La carne también puede tener algunas trazas de arsénico cuando este ha sido
utilizado como estimulante del crecimiento o como ténico administrado en varias dosis
antes de la matanza. En el helado también se han encontrado algunas concentraciones

de arsénico especialmente acido arsenilico y en antibicticos y vitaminas (Lawrence, 1987).

~1
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1.3 Biotransformacién

La quimica del As es muy compleja e involucra un gran nimero de reacciones de
transformacion, muchas de las cuales son bioquimicas, tanto las bacterias como los
mamiferos son capaces de metilar el arsénico inorganico (vahter, 1988). Para esto el
material inicial puede ser arsenato (As>*), arsenito (As3*+) o acido metilarsinico (MMA)
y la metilacién produce dimetilarsina o trimetilarsina (vahter, 1988; Hughes y Kenyo, 1998).

En algunos mamiferos incluyendo al hombre se cuantificaron las especies
metiladas de arsénico en la orina, a principios de la década de los 70's y aun en la
actualidad no se conoce con exactitud el proceso de biotransformacién, pero ha sido
aceptada la hipdtesis propuesta por Cullen y col., (1984) y Thompson (1993), quienes

sugirieron que el metabolismo del arsénico involucra dos procesos:

1) Reacciones de reduccién que convierten el AsS* a As3*,

2) Reacciones de metilacidn oxidativa que convierten el As3* en especies metiladas.

De tal manera que el primer paso es la reduccién de As5* inorganico a As3+
inorganico, enseguida se adiciona el primer grupo metilo para formar el cido
monometilarsénico (MMAS*), luego se da una segunda reduccién (MMAS* a MMA3+)
previa a la segunda metilacién para formar acido dimetilarsinico (DMAS*), también
llamado acido cocodilico. Una tercera metilacion puede ocurrir en microorganismos para
formar compuestos trimetilados como el éxido de trimetilarsénico (TMO), en fa mayoria
de los mamiferos se considera al DMA como producto final de! metabolismo del

arsenico (Del Razo y cols, 1994; Del Razo, 1997).
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La reduccién de As5* a As®* como reaccién preliminar para fa metilacién ha sido
demostrada en rata, ratén y conejo (Gonsebbat,1994b). EI As5* es reducido quimicamente
en la sangre a As®, posteriormente es tomado por los hepatocitos y metilado
enzimaticamente (Healy y cols, 1998; Lin y Huang, 1998). En estudios realizados con animales

se ha observado que mas del 50% y hasta un 80% del arsenato administrado es

iniciaimente reducido a arsenito (vVahter, 1988).

Por otra parte se ha comprobado que el arsénico pentavalente, también puede

reducirse a trivalente en las células de los tibulos renales (Castro, 1988).

En el hombre y en la rata se ha visto que la metilacion también se realiza en
diferentes tejidos como e} cerebro, el pulmdn, el intestino y riidn; pero la fraccién
citosdlica del higado es el 6rgano principal donde se da este proceso (Chiou y cols,1997; Del

Razo,1997).

La S-adenosilmetionina (SAMe) es el principal dador de grupos metilo y se cree
que el glutation reducido (GSH) es el dador de electrones para la reduccion de los
compuestos arsenicales (Det Razo,1997), €l proceso requiere de un pH optimo de 7.5 a

8.0 (Moor y cols, 1997).

Los compuestos de Arsénico metilados son menos téxicos que los compuestos
de arsénico inorganico {Asi), ya que disminuye su afinidad celular y son faciimente

eliminados en la orina (Aposhian, 1996; Brown y cols, 1997, Chiou y ¢als, 1997; Lin y Huang, 1998}, €n
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altas dosis ia eficiencia de la metilacion diminuye (vahter, 1988) y puede incrementar la
retencion del arsénico en ef cuerpo con lo que se incrementa el riesgo de efectos

adversos sobre fa salud del individuo (Chiou y cols, 1997).

La fraccén de compuestos de arsénico que permanece en el organismo,
participan en reacciones organicas e interactia con los componentes celulares, en
algunos procesos  bioldgicos, el arsenato puede tomar la forma del fosfato para
competir con este debido a su similitud con él. Ef As podria sustituir erréneamente al
fésforo durante la sintesis de acidos nucleicos y causar de este modo uniones débiles

en el ADN aunque no se ha comprobado (Castro,1988).

1.4 Absorcion y excrecion

Existen tres vias principales de absorcion del Arsénico: la dérmica, la respiratoria y la
oral las dos ltimas son relativamente rapidas (Savory y cols,1984; Fishbein y cols, 1987) (Figura
1).

Los compuestos de arsénico organico como la Lewisita (de naturaleza idnica) y
los fenilarsendxidos que son liposolubles, penetran méas rapidamente. En cambio los
arsenicales orgénicos lo hacen con mayor dificultad. No abstante se absorben por
inhalacién, ingestién y en cierta proporcion a través de la piel (Castro, 1988).

En el humano inmediatamente después de la absorcién del 95 al 99% del
arsénico se encuentra principalmente en los eritrocitos unido a la globina de la
hemoglobina. A las 24 horas el metaloide esta distribuido en el higado, riidn, pulmén,
las paredes del tracto gastrointestinal y el bazo. A las 2 semanas se encuentra en la

piel, el cabello y el hueso en donde empieza a acumularse (Savoir y cols, 1984).
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Inhalacion

Absorcion ingestion
[~ poria piel. ¢
v
Almacenam:ento a
largo plazo. Tracto
gastrointestinal
hueso
misculo /
otros
organos
almacenamiento
a corto plazo
pelo

uiias ¢ .

v

| > sudor heces
células exfoliadas

Figura 1. Cinética del arsénico inorginico: via de absorcion, metabolismo, excrecién y
acumulacién. Tomado de Bonaparte, 1994a.

En estudios realizados con ratén y conejo, los tejidos con mayor retencion de As
son el cartilago {especialmente en el ratén), epididimo, testiculo, tubulos seminiferos,
timo, musculo (principalmente en conejo) (vahter, 1988). Las particulas de baja
solubilidad (ejem: arsenato de calcio, arsenato de plomo y arsenato de galio) pueden
ser retenidas por largo tiempo en los pulmones y menos del 10% de la dosis es

recuperada en las heces (vahter, 1988).

La ruta primaria de excrecion del arsénico es la urinaria y en menor escala se
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elimina a través de las heces, también es probable que exista excrecion través de la

ruta biliar (Savoiry y cols, 1984).

El humano cuando es expuesto a tridxido de arsénico, arsenito ¢ arsenato
excreta a través de la orina del 10-20 % de arsénico inorgénico {Asi), del 10-15% de
MMA y del 60-80% de DMA. Finalmente 35-40% de la dosis es excretada en la orina

como MMAy DMA a los 5 o 6 dias de metabolizado el compuesto (vathes, 1988).

En el raton y la rata se ha observado que después de la administracion oral de
compuestos de As radiactivos como As-arsenobetaina o 73As-arsenocolina 10 mg de

73 aproximadamente 1% del arsénico es eliminado a través de las heces (vather, 1988).

Los arsenicales pentavalentes se excretan répidamente por el rifidn, esto se
debe a que interactlian poco con los tefidos. Los trivalentes se excretan més
lentamente esto es posible en la medida en que el compuesto se libera de la forma

combinada en que se encuentra en los tejidos (Castro,1988).

La rata, raton y hamster excretan muy poco MMA comparado con el humano, sin
embargo otros mamiferos como el chimpancé y chango “marmoset” son incapaces de

metilar y de destoxificarse de arsénico inorganico (Chiou y cois, 1997).

1.5 USOS
E! arsénico se emplea como aditivo de aleaciones de plomo y cobre. Se utiliza

para la fabricacion de perdigones, rejillas de acumuladores, envolturas de cables,



Introducciin

medicina, etc (Savoir y cols, 1984; Vahter, 1988). Otros productos que también contienen
arsénico (como triéxido arsénico) son empleados en taxidermias y en la preservacion

de madera para estacas (Peakall, 1992).

El compuesto comercial mds importante es e} éxido de arsénico (Hf), que es
producto derivado de la fundicién del cobre y hierro, de esta forma o como arsenito de
sodio, arsenato de calcio, arsenato de cobre, acido arsénico, etc; se encuentra en
pesticidas, herbicidas, insecticidas, raticidas, fungicidas, pinturas, medicamentos,
conservadores de alimentos y en pequefias cantidades como decolorante en la
industria del vidrio y ceramica y como aditivo en la alimentacién del ganado. Cantidades
pequenas de los compuestos de arsénico son utilizadas como promotores de
crecimiento para cerdos y aves de corral (Walsh y cols., 1977; Savoir y cols, 1984; Carson y cols.,
1987; Domingo, 1994; Gonsebbat,1994a; Golub, 1994; Chiou, 1995). También el As es utilizado como
esterilizante del suelo y antiparasitario en bafios para ovejas y cabras en combinacién

con cloruro de mercurio (11} (Castro, 1988).

El As también ha sido usado terapéuticamente desde hace mucho tiempo y se
conoce su toxicidad por ef empleo sulfuros de arsénico, conocidos como realgar,
orpiment, que eran recomendados para el tratamiento de ulceras por Hipocrates y
Aristoteles. Plinio el grande y Paracelsus también recomendaban su uso terapéutico y

fueron los primeros que describieron su sintomatalogia clinica (Lawrence, 1987).

Ejemplos de la utilizacidn def arsénico en la medicina humana son: la sotucion

Fowler (solucién acuosa-alcohdlica de arsenito de potasio) la cual es empleada para
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tratamientos de leucemias mieldgenas y dermatitis cronica (Castro, 1988). El tridxido
arsénico (AsOs) es empleado para tratamientos de leucemias promielociticas (Cheng y
cols., 1996. Cheng y cols,, 1997). El Salvarsan y Neosalvarsén (compuestos organoarsenicales)
son utilizados para combatir enfermedades como la anemia, psorasis, asma bronguial,

sifilis, desinteria amibiana, etc (Chiou, 1995).

El tridxido arsénico y el melarsoprolol son utilizados como antiparasitarios, e}
mersalil 0xido es una potente droga quimioterapeutica uiilizada para el mal del suefio
producido por el Trypanosoma brucei y el mal de Chagas causado por 7. (ruz un
protozoario endémico del sur de América (Healy y cols,, 1997). en estas aplicaciones
clinicas es en donde se han notado sus efectos adversos, que han hecho que se

descontinue su uso terapéutico (Chiou, 1995).

Por otro lado fa principal causa de exposicion a trioxido arsénico es debida a la
ingestion accidental y a su uso en homicidios y suicidios, el uso de este compuesto en
insecticidas y raticidas hace que sea de facil disponibilidad. La efectividad de este
compuesto como veneno se debe a su solubilidad en los fluidos gastricos y su facil
absorcién a fravés del tracto digestivo (Savoiry y cols, 1984. Castro,1988). Se ha observado
que es inmunoestimulatorio en pequefias dosis e inmunodepresivo en dosis elevadas

(Castro, 1988).

Compuestos que son utilizados en la industria de la decoracién como arsina y
trihalides arsénico presentan un riesgo por exposicion accidental, ambos son muy

toxicos y son agentes hemoliticos (Savoiry y cols, 1984).
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1.6 Efectos en los seres vivos

La toxicidad del As varia de acuerdo con los estados de oxidacion, su solubilidad
y la especie animal expuesta (Healy y cols, 1998). En el humano puede producir desde
inflamacion hasta cancer en piel y también afectar diferentes sistemas como el

respiratario, el linfatico, el nervioso, el reproductor y el sanguineo (Dominge, 1995).

1.6.1 Efectos toxicos agudos. Se producen principalmente por la ingestién ya
sea accidental o voluntaria.

- Dano gastrointestinal severo con dolor, vomito y diarrea.

- Vasodilatacion e hipertermia que conduce a una baja de presién sanguinea y
potencialmente al shock.

- Dafo renal glomerular y tubular, con reduccién del volumen urinario y anuria final.

- Depresion y potencialmente pardlisis respiratoria que frecuentemente conduce a la
muerte.

- Perdida de movimientos voluntarios y paralisis de origen central.

- Hipotermia.

- Contracciones musculares.

- Anormalidades cardiacas.

(Savoiry y cols,1984. Castro, 1988).

1.6.2 Efectos toxicos cronicos. Se producen por la exposicion ocupacional o

ambiental.
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De tipo_gereral: Desbalance electrolitico (perdida excesiva de liquidos de la sangre
hacia los tejidos y el tracto gastrointestinal), depresion hematopoyética (caida del
recuento de leucocitos, ocasionalmente anemia aplastica), inflamacion de ojos y tracto
respiratorio, perdida de apetito y peso, distintos grados de dafio hepético con ictericia,
cirrosis portal y ascitis, alteraciones sensoriales y neuritis periférica, distintos tipos de
dermatosis (hiperpigmentacion, hiperqueratosis palmoplantar, descamacién y perdida
de cabello, etc (Castro,1988).

Los efectos tdxicos de arsénico dependen de su estado quimico. La forma
trivalente (arsenito} es aproximadamente 4 veces mds téxica que la forma pentavalente

(arsenato) (Cohen y cols, 1990).

1.6.3 Mutagénesis.

Los compuestos de arsénico tiene la capacidad de actuar como clastégenos y
co-dlastégenos inhibiendo enzimas de la reparacion y/o uniéndose a glutation
intracelular, disminuyendo la capacidad de las células para neutralizar radicales libres

(Poma y cols, 1987; Gonsebatt, 1994a).

En diferentes estudios donde se ha evaluado la actividad mutagénica del
arsenico, se encontraron respuestas contradictorias, ya que en algunos casos reportan
resultados positivos y en otros negativos, sus efectos se han evaluado en £.(of
raton, células de hamster, etc. (Tabla 3) y en cultivos de linfocitos humanos,
fibroblastos, efc (Kazantzis y Loma, 1986) (Tabla 4). Nakamura y Sayato reportan la

eficiencia de varios compuestos de arsénico que inducen aberraciones cromosdmicas
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de la siguiente manera: As;03>AsCl;>NaAsO,>>Na;HAs04> >H3As04>As,05 (Cohen y

cols, 1990).

Ademds se ha reportado que el arsenito de sodio produce enfaces ADN-proteina
y rompimientos de la cadena del ADN en células de mamifero en cultivo (Hartmann y
Speit, 1994; 1996. Yamanaka y cols, 1993; 1995. Kato y cols, 1993) y en higado y
pulmén de ratén (Yamanaka y cols, 1989 ay b; 1993; 1994),

Tabla 3, Efectos mutagénicos producidos por arsénico en diferentes organismos.

Sistema de prueba Invivofin | Resultados obtenidos | Especie quimica Referencia
vitro bibliogrifica
Células de mamifero. In vitro inhibe sintesis y Compuestos de | Pomay cols, 1981.
reparacion del ADN. arsénico.
Médula 6seay in vivo Ng induce AC,
espermatogonias de Arsénico Porna y cols, 1981.
ratén, inorganico.
Bacterias. In vitro No mutagénico. Compuestos de Lee y cols, 1985,
arsénico.
Células de mamifero in vitro No mutagénico. Compuestos de Lee y cols, 1985.
arsénico.
Fibroblastos de ratén. in vitro Gaps, AC, ACD. Compuestos de Kazantzis y Loma,
arsénico. 1986.
Células de ovario y in vilro No mutagénico. Arsenito.
V79 de himster Li y Rossman, 1989,
chino.
E coli. in vitro Ne mutagénico. Arsenito. Li y Rossman, 19889.
Ratén, Linforna y leucemia Varios Fulkes, 1930.
compuestos.
Células de himster. in vitro AC. Asa03>
AsCla>NaAsOp>> Futkes, 1950
NazHAsO4>HaAs
04>As20s,
Células de himster In vitro Rompimientos de Compuestos de Harmann y Speit,
chino. cadena, ICH's, AC. arsénico 1994.
Cambios cromosdmicos:
estructurales y
Células de mamifero. in vitro nUMErcos. Compuestos de Maki-Paakkanen y
Transtormacidn celular ¥ arsénico. cols, 1998.
amplificacién génica
Tejidos de ratdn In vitro Microntcleos y Arsenito de sodio | Malki- Paakkanen y
entrecruzamientos en la cols, 1998
cadena de AND
(crosshinking).

AC= Aberraciones cromostmicas ACD= Aberraciones cromatidicas ICH's= Intercambio de cromatidas hermanas
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Tabla 4. Efectos mutagénicos producidos por arsénico en células humanas.

Sistema de prueba

in vivo/ in

Parametro evaluado

Especie quitnica

Referencia

vitro bibliogrifica
Cultivo de in vitro Fragmentos Compuestos de
linfocitos. acénfricos, puentes arsénico.
intercromatidicos y Kazantzis y Lorna,
Cromosomas 1986,
dicentricos.
Cultivo de linfocitos in vitro Gaps, AC, Compuestos de
y fibroblastos. Aberraciones arsénico. Kazantzis y Lorna,
cromatidicas. 1986.
Cultivo de in vitro ICH's. Varios Fulkes, 1990.
linfocitos. compuestos.
Cultivo de linfocitos invitro | AC, ICH's negativos. Compuestos de Ostrosky-Wegman y
arsénico. cols, 1991,
Exposicidn invivoein AC, HGPRT Compuestos de | Bonaparte y cols, 1992.
ambiental. vitro negativos. arsenico.
Cultivos de in vitro Altera la proliferacién As™ y As* en Bonaparte, 18942
linfocitos celular y la integridad | agua de beber
del material genético
Linfocitos. In vivo Dafo af ADN (SCGE). | As*y As™en Valverde, 1995.
agua de beher
Cultivo de linfocitos in vitro Interferencia con NaAsO, y V.0, Ramirez y cols, 1997.

tubuling, esto
contribuye al
incremento en
aneuploidias.

AC Aberraciones cromosamicas.
SCGE-= Singel Cell Gel Electrophoresis o ensayo cometa.

ICH's= Intercambic de cromatidas hermanas.

El arsénico también puede producir genotéxicidad indirectamente, ya que tiene

interaccién con algunos componentes celulares, como los grupos sulfhidrilo de las

proteinas y los cofactores, siendo mas susceptibles las enzimas o cofactores que tienen

grupos -SH vecinos, ademés tiene efectos sobre ta ADN- polimerasa y la sintesis del

ADN y ARN y posee accién antimitética, particularmente en los tejidos proliferantes

{lacobson-Kram y Montalbano, 1985. Castro,1988. Brown y cols, 1997).

Por otra parte se ha observado que el arsénico al inducir entrecruzamientos

DNA-proteina puede afectar la reparacion del ADN y también a través de la generacion

de radicales oxigeno reactivos (ROS) (Martmann y Speit, 1934 Lynn y cols, 1997).

13
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También se reporta que ef arsénico tiene la capacidad de interferir con la los
procesos de repar. acion del ADN, {Nordenson y cols,1979; Jacabson-Kram y Montalbano, 1985; Brown y
cols, 1997; Lynn y <ols, 1997), al inhibir la actividad de |a figasa (Hartmamn y Speit, 1394) 0 de otras
enzimas que estan involucradas con el metabolismo de los acidos nudeicos,
especialmente aquellas que contienen grupos sulfhidrilo (Petres y cols, 1977; Jacobson-Kram y

Montalbano, 1985},

Algunas de las enzimas que el arsénico puede inhibir son las ATP-asas, las
oxidasas, las transaminasas, fa ADN polimerasa 1, la ureasa, la maltasa, la

metilglucosidasa, la colinesterasa, la colina deshidrogenasa, etc (Castro, 1988).

1.6.4 Carcinogenesis

El As se encuentra entre los desechos industriales mas peligrosos debido a su
gran toxicidad (Monasterio y cols., 1987), ¥ Su eXposicién se asocia con fa induccidn de
cancer de higado, pulmén, rifién etc, en el humano (Huang y cols., 1995; Chiou y cols., 1997; Healy
y cols., 1997; Gonsebatt y cols., 1997), Y con alteraciones pre-cancerosas como hiperqueratosis
de piel, fundamentalmente en las palmas de las manos y las plantas de los pies, pero

también en lugares como la espalda y el escroto (Castro, 1988; Léonard, 1988).

Y en animales de laboratorio se han obtenido resultados negativos del efecto
carcinogénico del arsénico ( Norderson y cols., 1979; Lee y cols., 1985; Léonard, 1988; Wang y Rossman,
1993), estas contradicciones sugieren que el As puede actuar como co-carcinogénico

{LeeyHo, 1994 a).
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Para que el arsénico produzca cancer, en poblaciones humanas, se ha visto que
la exposicion minima necesaria es de 20 afios (para arsénico presente en el agua) y en
de promedio de 30 a 40 afios, o una ingesta aproximada de 10 g de arsénico (Castro,

1988).

Se postula que la piel es el blanco principal porque existen numerosos grupos
sulfhidrilo en la queratina a los cuales se puede unir el arsénico (Burgdort y cols., 1977),
este tipo de cancer habitualmente se desarrolla en dreas del cuerpo no expuestas a la

luz (Castro, 1988).

En el pulmdn también se desarrolla el cancer por exposicion a arsénico y sus
derivados, el tiempo de fatencia de los tumores de pulmén por arsénico es de unos 34
afios para los obreros con exposicidn media y de 45 afios para los que tienen menor
exposicion (Abert, 1988). El humano inhala cerca de 53mg durante un tiempo aproximado
de 70 afios (Lawrence, 1987). También se observa un incremento de cancer en las vias
respiratorias, en gente expuesta a arsenato en la industria de la fundicién, en los que
realizan trabajos de agricultura y que estdn expuestos a pesticidas que contienen
alguna sal de arsénico y en personas tratadas con medicamentos que contienen

compuestos de dicho elemento {Cohen y cols,1530).

1.6.5 Teratogénesis
Se ha demostrado que el arsénico y sus derivados tienen capacidad teratogénica
en los humanos y en animafes como en pollos, conejos, rata, ratén y hamster

(Castro,1988; Chaineau, 1990; Domingo, 1995}, Puede producir toxicidad materna, fetal y
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anomalias en el desarrollo ya que es transmitido rapidamente a los tejidos fetales
(Monasterio y cols., 1987; Golub, 1994; Hughes y Kenyo, 1998). Ademas de que puede pasar laa

través de la barrera placentaria (Savoiry y cots,1984).

Entre los efectos producidos por el arsénico se encuentran: disminucién de
tamafio, exencefalia, muerte perinatal, abortos espontanecs, defectos en los ojos,
agenesia gonadal y renal asi como malformaciones esqueléticas, etc (Castro, 1988; Albina y

cols., 1996).

1.7 Evaluacion del dafio al ADN

Las alteraciones genéticas pueden ocurrir en las células sométicas y en células
germinales y se clasifican como macrolesiones y microlesiones. Las macrolesiones son
las que ocurren a nivel cromosdmico (cambios estructurales y numéricos) v las
microlesiones ocurren a nivel de nudedtidos y de pares de bases (adiciones,

deleciones o sustituciones) (Brusick,1987).

E dafio al ADN puede evaluarse utilizando diferentes técnicas como la
aberraciones cromosdmicas, intercambio de cromdtidas hermanas, electrofaresis
unicelular o ensayo cometa, etc, con diferentes tipos de tejidos (sangre, médula dsea,
higado, rifién, etc) y utilizando diferentes sistemas biologicos por ejemplo: rata, ratén,

conejo, hamster, etc (Amann, 1986; Dettlaf y Vassetzky,1991) dependiendo de lo que se desee

evaluar.
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1.8 Electrofaresis unicelular (SCGE)

En 1984 Ostling y Johanson, introdujeron esta técnica que también es llamada
ensayo cometa, es itil en las pruebas de genotdxicidad para detectar rompimientos de
cadena doble det ADN (bajo condiciones neutras) o rompimientos de cadena simple
(bajo condiciones alcalinas), también detecta sitios dlcali-labiles y entrecruzamientos en

la cadena de ADN (crosslinking} tanto en células somaticas como en células germinales
(Nerandra y cols, 1988; Tice v cols, 1990; O'Nelfl v cols, 1993; Hartmann y cols, 1994; Anderson y rols, 1996;
Piuhler y cols, 1996; Anderson y Plewa, 1898; Rojas y cols, 1999).

La importancia de esta técnica radica en su habilidad para detectar diferencias
intercelulares en el dafio al ADN y la reparacién en poblaciones de células proliferantes
y no proliferantes (Tice y cols, 1990; Hartman y cols, 1994; Monteith y Vastone, 1995; Valverde y cols, 1996;
Rojas y cols, 1996; Sasaki y cois, 1997b, ). La técnica es simple, muy sensible y reproducible,
ademds de presentar las siguientes ventajas:

- Se requiere de una muestra de células muy pequefia (hasta 5ul de sangre completa).

- Se obtienen datos de células individuales.

- Tiene gran sensibifidad ya que puede detectar el dafio producido por 5 rads.

- Se puede trabajar con diversos tipos celulares ( sangre completa, linfocitos aislados,
células de diferentes tejidos: higado, rifién, pulmén, meédula Gsea, cerebro, testiculo,
células cancerosas, etc. Al parecer cualquier tipo de célula eucarionte. Y se puede
realizar la evaluacion de varios drganos simultaneamente

- Es una técnica muy rapida y sencilla.

(Singh, 1988; Mc. Kelvey-Martin y cols, 1993; Hartmann y cols, 1995; Sasaky y cols, 1997¢; McKelvey-Martin y
cols, 1998; Speit y Hartmann, 1995; Kamalsu y cols, 1936).

2
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La integridad del ADN en la técnica de electroforesis unicelular es evaluada de la
siguiente manera: las células sin dafio presentan una forma estérica sin cola (solo
nlcleo) (Fig 2}, mientras que una célula dafiada tiene la apariencia de un cometa con
una cabeza (nlcleo) brillante y fluorescente y una cola en la cual la intensidad de la
fluorescencia estd relacionada con el nimero de rompimientos de la cadena def ADN
(Hughes y cols, 1997. McCarthy y cols, 1997) (Fig 3). La migracion del ADN es observada al
colocar las laminillas cerca del catodo(-), pues al existir rompimientos de cadena en el
ADN este va a migrar hacia el anodo(+), esto se debe a que la migracion se efectia
hacia el electrodo de carga opuesta a la de las particulas que migran, y dependiendo

de la cantidad y del tamafio de los rompimientos va a ser la longitud de la cola del

cometa.

Figura 2. Nicleo de célula sin dafio y ndcleo de célula con dafio (en forma de cometa), vistas
después de la electroforesis. Tomadas de Ward y cols, 1994,
1.9 Células sanguineas

Los gldbulos blancos o leucocitos son empleados en pruebas de genotéxicidad
debido a que se puede tener acceso a ellos facimente, con la obtencion de una
muestra de sangre periférica (Gonsebatt, 1994a), en especial los linfocitos que se

encuentran de 1-3x10¢ por cada mililitro de sangre, los cuales son una poblacion de

ke
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células sincronizadas en la misma fase Gy o Gy de la interfase mitética, que
normalmente no se estdn dividiendo, por lo que i vitro es posible tratar a estas células
en diferentes etapas del ciclo celular (Gi, S o G2) ya que bajo condiciones
experimentales estrictamente controladas y mediante la presencia de un estimulo

exogeno con un mitégeno (fitohemaglutinina por ejemplo) son capaces de profiferar

(Hernandez,1998).

La sangre provee a las céiulas y tejidos de oxigeno (0) y de nutrientes
necesarios para la respiracion, el crecimiento y otras actividades; transporta productos
de desecho del metabolismo celular incluyendo el diéxido de carbono (C0) hacia los
drganos excretores, En ella se encuentran los glébulos blancos, anticuerpos y otras
sustancias protectoras, ayuda a regular la temperatura del cuerpo y a distribuir el calor.

Regulan los contenidos de agua, 4cidos, bases y sales y transporta secreciones de las

glandulas endocrinas (Ham y Cormack, 1985).

Composicion

En general la sangre esta constituida por plasma, glébulos rojos, globulos
blancos y plaquetas.
- Plasma o suero: porcidn liquida de la sangre que contiene sustancias organicas e
inorganicas, también contiene en suspension plaquetas, eritrocitos y leucocitos.
- Globuios rojos o eritrocitos: Células redondas que carecen de niicleo, miden 8u de
diametro y viven aproximadamente 120 dias. En condiciones normales son destruidos

constantemente y se producen a una tasa de 140 millones/minuto.
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- Gl6bulos blancos o leucocitos: Células de forma irregular, poseen niicleo y miden de
8-15p de didmetro. Viven de 2-4 afios, se encargan de destruir organismos

patégenos.

En general los leucocitos de clasifican en cinco tipos y se dividen en dos
categorias:

Granulosos:

eosinofilos (10-12p de didmetro), constituyen del 60-70 % de los leucocitos.
basofilos (10-15p de didmetro) constituyen del 1-3 % de los leucocitos.
neutrofilos (10-12 de diametro) constituyen un 0.5 % de los leucocitos.

No Granulosos:

monocitos (12-15u de diametro) constituyen el 8 % de los leucocitos.

linfocitos (5-12p de didmetro} constituyen del 20-30% de los leucocitos.

-Plaquetas: Pequefios fragmentos ovalados, sin nicleo y miden de 2-3u de didmetro,

desencadenan la coagulacion de fa sangre (Ham y Cormack, 1985; Liff, 1981).

1.10 Células germinales

Los espermatozoides son las céluias germinales mas accesibles en los
mamiferos y se pueden utilizar para evaluar el efecto genotoxico de agentes quimicos
que se encuentran en ef ambiente (Wyrobek, 1979). Los gametos de los machos pueden
ser examinados de manera rapida, reproducible y en gran nimero. Ademds su

sensibilidad a agentes mutagénicos, teratogénicos o carcinogénicos es diferentes a la



Introduccion

de las células somaticas (Wyrobek y Bruce,1975), estas células se encuentran en los

testiculos.

Los testiculos se desarroflan a partir de las células indiferenciadas del embridn,
durante la vida extrauterina, se encuentran contenidos en el escroto. La estructura y
funcién de los testiculos esta regida por la hormona gonadotrépica de la hipéfisis
anterior, ésta en la pubertad estimula a los testiculos para que empiecen a producir
espermatozoides y hormonas; las hormonas secretadas (andrégenos) estimulan el

desarrollo de los caracteres sexuales masculinos (Ham, 1975; Amman, 1986).

- Tubulos seminiferos: Se encuentran aglomerados en los dos testiculos, dichos ttibulos
se vacian en los espacios del fa “rete testis”. Sus paredes estan formadas por varias
capas de células epiteliales, las internas se van transformando continuamente en

espermatozoides y estos quedan fibres en las luces de los tibulos (Amman, 1986).

Los tdbulos seminiferos de un macho normal se caracterizan por fa presencia de
una barrera testicular. Dentro de ellos las células de Sertoli dividen el epitelio germinal

en dos compartimentos funcionales e! basal y el adiuminal (Amman, 1986).

El compartimiento basal contiene a las espermatogonias asi como a
espermatocitos en preleptoteno y leptoteno primario, en este sitio todas las células

germinales sintetizan ADN y se encuentran en mitosis (Amman, 1936).
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En el compartimiento adluminal se encuentran los espermatocitos primarios y
secundarios asi como las espermatidas, las primeras se encuentran en meiosis y las
segundas sufriendo transformaciones morfolégicas. El medio ambiente alrededor de
estas células germinales es controfado por las células de Sertoli que también controlan

el acceso de ciertos agentes (Amann, 1986).

- Las células intersticiales o células de Leydig, se encuentran en €l tejido conectivo
entre los tibulos. Producen hormonas (andrégenos) que son secretadas por los

testiculos {Amman, 1986).

- El epididimo es la zona primaria de almacenamiento de los espermatozoides y es el
conducto a través del cual pasan los espermatozoides en su camino desde el testiculo
hasta el exterior. En el se almacena una pequefia cantidad de esperma antes de fa

eyaculacion y secreta una pequefia parte de fluido seminal.

El epididimo cuenta con una barrera-epididimal la cual restringe la entrada a

muchas moléculas al lumen de los ductos del epididimo (Amman, 1586).

En los mamifero las células germinales atraviesan por procesos de divisién
celular (mitosis y meiosis) y de transformacién celular durante la espermatogénesis y

ia espermiogénesis {Figura 3).
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La espermatogénesis consta de 3 fases principales de diferenciacion celufar:

Compartimientos

Adluminal

Intermedia

J Basal
Capa peritubular

Intersticiat

Figura 3. Organizacion de las células germinales dentro del testiculo.
L= Células de Leydig, M= Células del epitelio peritubular, SC= Células de Sertoli,
Sg= Espermatogonias, Sp= Espermatocitos, Sd= Espermatidas. Tomada de Lamb IV y Foster, 1988.

Fase inicial: las espermatogonias proliferantes dan origen a los espermatocitos en el

compartimiento basal de los tubufos seminiferos a través de dos divisiones meidticas.

Segunda fase: Los espermatocitos primarios y secundarios permanecen intercalados

con el citoplasma de las células de Sertoli.

En la fase final: la cual es lamada espermiogénesis, es el procesos de transformacion
morfolégica de las espermatidas a espermatozoides.

{Shing y cols, 1999},
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| Espermatogonias |
L AyB.

' Se multiplican por mitoss. !

N ! spermatocitos
i La mitad persisten como l E Pgrim:rios

espermatogonias tipo A y la)
- otra mitad se diferencian |

ligeramente para | ' Espermalocitos

! transformarse en &emng_aﬂgs__!
. espermatogonias tipo B. |

— | Espermatidas
Espanmiogénesis ¢

Espermatozoides

|_Espermatogénesis

Figura 4: Estadios de las células germinales masculinas que conforman la espermatogénesis y la
espermiogésis.

En el humano los cambios de espermatogonias tipo A hasta espermatozoides se
llevan a cabo aproximadamente en 64 dias (Ham, 1975), en el ratdn en aproximadarnente

40 dias (Amann, 1986).

Estructuras que conforman al espermatozoide
- Cabeza espermtica: Esta formada por un nicleo haploide, una pequefia cantidad de

material de Golgi y un acrosoma {Figura 5).

- Pieza intermedia: Posee un par de centriolos y una gran concentracién de
mitocondrias acomodadas en forma de espiral alrededor de un haz central de fibrillas
que se extiende a todo lo largo de la cola. Las mitocondrias proporcionan energia para

la movilidad del espermatozoide (Figura 5).

- Cola: Es la parte mas larga alrededor de 0.045 mm. De ella depende la movilidad del
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gameto. Tiene la estructura tipica de un flagelo con un patrén longitudinal de 9+2
fibrillas (Figura 5).

Acrasoma
{capuchin cefilico)
Nobchew

Figura 5. Estructuras que conforman al espermatozoide. Tomada de David y Haegei, 1983.

Cuando estdn completamente formados los espermatozoides abandonan las
células ce Sertoli y penetran a las luces de los tibulos seminiferos con poco
movimiento. En el epididimo se transforman en elementos maduros y maviles. La
degeneracion de las células germinales en el testiculo maduro ocurre espontaneamente

{Shing y cols; 1999).
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Los espermatozoides son ufilizados en pruebas de toxicologfa reproductiva por
que pueden ser utilizados para evaluar dafio espermatogénico, efectos de fertilidad y
mutaciones génicas heredables. La prueba de morfologia espermética en ratén es
utilizada para evaluar el dafio producido por agentes fisicos y quimicos (Wyrobek y <als,
1984; Ostrosky-Wegman y cols, 1989). Otros datos que proporcionan informacién valiosa son, fa
motilidad de los espermatozoides, la viscosidad y el pH de los fluidos seminales

eyaculados (ECETOC, 1983).

Con el andlisis de la morfologia espermatica se pueden evaluar anormalidades de
fa cabeza, la pieza intermedia y de la cola del espermatozoide. Dichas anormalidades
pueden ser divididas a su vez en anormalidades de nimero, tamafio y forma. Ademas
también pueden presentarse cambios en la estructura interna del espermatozoide
incluyendo la condensacién nuclear, invaginaciones citoplasmaticas y cambios en el

tamanio y la frecuencia de vacuolas nucleares (Wyrobek, 1979).

Las consecuencias geneticas de la fertilizacion con espermatozoides danados
por exposicién a un quimico, no se conocen, pero, espermas que llevan anormalidades
numeéricas y estructurales en los cromosomas pueden afectar la viabilidad, el desarrollo

y la salud del embridn (Wyrobek y cols., 1984, 1993).

La forma de la cabeza del espermatozoide esta bajo control genético y la
exposicion a diferentes mutagenos incrementa la frecuencia de las diferentes

anormalidades que se pueden presentar(Ratdliffe y cols, 1993).
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Algunas de fas anormalidades que puede presentar la cabeza de los
espermatozoides dafiados por agentes quimicos son:
- Anormalidades de niimero: bicéfalos.
- Anormalidades de tamafio: macrocéfalos, microcéfalos, cabeza de alfiler.
- Anormalidades de forma: redondos, piriformes, afilados y amorfos; cuando existe un
incremento de estas tres ultimas formas, se sugiere la presencia de un proceso 16xico

testicular.

Las anormalidades de la pieza intermedia pueden ser de tres tipos:

- Engrosamiento de la pieza intermedia.

- Implantacion anormal, generalmente debida a una causa genética.

- Y gota citoplasmatica, probablemente por disturbios durante la maduracion

espermatica en el epididimo.

Anormalidades de la cola.

Anormalidades de nimero: bicaudo

Cuando existe la presencia de cola enrollada sugiere la presencia de un proceso
infeccioso-inflamatorio epididimario y cuando la cola es doble se debe probablemente a

problemas genéticos {Wyrobek y Bruce, 1975, Pardo §, 1990).

1.11 Movilidad espermatica
l.a movilidad espermatica es utilizada como una evaluacién de la calidad de los

espermatozoides, estos maduran en el epididimo y como resultado adquieren la

)
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capacidad de motilidad progresiva (Kinefetter y cols., 1991). Ademds en el fumen del
epididimo existen proteinas, sodio, potasio, etc que son necesarios para que se de

una adecuada maduracién de los espermas (Turner, 1991).

Para que se pueda llevar a cabo la fertilizacion del évulo se requiere de un
numero suficiente de espermatozoides, que presenten movilidad adecuada y capacidad
de fertilizacion. Decrementos en la movilidad pueden resultar en una disminucién de la

fertilidad (Crapiny cais., 1992).

el
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2. JUSTIFICACION.

Debido a la intensa actividad industrial el ser humano se expone a una gran
cantidad de sustancias quimicas, entre ellas a los metales y metaloides, los cuales de
alguna manera pueden provocar diferentes enfermedades, dafiar el proceso
reproductivo o producir cancer.

Una de esas sustancias es el arsénico, metaloide que ademas de ser producido
por la actividad industrial, se encuentra de manera natural, en el agua de algunas
regiones de nuestro pais, en altas concentraciones, por lo que existen poblaciones
expuestas cronicamente a él. Las personas que estan expuestas al arsénico presentan
enfermedades de a piel y cancer en diferentes 6rganos.

Se sabe que este metaloide también produce efectos téxicos y citotoxicos y en
algunos sistemas de prueba es capaz de incrementar el intercambio de cromatidas
hermanas y el porcentaje de aberraciones cromosdmicas, sin embargo también se
reportan resultados negativos.

Por otra parte en individuos expuestos a altas concentraciones de arsénico,
presente en el agua de beber (hidroarsenisismo), se observé un incremento del dafio
al ADN de las células sanguineas {linfocitos), utilizando la técnica de electroforesis
unicelular. A nivel reproductivo existen pocos datos que acerca del efecto det arsénico,
sin embargo en estudios epidemioldgicos se ha observado una relacion entre la
exposicion a este elemento y el incremento en la tasa de nacidos muertos y de abortos
espontaneos entre las personas que trabajan o viven cerca de fabricas de fundicién de

metales.
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En funcion de los antecedentes ya mencionados con este trabajo se evalué el
efecto genotéxico producido por el arsenato de sodio (NazHAsQ4) en ratones macho de
la cepa €D-1, en células sanguineas y testiculares de ratén # wie utilizando la técnica
de electroforesis unicelular.  Debido a que existen pocos reportes de trabajos que
documenten los efectos de este metaloide en el aparato reproductor masculino se ha
decidido también analizar la viabilidad, movilidad y morfologia espermatica, como

pardmetros de reprotoxicidad.
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3. HIPOTESIS

En poblaciones expuestas a altas concentraciones de arsénico a través def agua
de beber se presentan diferentes tipos de cancer y enfermedades de la piel, ademas
se reporta un incremento del dafio al ADN en linfocitos cuando se han realizado
evaluaciones con fa técnica de electroforesis unicelular.

Por ofra parte también se ha observado una incremento en la frecuencia de
abortos espontaneos, nacidos muertos y con bajo peso al nacer, pero existen pocos
reportes de trabajos que documenten los efectos de este metaloide en el aparato
reproductor masculino.

Con base a lo anterior se espera que al administrar arsenato se sodio a ratones
macho de la cepa (D-1 por via intraperitoneal (i.p), se dafie el material genético y que
este daio se observe como una mayor migracion det ADN de células sanguineas y de
tefido testicular, utilizando (a técnica de electroforesis unicelular alcalina. Y que al
evaluar parametros de reprotoxicidad como la viabilidad, motilidad y morfologia

espermética, alguno de ellos sea modificado por el tratamiento con arsénico.
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4, OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

-Evaluar el efecto genotdxico y reprotdxico del arsenato de sodio en ratones macho de

la cepa CD-1, tratados 7 wivo.

OBJETIVOS PARTICULARES.

-Evaluar el efecto producido por arsenato de sodio (10 mg/kg) en el ADN de células
sanguineas de ratones macho CD-1, después de 0, 30, 60 y 90 minutos de tratamiento

in vivo, mediante la técnica de electroforésis unicelular alcalina (SCGE).

-Evaluar el efecto producido por arsenato de sodio (10 mg/kg) en el ADN de células
sanguineas y células testiculares de ratones {D-1, despues de 2, 24, 48 y 72 horas de

administrado el tratamiento i v, mediante la técnica de electroforésis unicelular
alcalina (SCGE).

-Evaluar el efecto producido por mdltiples aplicaciones de arsenato de sodio (10
mg/kg) en el ADN de células sanguineas y células testiculares de ratones (D-1,
después de 1 semana, 1y 2 meses de tratamiento /7 vivg, mediante la técnica de
electroforésis unicelular alcalina (SCGE). Y el efecto reproductivo mediante los

siguientes parametros: viabilidad, motilidad y morfologia espermética.
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. METODO.

\nimales.

Se trabajo con ocho grupos de 6 ratones macho de [a cepa CD-1, de dos a tres
1eses de edad y con un peso de 37-43 g, los cuales se mantuvieron bajo condiciones
standard de bioterio y con libre acceso al agua y al alimento (Purina Chow). En todos
bs tratamientos cada raton fue su propio testigo. Los ratones fueron pesados al
nomento de iniciar el tratamiento, cada tercer dia {dependiendo del protocolo) y al

nomento del sacrificio en una balanza digital { ACULAB V-333 con exactitud de 0.1g]}.

Compuesto y dosis.

Arsenato de sodio (NaHAsQs, 99.4% puro. Sigma Chemical Co. St. Louis MO,
USA), a una concentracion de 10 mg/kg de peso {tomada de datos reportados en la
literatura: Tice y cols, 1994) para lo cual se preparo una solucion de 0.8 mg/ml en agua
destilada, se inyecto a los ratones por via intraperitoneal. Cada lote de ratones se

sacrifico a diferente tiempo, dependiendo del protocolo.

PROTOCOLOS.

Protocolo A: Administracién de una sola dosis y muestreo a diferentes tiempos.

A un grupo de 6 ratones macho de la cepa (D-1, se les tomo una muestra de
sangre de punta de la cola (testigo), posteriormente se les administré una sola dosis
de arsenato de sodio (10 mg/kg) por via intraperitoneal (tiempo “cero”). Después del

tratamiento se tomo una muestra de sangre de fa cola a los 30, 60 y 90 minutos.

38



Método

* Toma de muestra de sangre de fa cola.

—l 1 L ]

/ 0 30 60 90 minutos.

Administracidn (i.p) arsenato de sodio.

Grupo testigo.

En los grupos que se utilizaron para los protocolo B y € cada ratén fue su propio
testigo, antes de iniciar el tratamiento se tomo una muestra de sangre de fa cola y se
hemicastraron para extraer uno de los testiculos con su respectivo epididimo, con

estas células se prepararon las muestras para realizar la técnica de electroforesis

unicelular,

Protocolo B: Administracién de una sola dosis y muestreo a diferentes tiempos.

24 horas después de la hemicastracion a cuatro grupos de 6 ratones macho de
la cepa (D-1, se les administrg por via intraperitoneal (i.p.) una sola dosis de arsenato
de sodio (10 mg/kg) (tiempo “cero”). Después del tratamiento se tomo una muestra
de sangre de la cola y se sacrifico un grupo por tiempo para extraer el testicuto con el

epididimo restantes. Los tiempos fueron 2, 24 48 y 72 horas.
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* Sacrificio, toma de muestra de sangre y extraccion de la génada restante.

Hemicastracion y toma de muestra de sangre, antes de aplicar el tratamiento.

® * * *
L.l 1 i 1 5

0 \2 24 48 72 horas

Administracién (i.p} arsenato de sodio (tiempo 0).

Protocolo C: Tratamiento fargo con miltiples apficaciones.

24 horas después de la hemicastracion a tres grupos de 6 ratones macho de la
cepa (D-1, se les administré por via intraperitoneal (ip.) 10 mg/kg de peso de
arsenato de sodio cada tercer dia, durante una semana, uno y dos meses. Después
de terminado el tratamiento se sacrificaron los ratones y se les extrajo la génada
restante, el epididimo y se tomo una muestra de sangre de corazén.

En este protocolo también se evalué la viabilidad, la movilidad y la morfologfa
espermatica.

Hemicastracion y toma de muestra {sangre).

/I

0 \ 1 semana 1 mes 2 meses

Administracion (i.p) arsenato de sodio.

* L3

* Sacrificio, toma de muestra de sangre y extraccion de la gdnada restante.
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Obtencién de las células para electroforesis unicelular.

Sangre.
Las muestras de sangre se colocaron en tubos ependorif. Se centrifugaron a 4000
r.p.m durante 3 minutos y se tomd una alicuota de 5 pl de la parte superior de la

muestra (leucocitos) para preparar cada laminilla para la técnica de electroforesis

unicelular (ver técnica).

Testicuio.

Después de extraer el testiculo, éste se colocd en solucion de Hank's a 37°C, se
macerd mecanicamente con tijeras. Se dejo reposar 5 minutos para que los fragmentos
grande se precipitaran en el fondo del vaso, el sobrenadante se colocé en tubos
ependorff y se centrifugo a 4000 rp.m durante 3 minutos, después se retiro el
sobrenadante y el botén celular Tavé con solucion de Hank’s, resuspendiéndoio con
un vortex y se centrifugé nuevamente a 4000 r.p.m durante 3 minutos y se efimino el
sobrenadante, quedando aproximadamente 100 pl de medio con el boton celufar. De
esta muestra se tomo una alicuota de 3 pl para preparar una laminilla para la

electroforesis (ver técnica).

Viabilidad celular.
La viabilidad se evalué inmediatamente después de extraer los tejidos. Se tomd
una alicuota de 20u! de sangre o de células de tejido testicular y se mezclaron con

20 de colorante (Bromuro de etidio (BrE) y 5-6 diacetato de carboxifluoroceina
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(CFDA) en una concentracién final de 0.025 ug/pl y 0.125 ug/ul respectivamente).
Posteriormente se incubo cada muestra de tejido con el colorante, durante 5 minutos a
37°C, después de este tiempo se agregd 1 ml de solucién de Hank’s se centrifugo a
4000 r.p.m durante tres minutos, este paso se repitidé una vez mas y se elimino el
sobrenadante, del botdn celular se tomo una alicuota de 10, que se coloco en un
portacbjetos limpic para evaluar en el microscopio de fluorescencia con un filtro de
excitacion de 515-560 nm. Se evaluaron 100 células por ratén, registrando el nimero
de células vivas {fluorescencia verde) y células muertas ( fluorescencia anaranjada). En

ambos casos después de evaluar la viabilidad se hicieron las preparaciones para

electroforesis

Electroforesis unicelular

Se utilizaron portacbjetos completamente esmerilados para preparar las
laminillas de electroforesis, a estos portaobjetos se les agregd una primera capa de
agarosa regular (Sigma Chemical CO. St Louis ) al 1.0 % (previamente preparada) y
se secaron con la ayuda de una parrifla de calentamiento. La segunda capa contenia
75 ul de agarosa de bajo punto de fusion {Sigma Chemical CO. St Louis) al 0.5% + 10
ptl de botén celular de la muestra de células sanguineas 6 6 pi de células testiculares,
se cubrieron las faminillas con un cubreobjetos y se refrigeraron durante cinco minutos
a 4° C, hasta su tofal solidificacion. Transcurrido este tiempo se removid el
cubreobjetos cuidadosamente y se les agregd una tercera capa de agarosa (80 pi) de

bajo punto de fusion al 0.5%, se les coloco inmediatamente un cubreobietos limpio y se
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refrigeraron a 4° C durante cinco minutos. Una vez solidificadas se les retiro el
cubreobjetos y las laminiflas se sumergieron en solucién de lisis {2.5M NaCl, 100mM
EDTA, 10 mM Tris, 1% lauril sarcosnato de sodic y NaOH: pH 10} a 4° Cy se

mantuvieron en refrigeracién por lo menos durante una hora (Hartman y cols, 1994).

Transcurrido el tiempo en solucidn de lisis (una hora como minimo), fas laminitias
se colocaron en [a cdmara de electroforesis horizontal, y se cubrieron totalmente con
solucién amortiguadora hidrdxido de sodio con pH de 13 (300 mM NaOH, 1 mM EDTA),
se les dejo durante 30 minutos, para permitir el desenrrollamiento del ADN y la
expresion de sitios dlcali-labiles. Posteriormente, se aplicé una corriente eléctrica, las
condiciones empleadas para la electroferesis fueron de 25 Volts y 300 miliamperes por
30 minutos. Transcurrido este tiempo se sacaron de la cdmara y se lavaron tres veces
con amortiguador neutralizante (0.4 M Tris; pH 7.5), se les escurrid el exceso del de
amortiguador y se tifieron con 50 pl de bromuro de etidio (20 pg/ml}(Sigma Chemical

CO. St Louis) y se observaron al microscopio de fluorescencia (Tice y cols, 1990. Hartmann y
cals, 1994),

- Observacién al microscopio.

La observacion al microscépio de fluorescencia se realizo utilizando un filtro de
excitacion de 515-560 nm con un aumento de 40 X, se contaron al azar un total de
100 células por ratén, registrando el numero de niicleos intactos (sin dario), figuras
con forma de “cometas” (nticieos con dafio) y células con mucho dafio (ndcleos difusos

6 “nubes”). También se midi6, con ayuda de un ocular graduado, el diametro de los
Y
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nicleos y la longitud de las colas de los cometas (ADN dafiado con diferente

migracion).

Evaluacion espermatica (epididimo).

Después de extraer el epididimo se colocd en solucion Tyrodes (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) a 37°C, se maceré mecanicamente con tijeras (de esta manera se
liberaron los espermatozoides) y se dejo reposar 5 minutos. Pasado este tiempo, se
evalud la viabilidad y movilidad espermética. Y se prepararon las faminillas para

analizar la morfologia

Viabilidad espermatica.

La viabilidad espermédtica fue evaluada mezclando 10 i del macerado con 10 pl
de Azul tripano en un tubo ependorff, se agito ligeramente y enseguida se colocé una
gota de dicha mezcla en un portaobjetos limpio, se observo al microscopio y se
contaron 100 espermatozoides al azar en diferentes campos siguiendo el criterio de
inclusién-exclusin: los espermatozoides abscuras  (que incluyeron el colorante) se
contaron como muertos y los claros como espermatozoides vivos (Sigma cellculture, 1997).

El porcentaje de células vivas se obtuvo con la siguiente formufa:

No. De células vivas x 100

No. De cel totales

(Linder y cols, 1992. Seed y cois, 1996).
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Movilidad espermatica.

Se tomd una alicuota de 10 i del epididimo macerado y se mezclaron con 10 il
de azul tripano en tubos eppendorf, se les homogeneizo y se observo af microscopio
en un portaobjetos limpio. Se evaluaron en 40X y en diferentes campos 100
espermatozoides de cada raton. Se dividieron en dos categorias espermatozoides con

movimiento y espermatozoides sin  movimiento, se calculé el porcentaje de

espermatozoides moviles.

Morfologia espermatica.

De! epididimo macerado en solucién Tyrodes (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
se tomo una muestra de 30 pl de la parte superior, se gotearon sobre un portacbjetos
limpio y se realizé un barrido, se dejo secar al aire y posteriormente se tifi¢ con
Giemsa (1:16 en agua corriente, 30 minutos),se observaron al microcopio a 100X
(cuatro preparaciones por testiculo), en promedio se examinaron 500 espermatozoides

por ratén, clasificindolos como normales y anormales de acuerdo al criterio de Wyrobek
y Bruce (1975).

Analisis estadistico.

Para el nimero de células con dafio, el nimero de nubes y el grado de dafio se
utiliz6 la prueba de diferencia de proporciones (Z; P<0.05 y Z; P<0.01).

Para la migracion det ADN y para la movilidad y morfologia espermatica se utiliz
la prueba de “t” de Student (P<0.01 y P<0.05).
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6. RESULTADOS
En todos los tiempos de tratamiento se evalué la viabilidad de las células
sanguineas y testiculares, fue mayor al 90% antes del tratamiento y mayor al 80%

después del tratamiento.

Protocolo A: Administracion de una sola dosis de arsenato de sodio (10 mg/kg) ¥

evaluaciones cada 30 min en células sanguineas, del mismo ratén.

En la tabla A1 se presentan los resultados individuales (por raton} al evaluar el
dafio al ADN (migracién y nimero de células con dafio) en células de sangre periférica.
En general no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el promedio
de la migracion del ADN en los distintos tiempos de muestreo (después del
tratamiento), respecto al tiempo cero (antes del tratamiento), pero si se observo, en
todos los tiempos, un incremento en el nimero de células con dafio de mas del 100%,

el cual fue estadisticamente significativo, a excepcion del ratén 5.

Tabla A1. Daiio al ADN (migracién pm) y nimero de células sanguineas con dafio, en ratones
macho de la cepa CD-1 tratados con 10 mg/Kg de Na,HAsO,

Temp 0 horas 30 minutos. 60 minutos. 90 runutos.
0
Ra Migracién | # ¢l { Nu. | Migracidn i Nu. | Migracién # Nu. | Mgracion | # cal. | Nu.
ton um dafio wm cél, pm cél, um Dadfo
xtDE x2D.E dafie x+D.E dafto xtD E
1 241+ 13.20| B 0 |186% B27| 37~ | 3 [274%15.78] 37" 1 207+ 922) 3 0
2 19.7x 1070 9 0 [204z: 637] 356* | 5* |225% 9.17] 30" 3 [23.8+11.11) 20° 2
3 206 870 8 0 [225=x 707] 23" | 5" |30.3+18.57 | 40° 8+ [193+ 470} 30* 0
4 2003x 250 S O |205% 7356 44° O (2431 B60] 1B 1 238%% BSG) 197 1
5 227+ 700 11 0 2524 7.5 14 2 |33342506] 12 o 204+ 549 20 1
6 18.1 £ 8,50 8 0 |245+ BO4| 24° 0 |204% 560] 19* 1] 209+ 488 19* [
Y4DE| 212+ 198 [ 82 | 0 (2192 230 292 12501264+ 450 260 1 22 1215+ 1704242+ 06
+ + * t k- 6.9 £
1.77 1030 | 21 10.30 | 2.8 0.7

Nu= pubes. Se evaluaron 100 cél por ratén. La migracién del ADN expresa el promedio de [as céluias con dafio, sin
tomar en cuenta la cabeza del cometa,

"p<0.01 {Con la prueba de Z de proporciones), Con respecto al mismo raton en el tiempo cero,

*p<0.05 (Con la prueba de Z de proporciones) Gon respecto al mismo ratén en el iempo cero
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Resultados

La Grafica A1 muestra la distribucién del niimero de células con dafio durante los
diferentes tiempos de muestreo, en la cual se observa un incremento que llega a un
pico a los 30 minutos, en los ratones 2, 4, 6, posteriormente disminuye sin llegar a los
niveles basales. Mientras que en el ratén 3 el pico maximo se presenta a los 60
minutos después de aplicado el tratamiento, presentando el mismo comportamiento
que los anteriores. El ratén 1 presentd un incremento en el nimero de célufas con daiio
a los 30 minutos y a diferencia de los anteriores, este se mantuvo constante durante
los demds tiempos de muestreo. Por (iltimo el ratén 5 presenté un comportamiento
casi constante con respecto al testigo, hasta los 90 minutos presenté un ligero

incremento, sin llegar a ser estadisticamente significativo.

Para poder analizar el comportamiento que presentan las células con dafio,
respecto a la migracion, estas se clasificaron dependiendo de la longitud de la cola
(medida en micrémetros), y se agruparon en 5 categorias: sin dafio (0 pum de
migracion & de cola), dafio bajo{ 1-12.5 um), dafio medio {12.6- 25 um), daiio alto
(25.1-37.5 pm) y dafio total(mas de 37.6um), lo cual se muestra en la tabla A2. En
ésta se observa que el porcentaje de células que no presentaron dafio (Opm)
disminuyo en los tiempos de muestreo, mientras que los porcentajes de células con
dafio bajo, medio, alto y total se incrementaron, todo lo anterior respecto al tiempo
cero. El aumento de células con dafio medio fue estadisticamente significativo, para

todos los tiempos de muestreo, Esto también se puede observar la grafica A2.
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Tabiz A2, Porcenfaje de células sanguineas con diferentes grados de dafio, obtenidos
después dei tratamiento con 10mg/kg de Na,HAsO, a ratones macho de fa cepa CD-1.
(Promedio de € ratones).

Porceniaje de céjulas con diferente grade de dafio.

I

Categ(;iria de 0 minutos. 30 minutos. 60 minutos. 90 minutos.
dafio
Sin dano 91.83 7083 * 74.00* 75.83*
Bajo 2.17 357 2.50 267
Medio 417 19.50 * 14.83* 177
Alto 1.50 4.67 5.50 3.50
Total .33 133 3.17 | 0.83

*P<0.01 con la prueba de diferenicia de proporciones “Z", respecto al mismo grado de daiio en

el tiempo cero,

* P<0.05 con la prueba de diferencia de proporciones 27, respecto  al mismo grado de dafio

en ef tiempo cero.
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Grafica 1. Nimero de células sanguineas con dafio en
ratones macho CD-1, tratados con 10 mgikg de arsenato de
sodio

Nam. Cél. con dah

Grafica A2. Porcentajes de células sanguineas ¢con
diferentes grados de dafio, después del tratamiento con
10mg/kg de arsenato de sodio en ratones CD-1.

80 mun
somin  Tiempo
0 min  detratamiento
" 0 min

Porcentaje de cél. co

Grado de darfio.
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Resultados

Protocoio B: A cualro grupos de 6 ratones, se les administro una sola inyeccidn
intraperitoneal de 10 mg/kg de arsenato de sodio en el tiempo “cerc”, se evalud el
efecto a las 2, 24, 48 y 72 horas después del tratamiento, en células sanguineas y

tejido testicular, cada ratdn fue su propio testigo.

Células sanguineas.

En la tabla B1 se observa que la migracion del ADN de células sanguineas,
se incrementd en todos los tiempos después del tratamiento, fue estadisticamente
significativa para 2, 48 y 72 horas. El nimero de nubes (dafio total al ADN) y el
nimero de células con dafio también se incrementaron significativamente en fodos

los grupos {Grafica B1).

Tabla B1. Daiio al ADN (migracién )y nimero de células sanguineas con daifo, en ratones
macho de la cepa CD-1 tratados con 10 mg/Kg de Na;HA50,_ {Promedio de & ratones en cada
tiempo).

Antes del tratamiento Baspués del tratamiento.
Migracién (o) | Nim. Célcon | Nubes Tiempo | Migracion (um) | Nim. cél.con | Nubes
X+ D.E dafiof total. (en horasy X+ D.E daiiof tolal.
)] (%)
15.97+1.75 31/600 0 2 | 21.4513.57 t89/800 | 3
(5.10) - (31.50)"
24954512 34/600 1] 24 28.2613.95 204/600 8
{5.60) (34.00)*
25.4615.41 47/600 g 43 33.20+3.23 245/600 4°
(7.83) - (40.83)*
33.29+6.42 44/600 1 72 44.5618.04 4164600 18
(7.33). L his (69.33)*
Se evaluaron 100 calulas por raton. La migracion expresa el promedio de las céiulas con dafio, sin’

tomar en cuenta el didmetro del nicleo.

*p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a |os valores antes del tralamiento,
*p<0.05 (Con la prueba de Z de proparciones), Respecto a los valores antes del tratamiento
=p<0.01 {Con la prueba de *1" student). Respecta & los valores antes del tratamients,



Grafica B1. Nom. de cél. sanguineas con dafio en ratones
macho CD-1, tratados con 10 mg/kg de arsenato de sodio.
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Grafica B2 Porcentaje de células sanguineas con diferentes grados de
dario, después del tratamiento con 10 mg/kg de arsenato de sodic en
ratones CD-1.
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Resultados

La tabla B2 y la grafica B2 muestran la clasificacion del grado de dafio (pum)
que presentaron las células sanguineas antes y después del tratamiento, en donde
se observa que hay una disminucion en el porcentaje de células sin dafio
(estadisticamente significativa) y un incremento en el porcentaje de células con
dafio medio, alto y total después del tratamiento, algunos de los cuales fueron

estadisticamente significativos.

Tabla B2. Porcentaje de células sanguineas con diferentes grados de dado, abtenidos
después del tratamiento con 10 mg/kg de Na;HAsQ, en ratones machoe de la cepa CD-.

Porcentaje de células con diferente grade | Porcentaje de células con diferente grado de dafo,

de dano, antes de! tratamiento después del _tratamiento.
Nada | Bajo | Medio | Aho Total | Tiempo{ Nada | Bajo | Medio | Aito Total
94.83 | 160 3.30 016 0 2h 68.50" | 2.30 ; 23.00" | 5.50" 0.60

84.33 | 015 3.50 1.50 0.50 24h | 66.00* | 0.16 | 16.33" I 11.33* { 6.17"

g2.47 10161 6.00 1.50 016 48h | 5817 0.16 | 14.50" | 18.50* | t0.67*

92.67 0 2.83 283 | 180 72h ! 30.67* 0 9.17* | 23.33* | 35.83*
“p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes del tratamiento.

La tabla B3 muestra la migracion del ADN y el néimero de células chicas
(espermatocitos secundarios y espermatidas) con dafio para los tratamientos de 2,
24, 48 y 72 horas (testigos y tratados). La migracién del ADN (pim) se incrementd
en todos los tiempos después del tratamiento y fue estadisticamente significativa a
partir de las 24 horas de tratamiento. El niimero de células con dafio se incremento
significativamente en todos los tiempos después def tratamiento (Grafica B3). El
dafio total af ADN cuantificado como nubes también se incremento
significativamente.
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Resultados

Tabla B3, Dafio at ADN (migracién um) y nGmero de céiulas testicuiares {chicas} con daito, en
ratones de ia cepa CD-1 tratados con 10 mg/Kg de Na HAsO., (Promedio de 6 ratones en cada
tiempo).

Células chicas
Antes del tratamiento. Después del ratamiento.
Migracion (um) | Ndm. cél.con | Nubes [ Tiempo{ Migracion (um) | Nam. cél.con | Nubes
X+D.E daiiof totat, {en Xt DE dano/ total.
) horas) )
2353 +10.2¢8 40/600 1 2h 26.56 £ 4.48 2061600 9°
(6.60) (34.33)"
2449 1£3.08 159/600 7 24h 3142:1.76 228600 3t~
(26.50) - (38.00y"
24.85+ 334 293/800 8 48h | 48.54 £21.95 343/600 24%
(43.80) - G717
3307 £6.24 208/600 El 2 | 5005+8.14 505/600 8o+
(34.60) - (84.16)"

Se evaluaron 100 células por ratén, La migracion expresa el promedio de las células con dafio, sin
tomar en cuenta el diametro det nircleo.

*p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes det tratamiento.

°*p<0.05 (Con |a prueba de Z de proporciones), Respecto a los valores antes det tratamiento,

*p<0.01 (Con la prueba de " student). Respecto a fos valores antes del tratamiento.

Tabla B4 muestra que el porcentaje de células testiculares chicas sin dafio
(nada) disminuyeron después de cada tratamiento y conforme al tiempo,
aumentando el porcentaje de células que presentaban bajo, medio, alto y dafio total

(Grafica B4}, en algunos casos estas diferencias fueron estadisticamente

significativas.

Tabla B4. Porcentajes de células testiculares (chicas) can diferentes grados. de dafio, en
ratones de la cepa CD-1 tratados con 10 ma/skg de Na,HASC,.
Porcentaje de células con diferente grado | Porcentaje de células con diferente grado de dafio,
de daiio, antes del tralamiento después del  tratamiento.
Nada | Bajo | Medio | Alto | Total } Tiempo] Nada Baje | Medlo | Alto | Tolal
9333 | 083 3.83 100 | 1.0D 2h 6567 | 250° | 19.17"| 85.33*

4.33*

735 167 | 1650 | 633 | 2.00 24h | 62.00* 0 17.83 | 1217
8.00*
5117 | 4.67 | 29.00 | 1217 | 3.00 48nh | 4263* ] 200 | 18.33*| 1283 [24.00

65.33 | 0.60 13.50 | 13.50 ; 7.00 72k 15.83* | 080 10.17 | 24.33"[49.00

*p<0.01 (Conla prueba de Z de proporciones). Respecto a 10s valores antes del tralamiento.
°p<0.05 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes det tratamento.
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Grafica B3. Nim. de cél. testiculares (chicas) con dafio en ratones CDH1,
tratados con 10 mgkg de arsenato de sodio

Nim. cél. con dafio.

Tiempo de tratamiento
{horas)

Grafica B4, Porcentaje de células testiculares {chicas) con dano
diferentes grados de dafio, después del tratamiento con 10 mg/kg de
arsenato de sodio en ratones CD-1.
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Resultados

Células testiculares grandes.
En la tabla B5 observamos la migracion del ADN(um) y el niimero de células

grandes de tejido testicular con dafio (espermatogonias, espermatocitos primarios)
antes de 2, 24, 48 y 72 horas de tratamiento. E! dafio al ADN (medido como
migracidn} se incremento en fodos los grupos después de la aplicacion del
tratamiento y fue estadisticamente significativa a partir de las 24 horas. El nimero
de células con dafio fue estadisticamente significativo para tedes los tiempos
después del fratamiento (Grafica B5).

Tabla BS. Dafo al ADN (migracién pm ) y nimera de células testiculares (grandes) con dailo,

en ratones de fa cepa CD-1 tratados con 10mg/kg de Na;HAsO,. {Promedio de 6 ratones en
cada tiempo)

Célutas grandes
Amntes del tratamiento Después del tratamiento
Migracion {um) Nam. ¢ét.con Tiempo Migracion (um) Nim. cél.con
X+D.E daito/ total. {en horas} X+DE dariof tolal.
(%) (%)

19.39 + 10.02 48/600 2 28.92 +4.90 279/600

(9.60) (46.50)"

2587+ 1.19 123/600 24 3503 +6.49 250800

(20.50) - (41.661

2874 £ 3. 296/600 48 5045+21.18 | 3781600

49.17 - (63.00)"

/o761 238/600 12 5270 £7.32 530/600

{39.60) - (83.33)~

Se evaluaron 100 cél por rat6n. La migracién expresa e! promedio de las céiuias con dafio, sin tomar
en cuenta el didmetro del nicleo.

*p<0.01 (Estadisticamente significativos con la prueba de Z de proporciones). Respecto & 105 valores
antes de! tratamiento.

**p<0.01 (Estadisticamente significetivos con la prueba de ‘1" student). Respecto a los valores antes
del tratamiento.

Como se puede observar en la tabla y 1a grafica B6 el porcentaje de células sin dafio
(nada) disminuyeron en todos los grupos tratados, mientras que se incrementd e

porcentaje de células con dafio medio a las 2 y 24 horas después del tratamiento.
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También los porcentajes de células con dafio alto y total se incrementaron, siendo

estadisticamente significativos en casi todos los tiempos de tratamiento.

Tabla B6. Porcentajes de células testiculares (grandes) con diferentes grados de dafto, en
ratones de la cepa CD-1, fratados con 10mg/ kg de Na;HAsO,.
Porcentaje de células con diferente grado | Porcentaje de célutas con diferente grado de dafio,
de daiio, antes del tratamiento después del tratamiento.
Nada Baje |Medio} Alto | Tolal jTiempo} Nada | Bajo | Medio | Alto Tetal
92.0 0,33 4671 2331 060 2h 53.50* | 1.00 | 22.83* | 1567 | 7.00"
74.5 150 112147 | 533 | 1.50 | 24h | 58,32 0 16.17° | 3.67 | 11.83
50.67 183 | 23671 1800 | 567 § 48h | 37.00% | 0.5 | 14.50*| 20.67* { 27.3%*
60.33 0.16 1047 1717 1217 § 72h 11.67* | 0.5 6,33° | 20.67* | 80.83*
*p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes del tratemiento.
°p<0.05 (Con |3 prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes del tratamiento,
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Grafica B5. Nim. de cél. testiculares (grandes) con dafio en
ratones CD-1 tratados, con 10 mg/kg de arsenato de sodio.
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Grafica B6. Porcentajes de cél. testiculares (grandes) con
diferentes grados de daiio, después del fratamiento con 10
mg/kg de arsenato de sodio en rarones CD-1.
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con dafio.

Grado de dafio.

57



Resultados

Protocolo C. Se dio tratamiento a tres grupos de 6 ratones cada uno, a los cuales
se les aplicaron 10 mg/kg de arsenato de sodio cada tercer dia por via intraperitoneal
(i.p.) durante 1 semana,l y 2 meses y se evalué el efecto producido en células
sanguineas y de tejido testicular.

Células sanguineas.

En la tabla C1 se observa que fa migracion del ADN se incremento en todos los
tiempos de tratamientc con respecto al testigo (antes del fratamiento), los resuitados
son estadisticamente significativos para 1 semana y 1 mes, de la misma forma el
niimero de células con dafio se incremento significativamente en todos los tiempos de
tratamiento. Grafica C1. El niimero de nubes (dafio total) se incremento solo en el
tratamiento de 1 semana de 1 a 4 nubes, lo cual no fue estadisticamente significativo.
Tabla C1. Daiio al ADN {migracién pm) y nimero de células sanguineas ceon daiio, en ratones

machc de la cepa CD-1, tratados con 10 mg/Kg de Na;HAsO, (Promedio de 6 ratones en cada
tiempo).

Antes del tratamiento Después del tratamiento
Migracion(um) Nim. Cel. Nubes | Tiempe | Migracidn(um) Nam. Cel, Nubes
X+DE dafnoffotal. ¥+ D.E daiioftotat,
(%) (%)

30.5515.33 43/600 1 1 40.55+5.35 285/600 4
717 semana e 441"

29.9618.84 52/600 0 1 42.89.17.54 210/600 0
(8.67) mes il {35.00)*

35.4548.73 45/600 0 2 40.65+6.33 202/600 0
{7.50) meses (33.6N)"

Se evaluaron 100 células por ratdn. La migracién expresa el promedio de Jas células con dafio.
*p<0.01 (Con Ia prueba de Z de proporciones).
**p<0.01 (Con 1a prusba de "{" student).

En la tabla y 1a grafica (2 se observan la clasificacion del grado de dafio en

micrémetras (m) que presentaron las células sanguineas antes y después del
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tratamiento. Aqui se observa que hay una disminucién en ef porcentaje de células sin
dafio {nada) en cada grupo después del tratamiento, lo cual fue estadisticamente

significativo y un incremento en el porcentaje de células con dafio medio, alto y total el

cual fue estadisticamente significativo.

Tabla C2. Porcentaje de células sanguineas con diferentes grados de dafio, en ratanes macho de
la cepa CD-1, tratados ¢on 10 mg/kg de Na,HASO,,
Porcentaje de célutas con diferente grado | Porcentaje de céluias con diferante grado de dafio,
de daiio, antes del tratamiento después del  tratamiento.
Nada | Bajo | Medio Alto Total § Tiempo | Nada | Bajo Medio Alto Total
9283 t 0.16 3.50 250 | 1.00 § 1sem |55.83 0 747 | 17.33* | 19.67*

91.33 | 0.33 4.33 3.00 1.00 § 1 mes |65.00 0 433 | 14.33% | 16.35"
-

92.50 0 3.30 283 | 1.33 | 2mes |66.33 0 6.50* | 13.83* ; 13.33*

*n<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes del tratamiento,
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Grafica C1. NaGm. de cél. sanguineas con daiio en ratones macho
CD-1, fratados con 10 mg/kg de arsenato de sodio..
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Gréfica C2. Porcentajes de cél. sanguineas con diferentes grados de
daiio después del tratameinto con 10 mg/kg de arsenato de sodio, en
ratones CD-1.
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Resultados

éiulas testiculares chicas.

La tabla C3 muestra la migracion del ADN y el nimero de células chicas
spermatocitos secundarios y espermatidas) de tejido testicular con dafio para los
atamientos de 1 semana, 1 mes y 2 meses (testigos y tratados).

En todos los tiempos de tratamiento se observd un incremento en la migracién
el ADN comparando con los testigos (antes del tratamiento}, los resultados son
stadisticamente significativos para todos fos tratamientos. El nimero de células con
afio se incremento significativamente en cada tratamiento (Gréfica3). Y el nimero de

ubes (dafio total) se incrementaron significativamente en todos los tratamientos.
abia C3. Dafic al ADN (migracién pm) y namero de células testiculares (chicas) con dafio, en

itones de la cepa CD-, tratados con 10 mg/Kg de Na;HAsO,. {Promedio de & ratones en cada
empo).

Células chicas
Antes del tratamiento Después del tratamiento
Migracion{am) Nam. Cel. Nubes [ Tiempo | Migracién{um) Nem. Cel. Nubes
X+ D.E datioftotal. X+DE Dadohtotal.
(%) )]

31.35+2.86 181/600 (30.17) 1 1 43.79 16.28 369/600 22
semana - {61.50)*

30.98 +3.86 | 182/600 (30.33) 0 1 49.13 +4.79 364/600 17
mes - {60.67)y"

30.25+3.05 248/600 0 2 61,72+ 11.53 403/600 9*
(41.33) meses b 7.1

e evaluaron 100 células por ratén. La migracién expresa el promedio de las células con dafio.
p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones).
*p<0.01 (Con la prueba de " student.).

La tabla (4 muestra que el porcentaje de células testiculares chicas sin dafio
nada) disminuye después de cada tratamiento, aumentando el porcentaje de células
jue presentan dafio alto y total (Gréfica (4), en algunos casos estas diferencias fueron

stadisticamente significativas.
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Grafica C3. Nim. de cél. testiculares {chicas) con dafio en ratones CD-1,
tratados con 10 mgrkg de arsenato de sodio.
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Grafica C4. Porcentajes de cél. testiculares (chicas) con diferentes
grados de dafo después del tratamiento con 10 mg/kg de arsenato de
sodio, en ratonesCD-1.
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Resnltados

Tabla C4. Porcentajes de células testiculares (chicas) con diferente grado de dafio, en ratones de
la cepa CD-1, ratados con 10 mg/kg de Na;HAsO,.

Porcentaje de células con diferente grado | Porcentaje de células con diferente grado de dafio,
de dafio, antes del tratamiento después del tratamiento.

Nada Bajo | Medio | Alto | Total §Tiempo| Nada | Bajo | Medio Alto Total

69.83 | 046 | 1450 | 1117} 433 { 1sem | 38.50* 0 12.00 | 19.00* | 30.50*

69.67 | 0.50 1467 ;1033 | 4.83 1mes | 39.33* 0 5.83* | 20.00* | 34.83*

5867 | 0.33 | 1883 | 1647 ] 6.00 £ 2mes | 32.83* | 016 | 6.83* {1300 | 47.17"

*p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los vatores antes del tratamiento.

Células testiculares grandes.

En la tabla C5 observamos la migracion del ADN y el nimero de células grandes

(espermatogonias, espermatocitos primarios) de tejido testicular con dafio para los

tratamientos del semana, 1 mes y 2 meses (testigos y fratados). La migracién se

incrementa de manera gradual en todos los tiempos de tratamiento, El nimero de

células con dafio se incrementa en todos los tiempos de tratamienta, los datos fueron

estadisticamente significativos (Grafica C5).

Tabla C6. Migracion del ADN {pm)} y ndmero de célutas grandes con daifio de tejido testicular de
ratones CD-1 tratados con 10 mg/Kg de Na,HAsO,. {Promedio de 6 ratones en cada tiempo).

Células grandes
Antes del tratamiento Después del tratamiento
Migracidn(um) Nim. Cel. Tiempo Migracidn(um) Ndm, Cet,
Xt D.E daifoftotal. X+ D.E Daiofotal.
(%) (%)
34.48+3.75 172/600 1 45.44110.19 363/600
(28.67) Semana i {60.5)*
32.79+1.74 195/600 1 52.27+6.49 380/600
(32.50) mes - (63.33)"
33.43x2.00 243600 2 meses 56.9715.40 363/600
{40.50) e (60.5)

Se evaluaron 100 células por ratén. La migracién expresa el promedio de las células con dafio, sin

tomar en cuenta el didmetro del nicleo.

*p<0.01 (Con Ia prueba de Z de proporciones). Respecto a fos valores antes del tratamianto
“1<0.01 (Con la prueba de “t" student.). Respecto a los valores antes del tratatniento
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En la tabla y la gréfica (6 muestran el porcentaje de céluias con diferente grado
de daflo, se puede observar que el porcentaje de células sin dafio (nada) disminuye en
todos los grupos tratados, incrementandose el porcentaje de células que presentan

dafio alto y total, siendo estadisticamente significativo en algunos casos.

Tabla C6, Porcentajes de células testiculares (grandes) con diferentes grados de daito,.en ratones
de la cepa CD-1, tratados con 10 mg/kg de Na,HASO,.

Porcantaje de células con diferente grado § Porcentaje de células con diferente grado de dafio,
de daiio, antes del tratamiento después del tratamiento.
Nada | bajo | medio Alto Total | Tiempo | Nada | bajo Medio aito total
71.33 0 10.17 | 12006 | 650 | 1sem |39.50 | 1.16* 7.33 | 20.50 | 32.50*

67.50 | 0.33 | 13.83 | 11.50 6.83 | 1mes [36.67 ¢ 4.33* | 19.83" | 39147
L ]

59.50 | 0.16 | 14.67 | 16.17 9.50 1 2mes |39.50 0 347 | 1583 | 41.50*

*p<0.01 (Con la prueba de Z de proporciones). Respecto a los valores antes dei tratamiento.
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Grafica C5. Nam. de cél. testiculares (grandes) con dafio en
ratones CD-1, tratados con 10 mg/kg de arsenato de sodio.
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Grafica C6. Porcentajes de cél. testiculares (grandes) con diferentes
grados de daio después del tratamiento con10 mg/kg de arsenato de
sodio, en ratones CD-1.
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Grafica 1. Porcentaje de incremento en Ia migracion del ADN en
células sanguineas y testiculares (chicas y grandes) después de
los diferentes tiempos de tratamiento, en los tres protocolos.
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Resultados

/IABILIDAD, MOVILIDAD Y MORFCOLOGIA ESPERMATICA

Para evaluar el efecto del arsenato de sodio sobre las célufas germinales
espermatozoides) se analizé la viabilidad, movilidad y morfologia espermética antes y
lespués del tratamiento, el cual fue administrado por via intraperitoneal (i.p.) a tres

otes de 6 ratones c/u, durante 1 semana, 1y 2 meses.

Viabitidad espermatica.
La viabilidad espermatica (Tabla y grafica C7) disminuyd en ef grupo tratado de
? meses sin ser estadisticamente significativo con la prueba de t de “Student”, en

general los demds grupos se mantuvieron arriba del 98% después del tratamiento.

Tabla C7. Porcentaje de viabilidad espermitica antes y después del tratamiento con 10 mg/kg de

Na-HAsO, en ratones de (a cepa CD-1. {(Espermatozoides obtenidos del epididimo).
Tiempe de tratamiento. Testigo Tratado
X+de Xtde

1 semana 99.37 + 0.89 99.11% 0.70

1 mes 100.00 + 0.0 99.68 + 0.45

2 meses 100.00 £ 0.0 93.99 % 2.04

Se evaluaron 100 espermatozoides por ratdn (Promedio de & ratones).
Movilidad espermatica.

Como se puede observar en la tabla (8 el porcentaje de espermatozoides con
movifidad disminuyé significativamente en todos los tiempos de tratamiento

comparando con los testigos (antes del tratamiento), lo cual esta indicando que el

arsenato de sodio estd afectando a las células germinales.
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Tabla C8. Porcentaje de Movilidad espermatica antes vy después del fratamiento con 10 mglkg de
Na,HAsQ; en ratones de 1a cepa CD-1.

Tiempo de tratamiento. Testigo Tratado
Xxde Xide

1 semana 9268 + 3.89 4788+4.13 *

1 mes 90.93 +2.85 55.54 + 6.90 *

2 meses 88.39£3.23 40.11 £ 6.57*

Se evaluaron 100 espermatozoides por ratén. (Promedios de 6 ratones).
*p<0.01 (Con {a prueba de " de Student).

Morfologia espermatica.

Con la prueba de morfologia espermética se evalud el efecto producido por el
arsenato de sodio en los espermatozoides de los ratones expuestos, a través del

registro visual del porcentaje de espermatozoides con anormalidades en la cabeza y la

cola.

El porcentaje de anormalidades espermaticas se obtuvo dividiendo el nimero de
espermatozoides con morfologia anormal entre el total de espermatozoides evaluados

(con morfologia normal + morfologfa anormal} y multiplicando por 100.

En fa tabla (9 se observa que dicho porcentaje se incrementd en todos los
tiempos después del tratamiento y fue estadisticamente significativo para un mes. El
arsenato de sodio probablemente afecto a las células germinales que se encontraban

en el momento del tratamiento como espermatocitos y espermatidas.
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rabla C9. Porcentaje y tipo de anormalidades esperméticas, antes y después de! tratamiento con
0 mg/kqg de Na,HAsO, en ratén CD-1.

Antes det tratamiento Después del tratamiento
No % de Tiempo No % de

espermatozoides espermatozoides espermatozoides espermatozoides
anormales/ total. anormales anormales/ total. anomales

344 /3140 11.0£586 1 663 /3282 204 £190

semana
260 /3244 30+33 1 mes 647 1 3258 19.5 £ 9.5*
247 / 3257 741389 2 meses 304 /3228 9.3+55

Se evaluaron mas de 500 espermatozoides por ratén. (Promedios de 6 ratones).
"p<0.01 (Con |a prueba de *t* de Student).

En la tabla € 10 se observa que los espermatozoides con cabeza pequefa o
microcéfalos, enrollados sobres si y los que tenian ofro tipo de anormalidades

presentaron porcentajes estadisticamente significativos para un mes de tratamiento.

Tabla C10. Porcentaje y tipo de anormalidades espermdticas, antes y después del tratamiento
con 10 mg/kg de Na,HAsO, en ratén de la cepa £D-1.

Tiempo de tratamiento
0 1 semana 0 1 mes o 2 meses
Tipo de
anormalidad n{%) n{%) n(%y} n(%) n{%)} N(%)
Macrocéfalosf 2 (0.58) 2(0.30) 0 5(0.77) 1 (0.40} 1{0.33)
Microcéfalos. | 11(3.20) 9(1.36) 6 (2.31) 28 (4.33y 0 2(0.66)
Doble 1(0.28) 2 (0.30) 0 1 (0.15) 0 0
cabeza.
Cabeza de 1(0.29) 4 (0.60) ) 2{0.30) 0 0
banana.

Gancho 86(25.0) 338 (50.98) ¢ 59 (22.69) | 100 (15.48) { 132 (53.44) | 80 (26.31)
inusual.
Daobie cola. 3(0.87) 4 (0.60) 3(1.15) 9 (1.39) 0 3{0.98)

Enrollados 72 (20.93) { 110 (16.60) | 33 (12.69) | 76 (11.76)° 22 (8.91) 27 (8.80)
sobre si.
Amorfos. 144 (41.868) | 159 (23.98) [ 144 (55.38) | 287 (44.43) | 72(29.15) | 153 (50.33)

Otros. 21(6.10) | 35(5.28) | 15(5.77) | 130 (2152)*| 20(8.10) | 38(125)

Se evaluaron mas de 500 espermatozoide por raténftiempo.
*p<0.01 (Con la prueba de 1" de Student)
°p<0.05 (Con la prueba de 1" de Studant).
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La figura 6 muestra algunas de las alteraciones morfolégicas que se observaron en los
espermatozoides después de los tiempos de tratamiento con arsenato de sodio de
acuerdo con Wyrobek y Bruce, 1975.

En los espermatozoides macrocéfalos y microcéfalos la disminucidn o el aumento de

1/3 del volumen de cabeza fue utilizado como criterio de clasificacion.

Figura 5. Forma de un espermatozoide normal “A” y diferentes tipos de alteraciones morfolégicas
que puede presentar: gancho inusual “B”, cabeza de banana “C”, amorfos “D”, enrrollados sobre
51 “E", con dos flagelos “F" {Tomada de Wyrobek y Bruce, 1975} y otros “G".

En este caso con el arsenato de sodio los tipos de malformaciones mas

frecuentemente observadas fueron gancho inusual, espermatozoides enrollados sobre
si, amorfos y otros.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Potocelo A: Una sola dosis de Na;HAsOs (10 mg/kg) con evaluaciones cada 30

minutos, en células sanguineas.

Como se observa en los resultados (Tabla At), el tratamiento con Na>HAsO4 no
incremento la migracion del ADN en las células sanguineas, pero si incremento el

niimero de células con dafio, en mas del 100%.

El que la migracion no se incremente, a pesar de que se observa un mayor
ndmero de células con dafio, puede deberse a que el arsénico estd induciendo
entrecruzamientos de fa cadena del ADN (crosslinking), ya que existen antecedentes de
que este metaloide es capaz de producirlos (Pluhler y Wolf, 1996; Hartmann y Speit, 1994) Y
ademas se ha reportado que estos entrecruzamientos no permiten que se de el
desenrrollamiento del ADN, con lo cual se inhibe la migracién en la técnica de

electroforesis unicelular (Tice y cols, 1992; Tsuda y cals, 2000).

Un comportamiento similar se reporta en un trabajo pubficado por Tice y
colaboradores en 1997, en donde no observaron incremento en la migracion de! ADN
de células de pulmon, pero observaron una disminucién en la migracion del ADN, en
muestras celulares de vejiga y de higado, 3 horas después del tratamiento con

arsenito de sodio {10 mg/kg) administrado por via oral, por lo
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que postularon que esto se debia a la presencia de entrecruzamientos de la cadena de
ADN; en este trabajo aunque no se observaron diferencias en los niveles de dafio
(colas mas anchas o angostas), podriamos suponer que el arsenato al transformarse

en sangre a arsenito tal vez producirfa algunos entrecruzamientos.

E! ndmero de células con dafio es un pardmetro utilizado para evaluar el efecto
genotoxico, producido por agentes quimicos, cuando se utiliza la técnica de
electroforesis unicelular (Sasaki y cols, 1997; Altamirano-Lozano y col., 1999), por lo tanto podemos
afirmar que el tratamiento con arsenato de sodio si produce dafio al ADN de las células

sanguineas de ratdn, ya que ¢! nlimero de células sanguineas con dafio se incremento

después del tratamiento.

Son pocos los reportes en donde se ha evaluado el efecto producido por
arsénico i vivo en tiempos cortos, sin embargo en cultivas de linfocitos, leucocitos y
fibroblastos de humano, si existen antecedentes de evaluaciones realizadas con la
técnica de eleciroforesis, con tiempos de tratamiento cortos, aunque con otras sales de
arsénico (arsenito de sodio). En estos trabajos reporta incremento en la migracion del
ADN 'y reparacién del dafio, llegando a valores semejantes a los iniciales (antes del
tratamiento) en la muestras tomadas después de 90 minutos de aplicado el

tratamiento (Hartmann y Speit, 1994, Rojas y cols, 1996).
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En nuestro caso, el tratamiento con arsenato de sodio se aplico a ratones /i
vivo, por lo que interviene el metabolismo de todo el organismo, lo que pudo originar

un resutado completamente diferente a los obtenidos /7 vifro.

En la Gréfica A1 se puede observar que el nimero de células con dafio durante
los tiempos de muestreo, presenta un incremento que liega a un pico a los 30 minutos
en 4 de los ratones tratados y en un ratdn este pico se presenta a los 60 minutos,
para después presentar una disminucion a los 90 minutos, aunque no llega a los

valores iniciales.

El hecho de que 4 ratones presenten un pico a los 30 minutos y otro a los 60
minutos puede estar indicando que el arsenato estd llegando en diferentes tiempos a la
sangre del raton, y por lo tanto de la manifestacién de! dano, para el humano se
reporta que los compuestos de arsénico llegan a sangre casi inmediatamente, sin
embargo no se indica el tiempo exacto (Vercruysse,1984; Chiou y cols, 1997; Yoshida y cols, 1998), ¥
en raton se ha reportado fa presencia de arsénico en sangre media hora después de

ser administrado como arsenito (As3") por via intraperitoneal {Michelt y cols, 2000).

Los datos anteriores nos permiten inferir que cada ratén responde de manera
diferente al tratamiento con arsenato de sodio, esto puede deberse a que la
sensibilidad o susceptibilidad es distinta en cada individuo, ya que pueden existir
diferencias en la capacidad de biotransformacién def compuesto (diferente capacidad

de; eliminacian, excrecidn y acumulacion de la sustancia), lo que también se reportado
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para personas expuestas (Vega, 1995).

Con la técnica de electroforesis unicelular alcalina se observa el dafio producido
al ADN como migracién dei mismo, medida en micrémetros (um}, para saber cual es el
grado de dafio que presenta cada célula, se realizo una dlasificacién del mismo
basandose en la longitud de la migracién del ADN ( Anderson y cols, 1994; Altamirano-Lozano
1996 y 1999). En general podemos decir que en las muestras de sangre analizadas en
este protocolo disminuyo el porcentaje de células sin dafio, después de aplicado el
tratamiento y se incremento el nimero de células con diferente grado de dafio (Grafica
A2), siendo estadisticamente significativo el porcentaje de células con dafio medio en
todos los tiempos de evaluacién. Lo que nos permite decir que, aunque hay poca
migracion del ADN en las células sanguineas, si se incrementa el grado de dafio y al

parecer, con esta dosis y en estos tiempos de evaluacién, no se esta llevando a cabo

el proceso de reparacion.

Protocolo B: Una sola dosis de arsenato de sodio (NazHAsOs, 10 mg/kg ) y
evaluacion del dafio a las 2, 24, 48 y 72 horas después de aplicado el tratamiento, en

célutas de sangre completa y en tejido testicular.

Ceélulas sanguineas.
En la tabla y la gréfica B1, se obseva un incremento estadisticamente
significativo de la migracién del ADN en fas células sanguineas a las 2,48 y 72 horas

después del tratamiento y el nimero de células con dafio fue significativo en todos los
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grupos tratados. Lo cual indica claramente que el tratamiento con arsenato de sodia

esta produciendo dafio al ADN (rompimientos de cadena sencilfa y sitios alcali-labiles).

En diferentes trabajos realizados con cultivos de células de humano o con ratén
in vivo, se ha reportado que algunas sales de arsénico incrementan la migracion del
ADN. Tice y colaboradores en 1997,  administraron por via oral varias dosis de
arsenito de sodio a ratones y observaron que después de diferentes tiempos de
tratamiento (3, 6, 24 y 48 horas)se producian incrementos en la migracién del ADN en
las células de algunos de los drganos analizados (higade, pulmdn , piel y leucocitos),

aunque no fueron significativos.

Por ofra parte en un estudio reaﬁz;ido por Hartman y Speit en 1994, también
reportan  incremento de la migracion del ADN al evaluar el efecto genotéxico del
arsenito de sodio, en cultivos de sangre completa de humano, dicho incremento fue de
manera dosis-dependiente a las 2 y 24 horas después del tratamiento, aunque se sabe

que el arsenito de sodio es varias veces mas t6xico que el arsenato (Fulkes, 1990).

Como se menciono en el protocolo anterior, el arsénico tiene la capacidad de
producir entrecruzamientos de la cadena de ADN con proteinas (Tice y cdls, 1997), 1o cual
provoca un retardo en la migracion cuando se utiliza la técnica de electroforesis
unicelular (Hartmann y Speit, 1994). Sin embargo en este trabajo con la dosis y los tiempos
empleados en este protocolo, el arsenato de sodio, si incremento significativamente la
migracion del ADN. Esto podria deberse a que se ha reportado que el arsénico ademas

de producir entrecruzamientos, tiene otros mecanismos para producir dario al ADN.
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Uno de los mecanismos de accidn propuestos para ¢  arsénico, es su
capacidad de incorporacion a la cadena de! ADN en lugar de los fosfatos, por lo que se
pueden originar enlaces débiles (tacobson-Kram y Montalbano, 1985, Castro, 1988; Brown y cols, 1997),
que son relativamente mas faciles de romper, y tal vez es lo que esta registrando la

técnica empleada en este trabajo.

Ademas existen varios reportes de que los compuestos de arsénico pueden
dafiar a las células a través de la produccidn de radicales libres (iee y Ho, 1994; Burdon y
cols, 1987; Blair y cols, 1950; Yamanaka y cols, 1989), dado que durante el proceso de metilacion,
al formarse el acido dimetitarsénico (DMA} se generan radicales perdxido y superdxido,
los cuales pueden producic dafio a la cadena de ADN (Brown y cols, 1997) €l cual puede

evaluarse con la técnica de electroforesis unicelular (McCarthy y cols, 1997).

Por otra parte el arsénico tiene afinidad por los grupos sulfidrilc  (SH-) de
algunas enzimas (Ramirez y cols, 1997), y Se une a principalmente a las que tienen dos
grupos —SH vecinos {Castro,1988), lo que puede originar interferencia con la actividad
enzimatica, como se ha visto que ocurre con €l arsenito de sodio ( Gonsebatt et al, 1992
Healy et al, 1998). También se ha propuesto que el arsénico debido a su capacidad de la
inhibicion de la actividad de ciertas enzimas (ligasa), puede interferir con los sistemas

de reparacion (Hartmann y Speit,1994).

Ademds, el incremento en la migracidn también puede deberse a que el arsenato

(As>*) es reducido quimicamente en la sangre a arsenito(As>") (Healy y cos, 1997), el cual
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es aproximadamente cuatro veces més toxico que el primero (Fulkes, 1990), aunque no
sabemos a partir de que momento el arsenato se empieza a transformar en arsenito.
Sin embargo existen reportes de que en ratones después de administrar por via
intraperitoneal alguna dosis de arsénico, este se encuentra ya en sangre a los 30

minutos, y se llega a registrar su presencia ain 2 horas después de su administracién

(arsénico total) (Mitchell y cols, 2000).

Como se muestra en la tabla B1, 72 horas después de aplicado el tratamiento
se sigue registrando dafio al ADN (como migracion y porcentaje de células con dafio),
a pesar de que, probablemente el arsénico ya se esta distribuyendo, en todos los
drganos del ratén, o que se reporta que ocurre a partir de las 24 horas en el humano
(Castro, 1988). Esto podria deberse a que €l arsénico (As 3*) tiene la capacidad de unirse
fuertemente con los grupos tiol de algunas proteinas (Hu y cols, 1998), lo cual puede

permitir que su efecto en sangre sea mas prolongado.

Células testiculares.

En las células chicas y grandes de tejido testicular (tabla y grafica B3 y B5) la
migracion del ADN se incremento significativamente a partir de las 24 horas y el
nimero de células con dafio presento un incrementé significativo en los tiempos

evaluados después del tratamiento.

£l que se registre el dafio producido por Na;HAsQs (migracion del ADN e
incremento en el niimero de células con dafio) en las células testiculares, después de

24 horas de aplicado el tratamiento, implica dos cosas, la llegada del arsénico al
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testiculo en poco tiempo y el que este compuesto estd atravesando la barrera
hematotesticular para producir dicho dafio.

Existen pocos reportes de la evaluacion de dafio af ADN en células germinales,
en algunos de ellos se observa que se incrementa la migracién del ADN después de
tratamientos /7 vivo a rata con agentes quimicos como la ciclofosfamida, etil-metano-
sulfonato, bleomicina y etil-glicol-monometil-eter (Anderson y col., 1996). Otro de los agente
que ha presentado resultados positivos, at incrementar 1a migracién del ADN en células

testiculares es el pentoxido de vanadio (Attamirano-Lozano, 1996).

Sin embargo la evaluacion del efecto de algin compuesto de arsénico, en
células germinales, empleando la técnica de electroforesis unicelular no ha sido
reportada, lo tnico que se encontré fue que, al evaluar otros parametros como
aberraciones cromosdmicas, el arsénico inorganico no produce dafio en
espermatogonias de raton i vivo (Pomay cols, 1981, 1987). Y tratamientos con arsenito de
sodio y tuz ultravioleta en células de ovario de hamster chino producen citotoxicidad e

incremento en la frecuencia de aberraciones cromosomicas (Lee y cols, 1985).

Al analizar los resultados de las tablas B3 y BS, aparentemente no existen
diferencias en fa sensibilidad entre los distintos tipos celulares del testiculo. Sin
embargo Anderson y colaboradores en 1996 reportan diferencias en la sensibilidad de
células germinales masculinas (entre espermatogonias y espermatozoides), cuando se

aplican otros compuestos.
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El hecho de que no se observen diferencias en nuestro caso, puede deberse a
que en este trabajo no se realiz6 una separacion de los diferentes tipos de células que

se encuentran en el testiculo.

Por otra parte al analizar los resultados de las tablas Bi, B3 y BS podemos
observar que e} nimero de células sanguineas con dafio es comparativamente menor
que el ndmero de células testiculares (chicas y grandes) con dafio antes de aplicar el
tratamiento. Esto puede ser debido a que algunas células testiculares presentan gran
cantidad de sitios sensibles a condiciones alcalinas (&lcali-labiles), lo que origina, que
se observen migraciones de ADN grandes en las células testiculares del grupo control
comparado con las células sométicas, esto se ha reportado en espermatozoides de

humano ¥ ratdén (Singh y cols, 1989; Mc Kelvey-Martin y cols, 1997; Hughes y cols, 1997).

Protocolo C: Dosis de arsenato de sodio (NazHasO4, 10mg/kg), administradas cada
tercer dia durante 1 semana, 1 mes y 2 meses. Las evaluaciones se realizaron en

células de sangre y tejido testicular (células chicas y células grandes).

Ceélulas sanguineas.

La migracion del ADN de las células sanguineas (tabla y grafica C1) se
incrementd  significativamente para los tratamientos de 1 semana y 1 mes; y el nimero
de células con dafio se incremento significativamente en todos los tiempos después del

tratamiento.
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Aunque no existen antecedentes de tratamientos crénicos, con arsénico en ratén
in vivo, se ha observado que en muestras de linfocitos de personas expuestas de
manera natural a arsénico a través del agua de beber (Durango y Coahuila en México,

Taiwén y Chile, etc) por largos periodos de tiempo (40-50 afios), se incrementa la

migracion del ADN (vaiverde, 1995. Rudet y cols, 1996).

Ademds en estas poblaciones y en algunas de Finlandia y Argentina expuesta a
arsénico, también se ha observado que se incrementa la frecuencia de aberraciones
cromosomicas (AC), y se presentan alteraciones en la cinética de proliferacién celular,

ademds de que se incrementa el porcentaje de células con poliploidias (Rudel y cols;

1996),

En nuestro caso el que se produzca dafio al ADN se debe a que en estos
tratamientos se realizé la aplicacion del arsenato de sodio cada tercer dia hasta que se
sacrificd a los ratones y por lo tanto el arsénico presenté un efecto constante. Ademas
durante este tiempo, se presenté el proceso de metilacin, en ef cual se producen dos
metabolitos, que son el acido monometilarsénico {MMA) y el acido dimetilarsénico
(DMA), y aunque estos dos compuestos se consideran menos téxicos que el arsénico
(As5* y As 3 ) (Chiou y cols, 1997; Yoshida y cols, 1998), existen reportes en los que mencionan
que podrian tener un efecto mutagénico en concentraciones altas (Maki-Paakkanen y cols,
1998; Yoshida y cols, 1998). Por lo que se puede postular que se esta produciendo un efecto

acumulativo por la presencia det arsénico en sus diferentes formas.
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El incremento del ndmero de células con dafio en todos los tiempos de
tratamiento, también apoya al efecto acumulativo del arsenato de sodio, el cual al ser
clasificado como grado de dario (tabla y la grafica (2),permite observar que el nimero
de células sin dafio disminuyé hasta en un 50 %, en todos los tiempos de tratamiento,
incrementandose el porcentaje de células con dafio medio, alto y total, lo cual muestra

que el dafio se va haciendo mas severo.

En general no se observaron diferencias del dafio producido al ADN (migracion)
en las células sanguineas al aplicar una sola (protocolo B) o varias dosis (protocolo C)
de arsenato de sodio a los ratones, a pesar de que en este dltimo protocolo se esta

produciendo un efecto acumulativo del arsénico.

Ceélulas testiculares.

Tanto en las células chicas como en las grandes del fejido testicular (tablas y
graficas (3 y (5), la migracion del ADN y el nimero de células con dafio se
incrementaron  significativamente en todos los tiempos, después del tiempo de
tratamiento. Por lo que el arsenato de sodio (NapHasOs, 10mg/kg), esta produciendo

dafio al ADN, desde las espermatogonias hasta las espermatidas.

A pesar de que se reporta que en el testiculo las espermatogenias tardias y los
espermatocitos primarios son las células germinales mas sensibles a las sustancias
quimicas y a algunos factores fisicos como la radiacion (Hollander y Serres, 1978; Wyrobek,

1979; Amann, 1986), NOSOtros no encontramos diferencias en el dafio producido en las
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células chicas y grandes. En estas células se incrementd significativamente e

porcentaje de células con dafio alto, en todos los tiempos de tratamiento.

Para saber cual era el efecto reprotéxico del arsenato de sodio también se

evalud la viabifidad, la movilidad y la morfologia espermatica en los ratones empleados

en este protocalo.
VIABILIDAD, MOVILIDAD Y MORFOLOGIA ESPERMATICA.

Viabilidad espermatica.
En general la viabilidad espermatica (tabla y grafica C7) siempre fue mayor del
94% en todos los tiempos de tratamiento, lo cual indica que este pardmetro no esta

siendo afectado por el arsenato de sodio a la dosis empleada.

Movilidad espermatica.

La movilidad espermatica (tabla y grafica C8) disminuyo significativamente en

todos los tiempos de tratamiento comparado con los testigos.

Esta disminucion de la movilidad puede deberse a que el arsenato atravesé la
barrera epididimal y afecto a los espermatozoides durante su trayecto por el epididimo,
ya que se sabe que algunas sustancias toxicas pueden afectar la movilidad
espermatica, alterando funcion del epididimo, por la modificacién de fa concentracién

de las sustancias que se encuentran en sus fluidos (sodio, potasio, cloro, proteinas,
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etc), lo cual produce un medio inadecuado para que se de el proceso de maduracién

(Turner, 1991; Chapin y cols, 1992).

Por otra parte, en algunos trabajos realizados /7 viro, reportan que el arsenito
de sodio puede interactuar directamente con la tubulina de los microtdbulos, inhibiendo
su polimerizacion (Ramirez, 1996; Ramirez y cols, 1997), basados en lo anterior y dado que fa
tubulina es parte esencial en fa estructura del flagelo de los espermatozoides (Katz,
1991), podemos suponer que el tratamiento con arsenato de sodio, tal vez esta

actuando a este nivel, lo cual pudo originar disminucién en fa movilidad espermtica.

Ademas se sabe que el arsénico tiene la habilidad de interferir con la produccién
del Adenosina Trifosfato (ATP), ya que puede competir con el fosfato para su
incorporacidn dentro de él. También tiene la capacidad de modificar la fosforilacién
oxidativa de fa mitocondria (Foutkes, 1990). Estos antecedentes sugieren que el arsenato
de sodio, podria estar alterando la produccion de la energia necesaria para el

movimiento, del flagelo del espermatozoide, provocando disminucién en la motilidad.

En el tratamiento de dos meses con arsenato de sodio, el arsénico posiblemente
pudo dafiar el ADN de las células madre o progenitoras (como lo muestra los
resultados de este trabajo), y tal vez este dafio afecto el proceso de espermiogénesis
(formacion del espermatozoide), alterando la estructura del flagelo, sin embargo no

podemos afirmar que el arsénico este actuando a este nivel ya que no hay reportes de

ello.
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Morfologia espermatica,

En los animales utilizados en el faboratorio, se ha observado que [os niveles basales de
malformaciones esperméticas, pueden variar ampliamente (1-65%) dependiendo de la
especie (Wyobek y cols, 1983, 1984). En ratones se reporta una media de 1.5 % de
anormalidades espermaticas en animales sin tratamiento (Wyrobek, 1978), y

especificamente para los ratones de la cepa (D-1, se tienen valores basales de 6.40 y

7.08% (Altamirano-Lozana y cols, 1996: Aragén. M, 1998).

Aunque en el presente trabajo se obtuvieron valores desde 7.4 hasta 11. 0%,
de anormalidades esperméticas antes del tratamiento, se observo que el arsenato de

sodio produjo un incremento  significativo de espermatozoides anormales en el

tratamiento de un mes (tabla (9).

Cuando se aplica un tratamiento con algin compuesto quimico, durante un mes,
a ratones macho, se sabe que las células que se encuentran en la etapa de
espermatocitos y espermatidas son las que reciben el dafio y cuando el ratén es
sacrificado y se obtienen los espermatozoides en el epididimo, las alteraciones que se
encuentran en la morfologia del espermatozoide fueron producidas en el testiculo
cuando estaban en esas efapas (Marchettiy cols, 1997). Como se ve en los resultados, el
arsenato de sodio causo dafio a las células en esta etapa, esto coincide con los
reportes en los cuales mencionan que los espermatocitos son muy sensibles a las

sustancias toxicas y a factores fisicos (Amann, 1986).
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Bruce y Heddle en 1979, después de investigar la actividad de 61 agentes
quimicos, sugirieron que fas anormalidades morfoldgicas, en los espermatozoides de
ratdn, pueden ser causadas por alteraciones en el ADN testicular, (deleciones,
mutaciones puntuales o la combinacidn de ambas) lo cual altera el proceso de
diferenciacion de los espermatozoides (Odeigah, 1997). Aunque no existen reportes a este
respecto del efecto del arsénico y dado que se observd que el tratamiento con
arsenato de sodio produce dafio al ADN (resultados de electroforesis unicelular),
podemos suponer que el arsenato de sodio pudo afectar a este nivel, incrementando el

niimero de espermatozoides con malformaciones.

El que se administre constantemente una dosis de arsenato de sodio, abre la
posibilidad de que se produzcan otro tibo de alteraciones en el testiculo 6 en el
organismo a nivel fisiologico. En general existen dos mecanismos principales por los
cuales los quimicos pueden afectar indirectamente fa funcion de las células
espermaticas y la morfologia. En primer lugar puede producir efectos en el eje
hipotalamico-pituitaric o a nivel de hormonas sexuales, 1o cual puede afectar la
espermatogénesis. En segundo lugar, 1a exposicion puede modificar la composicién de
los fluidos seminales, dando como resultado alteraciones funcionales o estructurales de
los espermatozoides (Odeigan, 1997). Otro mecanismo por ef cual las sustancias pueden
afectar a las células germinales, es  produciendo dafio a las células de Sertoli (Amann,

1986). Aunque no existen antecedentes de estos efectos, con e! compuesto empleado

en este trabajo.
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Por otra parte con el tratamiento de dos meses, no se increment6 el porcentaje
de anormalidades espermdticas, esto muestra que las células germinales en etapa de
espermatogonia no son tan sensibles a las sustancias toxicas, como lo son los
espermatocitos y las espermdtidas. De manera indirecta esto concuerda con lo
reportado por Poma y cols, 1981, 1987 en donde mencionan que el arsénico

inorganico no induce aberraciones cromosémicas en espermatogonias de ratén.
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8. DISCUSION GENERAL

El empled de la técnica de electroforesis unicelular, en este trabajo, permitic
evaluar el efecto producido por el arsenato de sodio ,en las células de dos tejidos
diferentes: célufas sanguineas y células testiculares, en ambos tipos celulares el
tratamiento con arsenato de sodio, produjo un efecto genotdxico, el cual se manifestd

como un incremento en la migracidn del ADN y en el niimero de células con dafio.

Para analizar e! comportamiento de! dafio producido por una sola administracién
de arsenato de sodio (protocolo A y B) y después compararfa con muiltiples
aplicaciones, los valores se manejaron como un porcentaje de incremento, para esto,

el valor basal (antes del tratamiento) fue designado como 100%.

Al analizar los datos obtenidos, de la migracion del ADN para las células
sanguineas, en los dos protocolos (A y B), no se observd un comportamiento
constante, ya que se presentan incrementos y disminuciones, sin llegar a los valores
iniciales (antes del tratamiento o tiempo cero) {grafica 1). En los tiempos muestreados

en estos protocolos no se observd reparacion del dafio.

En el protocolo C (mdltiples aplicaciones), el dafio causado a las células
sanguineas ({migracion del ADN), siguié el mismo comportamiento que en los
protocolos A y B, sin llegar a los valores iniciales y sin aparente reparacion (tiempo
cero) (grafica 1). En este caso parece no haber diferencia en el dafio causado por una

6 por mdltiples aplicaciones de arsenato de sodio.
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Respecto al tejido testicular, fas célufas chicas y grandes presentaron un
comportamiento similar, dentro de cada uno de los protocolos, tanto en fa migracién
como en el nimero de células con dafio (grafica 1).  Sin embargo al comparar el
comportamiento que presentaron en el protocolo B y en C, existen diferencias, ya que
en el B se presenta un incremento y después una disminucion sin llegar al valor inicial, y

en protocolo C se da un incremento sin mostrar disminucién respecto al tiempo

evaluado aqui.

Se sabe que los drganos 6 tejidos dentro de un mismo organismo pueden tener
diferente sensibilidad, en este trabajo se observd que los dos tejidos analizados,
somatico y germinal, presentaron dario al ADN después de la aplicacién de arsenato de
sodio, aunque al observar la grafica (graﬁéa 1) se puede apreciar una diferencia en el
comportamiento de los tejidos, tal vez este reflejando diferente sensibilidad, la

comprobacion de este aspecto requiere de mayor trabajo y analisis.

El dafio al ADN en fas células germinales, concuerda con lo observado a través
de los parametros de reprotoxicidad: la disminucion en la movilidad espermatica, y las
alteraciones en la morfologia espermatica; aunque no representan el mismo tipo de

dafio, si confirma el dafio producido en las células germinales.

En este trabajo cada ratdn fue su propio testigo, lo que permitié comparar
individualmente, el daiio originado en un mismo organismo antes y después de la
aplicacion del arsenato de sodio, lo que también nos permitié observar las diferencias
individuales en fa respuesta a un mismo compuesto.
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.. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

El arsenato de sodio (NaxHAsO4) produjo dafio al ADN, del tejido testicular y de las
élulas sanguineas, lo cual estd indicando que la dosis de 10 mgfkg NaHAsO, es

jenotoxica en ambos tejidos.

- El incremento en el nimero de células con dafio, sin  incremento en la migracién del
ADN, en el protocolo A, nos permite postular que el arsenato de sodio posiblemente
produce entrecruzamientos en la cadena del ADN {crosslinking) tal como lo indican

algunos reportes con arsenito de sodio,
- Ademas el dafio al ADN producido por el arsenato de sodio no es reparable.

- Los datos obtenidos en las células germinales, permiten postular que, no existen
diferencias en la sensibilidad, entre las célula chicas y grandes, ya que presentaron &l
mismo comportamiento después del tratamiento con arsenato de sodio, tanto en la
migracién del ADN como en el nimero de células con dafio. Aunque, cabe aclarar, que
no se realizo una separacion de los distintos tipos celulares.

- Los resultados obtenidos dejan ver la variabilidad en la respuesta individual.

- La administracion de 10 mg/kg de arsenato de sodio, es reprotdxica pues disminuyd

la movilidad y alterd la morfologia espermatica.
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