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RESUMEN

El arsénico (As) es un metaloide con dos estados de oxidacion de importancia

. ingresa a la biosfera primariamente por formaciones

biologica As’ y As
geoldgicas, en poblaciones expuestas se ha asociado con un incremento en la
incidencia de cancer en higado, piel, pulmén y vejiga. El As inorganico (Asi) es
rapidamente absorbido hacia el torrente sanguineo y transportado primariamente al
higado en donde es metilado a dos derivados arsenicales, el acido monometilarsénico
(MMA), y el acido dimetilarsinico (DMA),los cuales junto con la especie no metilada
son excretados en la orina.

Estudios previos han mostrado la capacidad in vitro del metaloide de inducir en
células hepéticas un tipo de dafio genético que asocia a las citoqueratinas con de
ADN formando aductos ADN-Citoqueratinas (DPC) y sugieren que estos DPC
pueden ser empleados como biomarcadores de exposiciéon a carcinégenos en la
estimacion del riesgo.

En el presente trabajo nos propusimos determinar si el arsénico es capaz de inducir
aductos ADN-proteinas (DPC) in vivo en higados y rifiones de ratones de la cepa
BALB/c después de una exposicion subcrénica de 9 dias con dosis diarias de
arsenito de sodio a las siguientes concentraciones

(2.5,5.0 y 12.5 mg/Kg de peso), después del tratamiento se extrajeron los organos de
interés (higado y rifidn), se aislaron y lisaron los nicleos con soluciones de SDS y
KCl y se procedio a la precipitacion de los DPC segun la técnica descrita por
Zhitkovich y cols., 1992.

Los resultados indican que el Arsénico indujo la sintesis de DPC tanto en el higado
como en el rifion de los ratones y estas inducciones no son dependientes de las dosis

de arsénico, encontrandose el mayor porcentaje de DPC en la dosis intermedia del



tratamiento (5.0 mg As /Kg peso) donde hasta un 11% y un 6% del DNA total se
haya complejado con proteinas en el higado y rifién respectivamente, se observo
también un aumento significativo en la sintesis de Glutation reducido (GSH) en
ambos organos y el efecto es dependiente de las concentraciones evaluadas de
arsenito de sodio. El incremento en los niveles celulares de GSH nos sugiere la
puesta en marcha de los mecanismos de proteccion celular contra el dafio ocasionado

por la exposicién a arsénico.



CAPITULO I

INTRODUCCION

A pesar de los esfuerzos de concientizacion que realizan los organismos reguladores
del medio ambiente (EPA/WHO, 2001) y la sociedad civil, siguen siendo importantes
los niveles de los agentes toxicos que se encuentran dispersos contaminando el
ambiente. Algunos compuestos quimicos tanto orginicos como inorganicos, se
encuentran en forma natural y otros mds como resultado de la actividad
antropogénica y estos pueden ocasionar impactos adversos en la salud humana
(Mandal y cols., 2002; Rosen y cols., 2002).

En nuestro pais y en la mayoria de los paises industrializados, a pesar de los avances
en prevencion y tratamiento, el cancer es una de las dos principales causas de muerte.
Enfermedad compleja y con diversas manifestaciones, cuya causa ultima ain no se
conoce con exactitud.

El desarrollo de sistemas experimentales in vitro e in vivo nos permite determinar el
dafio, enfermedad e incluso el céancer que se asocia a la interaccion del agente

xenobidtico y el organismo humano.



GENOTOXICIDAD

El ADN- contiene toda la informacién que nos define como seres humanos y puede
ser susceptible a la accion de agentes toxicos, a los estudios de esta interaccion se les
denomina genotoxicidad, y pueden realizarse a poblaciones en riesgo o usar modelos
experimentales en donde se disefia un sistema para hacer patente  dicha
genotoxicidad.

El genoma de todos los organismos vivos es constantemente sujeto de dafio por una
serie de agentes quimicos y fisicos, generados dentro y fuera de la célula (Steeg y
cols., 2001).

Los agentes quimicos, a través de los hébitos personales (tabaco y alcohol), la dieta y
la exposicidn profesional, son responsables de la inmensa mayoria de los céanceres en
el mundo (Mandal y cols., 2002). Pueden ser iniciadores por su accién genotoxica
(bis-clorometil-eter BCME, cloruro de vinilo, o el benzopireno) o actuar como
promotores (dietilestilbestrol, los ésteres de forbol, los acidos biliares secundarios o
el etanol).

Los agentes quimicos reaccionan con proteinas celulares, ARN o ADN, y se piensa
que su interaccion con el ADN es fundamental en el inicio de la lesion celular.
Ejercen su accién mutagénica formando aductos con el ADN mediante enlaces
covalentes, y es posible que las interacciones con proteinas puedan tener un papel
modulador de los efectos sobre el ADN (Hoffman y cols., 1991). El dafio sobre los
acidos nucleicos determina la activacion de protooncogenes o la inactivacion de
genes supresores de tumor (Mandal y cols., 2002). La estructura quimica de estos
carcindgenos condiciona los cambios moleculares que producen. Es posible por tanto,
establecer asociaciones entre el tipo de lesion molecular y el carcinégeno que la
ocasiona (Vega y cols., 2001).

Cuando el dafio generado al DNA no es eficientemente reparado, puede derivarse una

serie de mutaciones Yy dependiendo del sitio especifico y del gen danado, las

11



mutaciones pueden producir cambios en los procesos metabolicos, muerte celular,
alteraciones cromosdmicas, proliferacion celular incontrolada y cancer (Steeg y cols.,

2001).

BIOMARCADORES

Los marcadores bioldgicos o biomarcadores son cambios medibles, ya sean estos
bioquimicos, fisioldgicos o morfoldgicos, que se asocian a la exposicion a un toxico
(Kopplinn ,2001).

Los indicadores bioldgicos se utilizan para detectar la presencia de agentes tdxicos en
un organismo, se clasifican como indicadores o marcadores de exposicion cuando
sirven para demostrar en cualquier tejido biolégico (sangre, orina, saliva etc.) su
presencia. Un marcador de efecto se refiere a datos bioloégicos que permiten
demostrar que el agente ha inducido un (efecto) cambio en el organismo, en su DNA,
en la bioquimica de sus células inhibiendo enzimas, o a nivel molecular, induciendo
la expresion de genes de estrés oxidativo (FIGURA 1). En el caso que un organismo
sea mas sensible que otros cuando se expone a un agente téxico (mujeres
embarazadas, nifios, ancianos etc.) entonces se pueden describir en €l marcadores de
susceptibilidad (Gonsebatt, 2003).

Estos sistemas de prueba miden la habilidad de una sustancia para producir un efecto

genotoxico cualitativo, de modo que éstos indican un probable riesgo para el hombre.



Los biomarcadores se utilizan para:

detectar la presencia de una exposicién

determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion

detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patoldogico
identificar a los individuos sensibles de una poblacion

fundamentar la decision de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental

En el disefio de una rutina de muestreo es necesario considerar lo siguiente:

especificidad y sensibilidad del biomarcador
dificultad del muestreo
cinética de la formacion del biomarcador y

estabilidad del biomarcador.

(Kopplin , 2001)



Tiempo

Exposicion Indicadores de exposicion

DOSif interna (Pb en sangre, As en orina)
Dosis biol6gicamente activa
Mecanismo de accién l
Efecto biolégico temprano —] Indicadores de efecto
Funcién biolédgica alterada (MN, DPC, ICH)

|

v Enfermedad

FIGURA 1: ;Qué ocurre cuando un organismo se expone a un agente téxico y

que tipo de biomarcador es mds util? (Gonsebatt, 2003)



INTERACCIONES ADN-PROTEINAS

Las interacciones ADN-Proteinas han sido implicadas en muchos aspectos en la
expresion de genes y la herencia (Stein y cols., 1979).

En el nucleo celular el material genético interacciona constantemente con proteinas ,
la union ADN-proteinas esta implicada en procesos de expresion génica, reparacion ,
replicacion , recombinacion, transcripcion y en mantener la organizacion estructural
del material genético (Minko y cols.,2001). Estas proteinas ejercen su funcidn
mediante interacciones no-covalentes con las moléculas de ADN, se colocan en el
sitio de accion, realizan el trabajo y al terminar se desplazan hacia otro lugar para
repetir el proceso (Costa y cols., 1993).

Las proteinas interactian con secuencias especificas de DNA  activando y
desactivando genes (Hunter y cols., 1992), y por regla general estas uniones de
proteina-DNA son reversibles (Neuer y cols., 1985). Existen evidencias de que
algunos agentes quimicos clasificados como carcindgenos pueden inducir que ciertas
proteinas reguladoras se unan por medio de enlaces covalentes al DNA formando
aductos ADN-Proteinas (DPC) (Costa y cols., 1993; Ramirez y cols., 2000; Voitkun
y cols., 1999), en ellos se combinan bases nitrogenadas o fosfatos del ADN con
residuos de aminoacidos de las proteinas como la cisteina, acido glutdmico, histidina,
treonina, tirosina y lisina. (Costa y cols., 1993; Rosen B. y cols., 2002).

La generacion de entrecruzamicntos entre el ADN y las proteinas con las que
interacciona (DPC) pueden producir interrupciones en las hebras de ADN,
originando deleciones importantes durante su sintesis y reparacion, lo que puede
ocasionar la inactivacion o pérdida de genes como los involucrados en la supresion de
tumores o en secuencias teloméricas cuya preservacion resulta esencial en el

mantenimiento de la integridad cromosomica (Ramirez y cols., 2000).
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Los DPC pueden interrumpir genes de expresion, lo cual puede llevar a aberraciones
durante la replicacion del material genético, ya que algunas lesiones no son

eficientemente reparadas (Costa y cols., 1993).

DPC COMO BIOMARCADORES DE DANO TEMPRANO AL ADN

Los DPC son un tipo de indicadores biologicos que resultan de la exposicion a una
variedad de agentes fisicos y quimicos carcinogénicos (Minko y cols., 2001).

Se ha observado un incremento dramdtico en los niveles de DPC después de la
exposicion a agentes como la luz UV (Shetlar y cols.,1980), radiacion ionizante
(Oleinick y cols.,1987), B-propiolactona (Nietert y cols.,1974), aldehidos (Voitkun
y cols.,, 1999; Conaway y cols.,1996), arsenito (Ramirez y cols.,2000),
nitrilotriacetato ferrico (Toyokuni y cols.,1995), cromatos (Miller y cols.,2001),
Niquel (Chakrabarti y cols.,2001), y otros, agentes terapéuticos como el cis-platino
(Millar y cols.,1991), bis-platino (Van Houten y cols.,1993), y neocarcinostatina
(Hashimoto y cols., 2001).

El significado biolégico de los  aductos ADN-Proteinas en términos de
carcinogenicidad, citotoxicidad y mutagenicidad estd poco estudiado a pesar de
existe un gran numero de agentes inductores de este tipo de aductos como primera
lesién genotoxica. Los aductos ADN-Proteinas son una de las lesiones primarias
inducidos en células ‘expuestas a Ni y Cr. El niquel induce aductos ADN-proteinas a
través de radicales de oxigeno (Patierno y Costa, 1985; Costa y cols., 1993).

La formacién de aductos ADN-Proteinas se han detectado en concentraciones no
citotoxicas o carcinogénicas de formaldehido y representa uno de los efectos
genotoxicos tempranos en tejidos blanco en donde la concentracion de formaldehido

es proporcional a la induccién de estos aductos y existe una correlacién entre ambos
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parametros y la incidencia de tumores en esos tejidos por los que se sugiere a la
formacion de aductos ADN-Proteinas como un marcador biolégico de la evaluacion
de riesgo al cancer inducido por formaldehido (Casanova y cols., 1991; Casanova y
cols., 1994).

La induccién de aductos ADN-Proteinas por exposicion a diversos agentes
carcindgenos (entre los que se encuentran los arsenicales) ha sido propuesto como un
indicador de dafio temprano al ADN (Ramirez y cols., 2000; Costa y cols., 1997;
Costa y cols., 1993).



CAPITULO NI

GENERALIDADES DEL ARSENICO

El arsénico (As) inorgdnico es considerado como un agente potencialmente
carcinégeno para el hombre (NRC, 1999; IARC, 1987). En poblaciones expuestas el
As es asociado a tumores de higado, piel, pulmén y vejiga (Goering y cols., 1999;
NRC, 1999;Kitchin y cols.,2001;Basu y cols .,2001; Ahmad y cols.,2002).

El As se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, tanto en el aire como en
el agua, en su forma metaloide o formando parte de diversos compuestos quimicos
(Mandal y cols., 2002).Es un elemento ubicuo. Pertenece al grupo VA de la tabla
periddica su nimero atémico es 33 y su masa atdmica es 74.9 se considera elemento
de transicién o metaloide.

El As puede existir como As™, As", As’, As'*, As™, y As®, los tltimos dos estados
de oxidacién son los de mayor interés toxicologico (Rosen y cols., 2002 ; Kitchin y
cols.,2002).

El As entra a la atmoésfera primariamente por formaciones geolégicas ( Rosen vy
cols., 1999) , se ha reportado que la concentracién de As en la tierra se incrementa a
profundidades menores de 22m y decrece a profundidades mayores de 22m ,
incidentes por contaminacion del As en el agua han sido reportados en Taiwan,
México, Chile, Argentina , Tailandia, Bangladesh e India, otros casos de toxicidad
cronica por arsénico en menor cantidad han ocurrido en Polonia, USA, Canada,
Hungria y Japén ( WHO, 2001).

Segun la WHO, los niveles permitidos de As en agua son de 0.01mg/L y el maximo
permisible es 0.05mg/L. (Basu y cols., 2001).

El As es también un contaminante industrial, el trioxido de arsénico se usa en la

manufactura de vidrio, diversos compuestos de arsénico son usados como



semiconductores, pesticidas, preservadores de madera, empleados en la manufactura
de azicar y liberados en procesos de combustion de fosiles, de incineracion, etc.
(Nriagu y cols., 1990; Rosen y cols., 2002).

La mayoria de los humanos estan expuestos crénicamente a bajas concentraciones de
As, principalmente por la ingestion continua de comida y agua contaminada con este
metaloide y sus derivados y algunos mds por la inhalaciéon de As el aire del
ambiente. Las manifestaciones clinicas por envenenamiento cronico con As son
muchas, las méas comunes incluyen lesiones en piel, melanosis, conjuntivitis,
queratosis, hiperqueratosis, casos de gangrena y neoplasias malignas en diversas
partes del cuerpo (Guha- Mazumder y cols., 2001; Yeh y cols., 1968; Tsen y cols.,
1977).

Transporte y distribucién en el medio ambiente

El arsénico se libera en la atmdsfera mediante procesos de alta temperatura, como los
de las centrales eléctricas alimentadas con carbon, la combustion de vegetacion y los
volcanes. El proceso natural de biometilacion y reducciéon a arsinas a baja
temperatura también libera arsénico en la atmoésfera. La mayor parte del arsénico se
libera en la atmodsfera como As,0s3;, y se mantiene sobre todo adsorbido sobre la
materia particulada. El viento dispersa estas particulas, que vuelven a la tierra
mediante deposicion himeda o seca. Las arsinas que se liberan de fuentes
microbianas en el suelo o los sedimentos se oxidan en el aire, reconvirtiendo el
arsénico en formas no volatiles que vuelven a la tierra. Entre las formas de arsénico
disueltas en la columna de agua figuran el arseniato, el arsenito, el acido
metilarsonico y el acido dimetilarsinico. En aguas y sedimentos bien oxigenados, casi
todo el arsénico presente se encuentra en estado pentavalente, termodinamicamente

mas estable (arseniato). Algunas especies de arsenito y arseniato pueden intercambiar
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el estado de oxidacion en funcion del potencial de oxidacion-reduccion, el pH y los
procesos biologicos, otras especies del arsenito tienen afinidad por las superficies con
minerales de la arcilla y la materia organica y esto puede afectar su comportamiento
en el medio ambiente. Es posible la emision de arsénico cuando se producen
fluctuaciones en el potencial de oxidacion-reduccion, el pH, la concentracion de
arsénico soluble y el contenido organico de los sedimentos. La erosion del viento o el
agua puede transportar rocas y suelo meteorizados. Muchos compuestos de arsénico
tienden a adsorberse en el suelo, y con la lixiviacion suelen recorrer distancias cortas

en este medio (IPCS, 2003)
Niveles en el ambiente y exposicion humana

Las concentraciones medias de arsénico total en el aire de zonas rurales oscilan entre
0,02 y 4 ng/m’, las concentraciones medias de arsénico total en las zonas urbanas
oscilan entre 3 y unos 200 ng/m3; se han medido concentraciones mucho mas altas
(> 1000 ng/m’) en las proximidades de fuentes industriales, aunque en algunas zonas
estan disminuyendo gracias a las medidas de reduccion de la contaminacién. Las
concentraciones de arsénico en alta mar suelen ser de 1-2 pg/litro. El arsénico esta
ampliamente distribuido en el agua dulce superficial, siendo normalmente las
concentraciones en rios y lagos inferiores a 10 pg/litro, aunque en muestras aisladas
se puedan alcanzar hasta 5 mg/litro cerca de fuentes antropogénicas. Los niveles de
arsénico en el agua freatica son como promedio de alrededor de 1-2 pg/litro, excepto
en las zonas con rocas volcénicas y depdsitos de minerales de sulfuro, donde los
niveles de arsénico pueden llegar a 3 mg/litro. Las concentraciones medias de
arsénico en los sedimentos oscilan entre 5 y 3000 mg/kg, correspondiendo los niveles
mas altos a zonas contaminadas. La concentracion de fondo en el suelo varia de
| a40 mg/kg, con valores medios frecuentes de alrededor de 5 mg/kg. Las

concentraciones naturales elevadas de arsénico pueden estar asociadas con
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determinados sustratos geologicos, tales como las menas de sulfuro. Los suelos
contaminados por actividades humanas pueden tener concentraciones de arsénico de

hasta varios gramos por 100 ml.

Los organismos marinos suelen contener residuos de arsénico que oscilan entre < 1 y
mas de 100 mg/kg, predominantemente en forma de especies de arsénico organicas,
como arsenoazucares (macroalgas) y arsenobetaina (invertebrados y peces). En los
organismos acuaticos se produce una bioacumulaciéon de compuestos de arsénico
organicos, tras su biogénesis a partir de las formas inorganicas. Los factores de
bioconcentracion para los compuestos de arsénico son mds bajos en los invertebrados
y los peces de agua dulce que en los organismos marinos. No se ha observado
bioamplificacién en las cadenas alimentarias acuaticas. Las concentraciones de fondo
de arsénico en la biota de agua dulce y terrestre son normalmente inferiores a
1 mg/kg (peso fresco). Las plantas terrestres pueden acumular arsénico por absorcion
radicular del suelo o mediante la adsorcién del arsénico que deposita el aire en las
hojas. Las concentraciones de arsénico son mas elevadas en las muestras de biota
recogidas en fuentes antropogénicas o en zonas con actividad geotérmica. Algunas
especies acumulan niveles importantes, con concentraciones medias de hasta

3000 mg/kg en zonas con minas arsenicales.

La exposicion humana no ocupacional al arsénico en el medio ambiente se produce
fundamentalmente a través de la ingestion de alimentos y de agua. De éstos, suelen
ser los alimentos los que mas contribuyen a la ingesta diaria de arsénico total. En
algunas zonas, el arsénico que contiene el agua de bebida es una fuente importante de
exposicion al arsénico inorganico. En estos casos, el agua de bebida es con frecuencia
lo que mas contribuye a la ingesta de arsénico diaria. Los suelos contaminados, por
ejemplo con desechos de minas, son también una fuente potencial de exposicion al

arsénico. La ingesta diaria de arsénico total a partir de los alimentos y las bebidas
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oscila generalmente entre 20 y 300 pg/dia. Los limitados datos disponibles indican
que alrededor del 25% del arsénico presente en los alimentos es inorganico, pero esto
depende sobre todo del tipo de alimentos ingeridos. Los niveles de arsénico
inorganico en los peces y los mariscos son bajos (< 1%). Productos alimenticios
como la carne, los productos lacteos y los cereales tienen niveles mas elevados de
arsénico inorganico. De la exposicién pulmonar pueden proceder hasta alrededor de
10 pg/dia en un fumador y en torno a 1 pg/dia en una persona no fumadora, siendo
mas elevados los valores en las zonas contaminadas. La concentracion de metabolitos
de arsénico inorganico en la orina (arsénico inorgéanico, dcido metilarsénico y acido
dimetilarsénico) refleja la dosis absorbida de arsénico inorganico con caracter
individual. En general, oscila entre 5 y 20 pg de arsénico/litro, pero puede incluso

superar los 1000 pg/litro.

En lugares de trabajo con practicas de higiene ocupacional actualizadas, la exposicién
generalmente no supera los 10 pg/m’ (promedio ponderado por el tiempo de ocho
horas). Sin embargo, en algunos lugares se han notificado concentraciones de
arsénico atmosférico en los recintos de trabajo de hasta varios mg por metro cubico

(IPCS, 2003).



Fuentes contaminantes de Arsénico

Dadas las variadas fuentes de arsénico, tanto naturales como antropogénicas, no
resulta extrafio que los vegetales y animales lo capten y que llegue al hombre a través

de los alimentos y agua contaminada (Mandal y cols., 2002; Rosen y cols., 2002).

Fuentes naturales

El arsénico estd presente en mas de 200 especies minerales, de las cuales la mas
comin es la arsenopirita. Se ha estimado que alrededor de un tercio del flujo
atmosférico de arsénico es de origen natural (TABLA A). La actividad volcéanica es
la fuente natural mas importante de arsénico, seguida de la volatilizacion a baja
temperatura. En el agua freatica utilizada como agua de bebida en varias partes del
mundo, por ejemplo en Bangladesh (Basu y cols., 2001) hay arsénico inorgénico de
origen geoldgico. Los compuestos orginicos de arsénico, por ejemplo la
arsenobetaina, la arsenocolina, las sales de tetrametilarsonio, los arsenoaziicares y los
lipidos con arsénico se encuentran fundamentalmente en organismos marinos, aunque
también se han detectado algunos de estos compuestos en especies terrestres

(IPCS,2003).



TABLA A: Fuentes Naturales de exposicion al Arsénico y sus derivados

Fuente:

_S_tielo, Rocas

Agua, sales

vegetales

Tejidos Animales (mariscos

Higado de cerdo)

Formas principales del Arsénico encontradas en la Naturaleza (generalmente

Pentavalente).

Compuesto| Formula

Arsenolita | AssOg

Rejalgar As,S,

Oropimento | As2S;
Mispickel |AsFeS
Cobaltita |AsCoS

Arseniuros |AsCo,
As3Fy
AsNi

AsNiS

(Basu Y cols., 2001)



Fuentes antropogénicas

El arsénico elemental se obtiene por reaccion del trioxido de arsénico (As;O3) con
carbon vegetal. El As;O; es un subproducto de las operaciones de fundicién de
metales. Se ha estimado que el 70% de la produccién mundial de arsénico se utiliza
en el tratamiento de la madera como arseniato de cobre y cromo, el 22% en productos
quimicos de uso agricola y el resto en la obtencién de vidrio, productos farmacéuticos
y aleaciones no ferrosas (IPCS, 2003).La mayor parte del arsénico que existe en el
agua y en el ambiente proviene de la actividad humana (TABLA B). Estas sustancias
pasan al ambiente durante su empleo como insecticidas o herbicidas, en cultivos tan
variados como la vid, el algodén verduras, tomates, café, cocoa, etc. También se
emplean como esterilizantes del suelo, como preservadores de maderas o como
antiparasitarios para ovejas y cabras. El arsénico metalico se usa en aleaciones de
plomo y cobre y en la fabricacion de semiconductores. Debido a su frecuente
presencia en los minerales, no es de extrafiar que se produzcan descargas intensas de
arsénico al ambiente a partir de los gases de chimeneas y liquidos de descarga
industrial provenientes de fundiciones de minerales, especialmente los no ferrosos,

tales como cobre, estaiio y cobalto, entre otros (Mandal y cols.,2002).
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TABLA B: Fuentes Antropogénicas de exposicién al As y sus derivados

Forma (generalmente

Fuente Antropogénica

Pentavalente)
As;O5 Preparacion de arseniatos que se usan como defoliantes;
Plaguicidas, preservadores de madera.

As;0, Insecticida en vifiedos,bafios para cabras y ovejas( funjicida),
esterilizante de suelos; decoloracion de vidrios

Arsenicales Terapéutica humana y veterinaria

Orgénicos

As Subproducto de fundicion de metales aleaciones con Pb y Cu

(Mandal y cols., 2002)
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Exposicion a Arsénico

Vias de entrada
Como se sabe, cuanto mas liposoluble sea un compuesto, mas facilmente penetrara
las distintas membranas bioldgicas. Desde este punto de vista, los arsenicales
organicos como la lewisita(de naturaleza idnica) y los fenilarsenéxidos, que son
liposolubles, penetran rapidamente, en cambio, los arsenicales inorganicos, lo hacen
con mayor dificultad (WHO,2001).No obstante, se absorben por inhalacidn,

ingestion y en cierta proporcion, a través de la piel (TABLA C).

TABLA C: Absorcion de Arsénico

Via de entrada | Exposicion |Absorcién

Pulmonar Ocupacional | 50%

Gastrointestinal | Ambiental | Variable

Cutanea Ocupacional | Poca

(Weste y cols., 1993)



Distribucién

La distribucion del arsénico depende de la perfusion sanguinea, el volumen tisular,
coeficiente de difusion, caracteristicas membranales y afinidad tisular (Mandal y
cols., 2002).

Una vez absorbidos, el arsénico o sus derivados se distribuyen entre los distintos
compartimentos corporales. El modo de distribuirse es importante en relacién a los
efectos y depende del compuesto, de la especie y del tiempo después de la
administracion o la incorporacion en que se efectiia la medida de la distribucion.

Esto ultimo se debe a que, a tiempos cortos, los valores reflejan las distintas
velocidades de irrigacién de los diferentes 6rganos, en tanto que a tiempos mas
largos, reflejan principalmente las distintas permeabilidades titulares y la capacidad
de cada o6rgano de interactuar con el arsénico. Esta interacciéon se verifica
fundamentalmente, en la fraccion proteica del tejido en cuestion y se cree que ocurre
con los grupos sulfhidrilo.

En el organismo humano, el arsénico se concentra en los leucocitos y se acumula
fundamentalmente en higado, rifién, pelo, dientes, ufias y piel (Marafante y cols.,

1982).

Biotransformacién

El arsénico inorganico que ingresa al cuerpo por ingestion es rapidamente absorbido
hacia el torrente sanguineo y transportado principalmente al higado. En este 6rgano,
parte del arsénico inorgénico es metabolizado por una secuencia de procesos que
involucran 2 electrones para la reduccion de As pentavalente a As trivalente, seguida
de la metilacion oxidativa a dos derivados arsenicales metilados, el acido
monometilarsénico (MMA) y el acido dimetilarsénico (DMA) (FIGURA 2), los
cudles junto con la especie no metilada de arsénico son excretadas en la orina (Moore

y cols., 1997; Sordo y cols., 2001). La metilacién de arsénico es considerado un
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mecanismo de detoxificacion (Ahmad y cols.,2002), cabe mencionar que algunos
estudios demuestran que los metabolitos metilados del As son mas citotéxicos y
genotoxicos que el arsénico inorganico(Brown y cols.,1997; Ahmad 'y cols.,1999
;Petrick y cols.,2000 ;Mass y cols.,2001)..

En mamiferos el As es metabolizado a las especies mono y dimetiladas por enzimas
metiltransferasas, para estas reacciones se requiere S-adenosyl-metionina (SAM)
como cofactor, la diversidad de especies y en el mecanismo de la metiltransferasa
explica la amplia variabilidad en la sensibilidad a la toxicidad al arsénico entre
animales y el hombre ( Le y cols., 2000).

Estudios in vitro han mostrado que el glutation (GSH) es requerido para la reduccién
de arseniato a arsenito (Buchet y cols., 1985).

Se sabe que en algunos procesos biologicos, el arseniato puede tomar el lugar de
fosfato y competir con éste debido a su similitud con él. Por ejemplo en la
formacion de ATP, el arseniato parece reemplazar a los fosfatos en los ésteres para
dar arsenal-ADP, el cual es inestable y se degrada (Aposhian y cols., 1989; Mandal y
cols., 2002).

También hay una interaccion competitiva del arseniato con el fosfato en la absorcion
tubular. Se ha postulado que el arsénico podria sustituir erroneamente al fésforo
durante la sintesis de acidos nucleicos y causar, de este modo uniones débiles en el

ADN.
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FIGURA 2: Biotransformaciéon del Arsénico
(Fig.Modificada de: Groering y cols., 1999; Kitchin y cols., 2001)
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Destoxificacion bioquimica del Arsénico

Todos los organismos vivos tienen un sistema de detoxificacion del arsénico,
Dentro de los mas estudiados encontramos:

a) Conversién de As” a arsenato por medio de transportadores de fosfato

b) Reduccion de As” a As "™ por arsenato reductasas

¢) Mecanismo de secuestro de As"

(Rosen y cols., 2002).

Se cree que aunque un mecanismo en la biotransformacidn del arsénico como lo es la
metilacion puede en ocasiones incrementar su toxicidad, se apoya mas el hecho de
que sea un camino para su destoxificacién (Rosen y cols., 2002).

El procariote E.Coli y el eucariote Sacharomyces cerevisiae tienen dos
transportadores de fosfato, Pit y Pst (Rosenberg ,1977; Styblo ,2002). Existen
experimentos realizados por (Willsky y cols., 1980) que sugieren que en ambos tipos
de células estos transportadores de fosfato tienen una participaciéon activa en el
proceso de destoxificacion del As (Bun-Ya y cols., 1996; Yompakdee y cols., 1996).
De esto podria asumirse que el arsenato tiene un mecanismo similar en los

mamiferos, pero esto no ha sido atin demostrado (Rosen y cols., 2002).
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Vias de eliminacion

El arsénico y sus compuestos difieren bastante entre si en cuanto a las velocidades y
las vias de excrecion (FIGURA 3).

La eliminacién del arsénico inorganico puede depender de su valencia, sobre todo
cuando se trata de dosis elevadas. Los estudios en animales de laboratorio indican
que la administracion de arsénico inorgénico trivalente, como el As,Oj; y el arsenito,
produce inicialmente en la mayoria de los tejidos niveles mas altos que la
administracion de arsénico pentavalente. Sin embargo, la forma trivalente se metila
en mayor medida, dando lugar a una excrecion prolongada semejante. Los
compuestos oOrganoarsenicales ingeridos, como los dcidos metilarsénico y
dimetilarsinico y la arsenobetaina, se metabolizan mucho menos y se eliminan con
mayor rapidez en la orina que el arsénico inorgénico, tanto en animales de laboratorio
como en el ser humano (IPCS, 2003).

Por ejemplo, los arsenicales pentavalentes se excretan rapidamente por el rifion, lo
cual se debe a que interactian poco con los tejidos. En cambio, los trivalentes se
excretan mas lentamente, lo cual es posible en la medida en que el compuesto se

libera de forma combinada en que se encuentra en los tejidos (Mandal y cols., 2002).
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FIGURA 3: Las rutas posibles que sigue un téxico como el Arsénico en el

organismo (Kopplin, 2001)
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Biomarcadores de exposicion a Arsenicales

Los niveles de arsénico o de sus metabolitos en la sangre, el pelo, las ufias y la orina
se utilizan como biomarcadores de la exposicion al arsénico. El arsénico en sangre es
un biomarcador util solamente en el caso de intoxicacion aguda por arsénico o de
exposicion cronica estable elevada. El arsénico se elimina de la sangre con rapidez y
la especiacion de su forma quimica en la sangre es dificil. Su presencia en el pelo y
las ufias puede ser un indicador de una exposicion anterior al arsénico, siempre que se
tenga la precaucion de impedir la contaminaciéon de las muestras con arsénico
externo. El arsénico en el pelo se puede utilizar también para estimar el periodo de
tiempo relativo desde una exposicion aguda. La especiacién de los metabolitos en la
orina expresados como arsénico inorganico o bien como la suma de los metabolitos
(arsénico inorganico + acido metilarsonico + 4cido dimetilarsinico) proporciona la
mejor estimacion cuantitativa de la dosis de arsénico absorbida recientemente. Sin
embargo, el consumo de ciertos alimentos marinos, principalmente algas y algunos
bivalvos, puede confundir en la estimacion de la exposicion al arsénico inorgénico,
debido al metabolismo de los arsenoazicares para dar lugar a 4cido dimetilarsinico en
el organismo o a la presencia de acido dimetilarsinico en los alimentos marinos.
Dichos alimentos deberian evitarse durante dos o tres dias antes del muestreo de la
orina para vigilar la exposicion al arsénico inorgdnico. Hay diversas técnicas
instrumentales para la determinacion del arsénico. Entre ellas figuran Ia
espectrometria de absorcion atomica (AAS), la espectrometria de fluorescencia
atomica (AFS), la espectrometria electronica de Auger de plasma con acoplamiento
inductivo (ICP-AES), la espectrometria de masas de plasma con acoplamiento
inductivo (ICP-MS) y la voltametria. Algunas de éstas (por ejemplo, la
espectrometria de masas de plasma con acoplamiento inductivo) pueden servir como

detectores especificos del elemento cuando se combinan con técnicas de separacion
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cromatogréficas (por ejemplo, la cromatografia liquida de alto rendimiento y la
cromatografia de gases). Estos métodos que combinan la cromatografia con la
espectrometria se utilizan para determinar especies concretas de arsénico. Con
frecuencia se puede conseguir una mayor sensibilidad para una serie limitada de
compuestos de arsénico mediante el uso de técnicas de generacion de hidruros. En
Bangladesh se estd utilizando actualmente un estuche de pruebas basado en la
reaccion coloreada de la arsina con el bromuro mercurico para el andlisis de las aguas
fredticas, con un limite de deteccion de 50-100 pg/litro en las condiciones que se

encuentran sobre el terreno (IPCS, 2003).

Carcinogénesis

En cuanto a estos efectos, lo primero que llama la atencidon es que los estudios
epidemiologicos en humanos y los estudios experimentales en modelos de
laboratorio. son contradictorios entre si, ya que mientras los efectos carcinogénicos
en humanos son nitidos (TABLA D) (Morales y cols.,2000; WHO,1992) . en
animales la mayor parte de los estudios son negativos (Wang y cols., 2002;
NRC,1999).

Aunque los resultados epidemioldgicos de humanos expuestos a arsenicales en areas
endémicas o por exposicion ocupacional son suficientes para demostrar los efectos
carcinogénicos del arsénico y sus metabolitos donde han sido ampliamente asociados
con cancer de piel, pulmén, rinén y vejiga (IARC, 1987; IPCS/WHO.2001;
Rossman y cols.,2001; Kitchin y cols.,2001), y que existan diversas teorias para
explicar los principales eventos que suceden

en la exposicion de As para la generacion de un cancer (FIGURA 4).

los mecanismos involucrados en la formacion de neoplasias por el As en contraste

con otros carcindgenos humanos no se conoce bien. esto se debe en parte a que el

lad
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metaloide no induce mutaciones en células bacterianas o en células de animales
(Rossman y cols.,1980), aunado a esto existe una falta de predictividad en modelos
experimentales para este agente, probablemente por las diferencias metabdlicas entre
especies y la marcada variacion Inter-Individual en el metabolismo del arsénico
(Vahter y cols.,1999;Vahter y cols.,2002).

Para entender la carcinogénesis del arsénico, se han realizado experimentos en varias
especies animales entre las mas estudiadas encontramos ratones, ratas, hamters y
primates etc. (Wang y cols., 2002). , sin embargo auin se desconoce la respuesta
exacta a esa pregunta,

Respecto al mecanismo de accion hay quienes creen que el arsénico podria suprimir
los factores de resistencia en el huésped y asi facilitar la supervivencia de tumores
espontaneos, otros mas plantean que es un carcindgeno débil, como lo sugiere el
largo periodo de latencia y la alta concentracién de As necesaria para desarrollar los

tumores en humanos. (Groering y cols., 1999).
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TABLA D: Correlacién entre exposicion a arsénico y cancer humano

Fuente

Tipo de Cancer

Contaminacion del agua de consumo

Piel, Pulmon,

Gastrointestinal

Pacientes Tratados con solucion de Fowler

Piel

Empleados de fabricas de bafios antiparasitarios de

ovejas y cabras

Piel y pulmon

-

Trabajadores de minas y fundiciones de metales

Pulmoén

Usuarios de insecticidas arsenicales

Piel. Pulmon e higado

Fundidores de Cobre

Colon y Nariz

(Morales y cols., 2000)
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FIGURA 4: Mecanismo de accion de la Carcinogenesis del Arsénico

(Groering y cols., 1999)
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El arsénico inorganico (arsenito y arsenato) es un agente co-mutagénico con diversos
agentes quimicos (Wiencke and Yager, 1991) y con radiaciones electromagnéticas
(Jha y cols., 1992) en células humanas, donde la frecuencia de entrecruzamientos
ADN-proteinas y de aberraciones cromosomicas se ven potencializadas después de la
exposicion a arsenito de sodio (Hughes y cols., 2002).

En un estudio realizado en células ovaricas de hamster chino administradas con
arsénico y expuestas a radiaciones UV, se demostré un incremento sinérgico en la
induccién de aberraciones cromosoémicas y en la mutaciéon del locus HPRT (Lee y
cols., 1985; Okui and Fujiwara, 1986; Liy cols., 1991).

Se ha encontrado también que concentraciones bajas de arsenito de sodio
(carcindégeno ambiental no-mutagénico) puede tener un efecto sinérgico en la
mutagenicidad de otros agentes como los alquilantes y las radiaciones UV y este
efecto co-mutagénico parece resultar de la inhibicion de la reparacion del DNA por

arsénico (Rossman y cols., 2001).

Alteraciones moleculares asociadas a la exposicién de As
Dentro de las teorias mas aceptadas del (los) posible (s) modo (s) de accion de
carcinogénesis del Arsénico tenemos las siguientes:

A) Aberraciones cromosomicas

B) Estrés oxidativo
C) Alteraciones en la reparacion del DNA
D) Alteracion en los patrones de metilacion del DNA
E) Alteracion en los Factores de Crecimiento
F) Induccion de la proliferacion celular
G) Transformacion celular
H) Promocion/Progresion de Cancer

I) Amplificacion de Genes
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J) Supresion de p53
(Kitchin y cols; 2001).

Aberraciones Cromé6somicas

Historicamente se ha tenido la idea de que el As es un carcinégeno “No-
Genotoxico”, esta creencia esta siendo sepultada por los recientes trabajos que
demuestran una fuerte actividad bioldgica y genotdxica de los metilados trivalentes
del arsénico (Kitchi y cols., 2003).

El arsénico es reconocido generalmente como un carcinégeno no mutagénico, por
que el arsenito de sodio induce dafio al DNA solo a altas concentraciones.

En un estudio se demostré que concentraciones alrededor de 0.2Mm de Arsénico
puede inducir dafio al DNA ,cambios cromosémicos, estructurales y numéricos
transformacion celular y el desarrollo de cancer en células de humano y en células
ovaricas de hamster chino (Tsu-Shing Wang y cols.,2001; Basu y cols., 2001).

El arsénico y sus metabolitos pueden inducir dafio al DNA en multiples pruebas y
ensayos in vitro (Basu y cols., 2001). Algunos reportes indican que el Arsénico
promueve el dafio genético en gran manera por la inhibicién de la sintesis del DNA
(Rossman y cols., 2002) y el retardo de la replicaciéon del DNA (Shannon y cols.,
1989 ;Bencko y cols.,1988).

El arsenito  induce entrecruzamientos DNA-Proteinas v la expresiéon de
citoqueratinas en células hepaticas humanas WRL-68 (Ramirez y cols.. 2000).

En los ensayos de exposicién a arsénico se han observado aberraciones
cromosomicas (AC), intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y formacion de
micronucleos (MN) in vitro e in vive en células humanas y de roedores

(Kitchin y cols., 2001; Gurr y cols.. 1998: Biggs y cols.. 1997: Liu y cols., 1997,
NRC, 1999).

41



Por otro lado se demostré que los niveles de MN pueden disminuir al remplazar el
agua de bebida por otra que contenga concentraciones minimas de As (Moore,‘
1997).

En los linfocitos periféricos de personas consumidoras de agua contaminada con
400ug/L de arsénico se ha observado un aumento en la frecuencia de alteraciones
cromosdmicas (Beckman y cols., 1977; Nordenson y cols., 1978, Petres y cols.,
1977). También se encontré un aumento en la frecuencia de (MN) en células
exfoliativas uroteliales (Warner y cols., 1994) y en células exfoliativas epiteliales de
vejiga y cavidad oral (Gonsebatt y cols., 1997), de humanos expuestos a altos niveles
de As en el agua de bebida.

Ensayos de citogenicidad en ratones demuestran también la presencia de
aneuploidias y arresto mitotico causado por diversos arsenicales, se sugiere que el
arsénico causa endoreduplicacién por inhibicién en la actividad de la proteina
fosfatasa e hiperdiploidia por la disrupcion de la funcién del microtubulo (Bernstam
y cols., 2000; Eguchi y cols., 1997).

Los arsenicales son altamente clastégenos (Kitchin y cols., 2001), experimentos
realizados por Barrett (1989) indican que el arsénico trivalente es un agente
clastogenico mas potente que la forma pentavalente.

Li y Rossman (1989) sugieren que la clastogenicidad del arsénico ocurre por la alta
afinidad del arsénico por los grupos sulfhidricos y la interaccion del As con la
proteina tubulina.

Se ha propuesto que la carcinogénesis ocurre subsecuentemente al efecto
clastogénico inducido por el arsénico, pero a pesar de los esfuerzos realizados la
relacion entre la demostrada clastogenicidad del As y la generacién del cancer

todavia no ha sido descubierta (Kitchin y cols., 2001).



Estrés Oxidativo
Estudios epidemiolégicos indican que el arsénico es un carcinégeno humano, que
puede tener mas de un mecanismo para producir el efecto carcinogénico (Kitchin y
cols., 2003).

El arsénico interviene en las sefializaciones celulares, induce stress oxidativo, con
dafio al DNA que alteran la transcripcion del material genético con una cascada de
eventos adversos, como son su proliferacién celular incontrolada, desregulacion de la
apoptosis (Hossain y cols., 2000; Chen y cols., 1998) y la inhibicion de la reparacion
del DNA ( Hughes y cols., 2002).

Varios mecanismos han sido propuestos en la dilucidaciéon del fendmeno de
carcinogénesis inducida por As, muchos de ellos asocian el dafio encontrado con la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La presencia de estas en el
metabolismo del As se ha relacionado con la induccion de un tipo de aducto entre el
ADN vy algunas proteinas (DPC) en células humanas y de ratén asi como en la
activaciébn o inactivaciéon de factores de transcripcion que promueven la
carcinogénesis (Yamanaka y cols., 1993.)

Las especies ROS han sido detectados en cultivos hibridos de células humano-
hamster a los 5 minutos después de la exposicion a arsénico de sodio (Liu y
cols.,2001).

Existen evidencias que indican que el arsénico induce estrés oxidativo

In vitro e in vivo y las especies reactivas generadas pueden reaccionar con
constitﬁyentes celulares, alterar el estado redox de las células y presentar un estado
de toxicidad celular (Kitchin v cols., 2003; Keyse y Tyrell, 1989; Brown v Rush,

1984)

El arsenito de sodio eleva los niveles de super oxido en células humanas de musculo

liso, causando dafio oxidativo al DNA (Lynn y cols., 2000). El dafio al DNA ocurre



como resultado del incremento de la produccion de oxido nitrico (Tsu-Shing Wang y
cols., 2001; Liu y cols., 1998).

Para investigar el papel de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno en la
induccion de ODA y DPC, se realizaron experimentos en dos lineas celulares, NB4
y HL60, los resultados revelan que existe una disminucién en la inducciéon de ODA y
DPC cuando se adicionan a los medios de cultivo inhibidores de oxido nitrico
sintetiza y superoxido dismutasa, lo cual sugiere que el oxido nitrico esta
participando en la induccion por Arsénico de ODA y DPC(Hughes y cols.,2002 ;
Tsu-Shig Wang y cols.,2001).

También se ha observado que el estrés oxidativo ocasionado por el As en cultivos de
células neuronales es revertido por antioxidantes como la vitamina C, E y el 4cido
dimercaptosuccinico (DMSA), indicando que existe una posible proteccion de estos
agentes antioxidantes ante la toxicidad del As (Chattopadhyay y cols., 2002)

El As inorganico induce la sintesis de varias proteinas incluidas las de estrés, la hemo
oxigenasa, las queratinas CK-18, la metalotioneina, la actina, la tubulina y el gen de
resistencia multiple a antibidticos MDR1 (Albores y cols.,1992)

El arsénico como agente inductor de estrés oxidativo en el higado, presenta una
capacidad variable en la expresion de proteinas de choque térmico (hsp70 y hsp90
principalmente), de moléculas sefializadoras como el factor nuclear kappa-B (NF-
kB), el factor de necrosis tumoral (TNF) y la ciclooxigenasa (Cox-2); entre otras
moléculas asociadas con procesos de inflamacién vascular y de proliferacién celular
(Del Razo ,2001).

Los arsenicales trivalentes organicos inhiben la GSH reductasa (Styblo y cols., 1997)
y la tioreduxin reductasa (Lin y cols., 1999), y de la inhibicién de estas enzimas
puede resultar un deterioro en la habilidad de las células en la proteccion ante agentes
oxidantes. La expresion de genes puede verse también afectada por la disminucion en

los niveles de tioreduxin, va que esta proteina tiene un papel importante en regular la
yaq g
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union de factores de transcripcién al DNA (Arrigo y cols., 1999, Powis y cols.,

2000).

Alteracion en los procesos de reparacion del DNA

Se sabe que el arsénico se une a los grupos sulfidrilicos activos por medio de uniones
covalentes inhibiendo la actividad de mas de 200 enzimas (Abernathy y cols., 1999).
Esto puede ocasionar cambios en el sistema redox, adicion de este complejo (As-
Proteina) con otros moléculas (azucares) o entidades celulares, lo que altera el buen
funcionamiento celular. La teoria de que el arsénico inhibe los mecanismos de
reparacion de DNA, es particularmente atractiva, ya que este tipo de dafio llevaria a
mutaciones en el material genético y la subsecuente produccion del cancer (Kitchin y
cols., 2001).

Algunos trabajos concernientes a la reparacion del DNA, muestran que las enzimas
DNA ligasas I y II son inhibidas hasta en un 55% por el arsenito.(Li and
Rossman,1989; Lee-Chen y cols.,1993), y que esta inhibicién no es directa (Li and
Rossman,1989), se ha sugerido que el arsenito puede indirectamente inhibir la
actividad de la DNA ligasa, alterando los niveles redox celulares , afectando las
sefiales de transducciéon y los caminos de la fosforilaciéon de proteinas (Hu y
cols.,1998). Otros estudios con enzimas de reparacion purificadas de (células T/
linfoma) humano, revelan que el arsenito incrementa la actividad de la DNA-
polimerasa beta, O-methyl-guanina-DNA methyltransferase y las DNA ligasa I, Iy
III (Hu v cols., 1998) e inhibe en un 50% la actividad de polyv-ADP-ribosa-
polimerasa (PARP) y un 80% en la viabilidad celular (Yager y Wiencke, 1997). Esta
enzima tiene dos grupos sulthidricos vecinos, y el arsenito puede unirse a uno o
ambos grupos v de esa manera inhibir su actividad enzimatica (Hughes v cols., 2002).
En células eucariotas en respuesta al rompimiento en la cadena de DNA inducido por

As, hay una estimulacioén de la enzima poly-(ADP-ribosa) polimerasa y esta enzima
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puede tener un papel importante en los efectos de reparacion del DNA (Berg y cols.,
1985, Grube y cols., 1991)

Otros investigadores han observado que el mecanismo de reparacion por excision de
nucledtidos (NER) es inhibida por la presencia de arsénico inorganico en el medio de

cultivo de fibroblastos humanos (Okui and Fujiwara, 1986).

Alteracion en los patrones de metilacion del DNA

La alteracion en los procesos de metilacion del DNA causados por el arsénico puede
tener un papel muy importante en el desarrollo de la carcinogénesis (Counts and
Goddman., 1995; Mass and Wang ,1997).

Los cambios en los estados de metilaciéon normal del DNA pueden alterar la
expresion de genes y llevar a la aparicién del cancer (Kitchin y cols., 2001).

En el DNA de higados de ratas se observo una hipometilacion y ese efecto fue
dependiente de la dosis y el tiempo de exposicion con arsenito de sodio y en estas
células los niveles del metil-donador SAM estan disminuidas (Zhao y cols., 1997).

La hipometilacion e hipermetilacion del DNA fueron demostradas en células
pulmonares de humano después de la exposicion ocupacional severa de arsenito de
sodio y en diferentes lineas celulares humanas de rifion y pulmén asociadas a la
exposicion de As. (Zhong y Mass., 2001)

Aunque los efectos y los mecanismos de la alteracién en la metilacion del DNA no
estan bien esclarecidas, los resultados indican que ambos estados, hipermetilacion e
hipometilacién y un aumento en la actividad de la DNA-metiltransferasa pueden

encontrarse en células tratadas con arsénico (Kitchin y cols., 2001).
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Alteracion en los Factores de crecimiento

Se ha observado en queratinocitos humanos expuestos a arsénico un incremento en
los niveles de m RNA y un aumento en la secrecion del factor de crecimiento
transformante- alfa (TGF-a), del factor estimulante de colonia-Granulocita Macrofaga
(GM-CSF), y en el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). (Germolec y cols., 1997),
un incremento en la proliferacion celular de estos queratinocitos.

Un estudio posterior en queratinocitos humanos expuestos a tres metilados
trivalentes de As; (Arsenito), (MMA ™), y un conjugado (DMA "_GSH), obteniendo
como resultado un incremento en la secrecion de GM-CSF,TNF-a, Interleucina-6 y
en la proliferacion celular (Vega y cols.,2001).

Estos autores sugieren que el As induce la producciéon de ROS, de lo cual resulta la
activacion de los factores de transcripcion (AP-1, c-fos, y NFkB), la sobre secrecion
de factores pro inflamatorios, citocinas, resultando un incremento en la proliferacion
celular v finalmente la carcinogénesis (Kitchin y cols., 2001; Simeonova y Luster,
2000).

Induccién de la Proliferacién celular

Un cancer aparece en parte a la falta de control en la proliferacion celular esto puede
ocurrir como resultado de procesos citotéxicos (Cohen y cols., 1990).

Se dice que el arsénico interfiere en los procesos de sefializacion de las células,
induciendo proliferacion, diferenciacion y transformacion celular (Ostrosky-Wegman
y cols., 1991; Huang y cols., 1999; McCabe y cols., 2000).

Una serie de experimentos in vitro demuestran que en exposiciones cronicas a
arsénico se induce una perdida en el control del crecimiento celular (Steeg y cols.,
2001), lo cual sugiere que el arsénico actia sobre las moléculas reguladores de esta

funcion (Rossman y cols., 2001; Barchowsky y cols.. 1999).
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La exposicion de células al arsenito de sodio, muestran un aumento en la expresion
de reguladores positivos de proliferacion (c-myc and E2F-1) y una disminucién en
los reguladores negativos de proliferacion celular (MAP kinasa fosfatasa-1 y p27
kipi) (Hughes y cols., 2002).

Multiples genes y proteinas que intervienen en la proliferacion celular y que
participan en las sefializaciones durante la mitogénesis se vieron afectados después
de la administracion de arsenito de sodio por 8 semanas en fibroblastos murinos
(Trouba y cols., 2000).

La induccidon de ornitina descarboxilasa (ODC) un indicador de la proliferacion
celular, fue observado en higado de rata después de la administracion de arsenito de
sodio (1.6 mg/Kg) (Brown and Kitchin,1996), en higado de rata después de la
exposicion de 10ppm de DMA (Wanibuchi y cols.,1997), en queratinocitos humanos
expuestos a (0.001 uM) de arsenito de sodio (Germolec and cols.,1996;Germolec y
cols.,1997 ; Vega y cols., 2001) y en células humanas de vejiga expuestas a (40ppm
y 500ppm de arsenito de sodio) (Popovicova y cols.,2000 ).

Por otra parte se comprobé un incremento en la proliferacion de células renales de
rata después de 8 semanas de administrar DMA" (100 ppm) en el agua de bebida
(Wanibuchi y cols.,1996 ; Yamamoto y cols.,1995), en vejiga de rata después de la
administracién oral de DMA" (57-113 mg/kg) diariamente durante 5 dias (Murai y
cols.,1993). Por otra parte (Arnold y cols., 1999) demostraron que hay una induccion
en la proliferacion de células uroteliales de ratas después de la administracién de 40-

100ppm de DMA" y los efectos fueron reversibles tras quitar el DMA" de la dieta.

Un evento comin de la proliferacion celular es la estimulacion mitogénica, ya que la
toxicidad y muerte celular inducida por As trata de ser compensada con la
regeneracion de las células, esto puede acarrear errores a nivel replicacion de DNA,

y si estos daiios no son reparados, se producen mutaciones en el material genético.
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Que la proliferacion celular por As produzca mutacion eventual en el DNA es una
teoria dificil de afirmar ya que atin no conocemos si este efecto sigue una secuencia

de eventos genotdxicos o no genotoxicos (Kitchin y cols., 2001).

Transformacién Celular

El arsenato y el arsenito de sodio induce transformacion celular dosis-dependiente en
células embrionarias de hamster sirio (Lee y cols., 1985b) y en células BALB/3T3
(Bertolero y cols., 1987; Saffioto and Bertolero, 1989).

El arsenito es de 4 a 10 veces mas potente que el arsenato para inducir transformacion
celular (Bertolero y cols., 1987).

En células de hamster el arsénico induce dafio genético en loci ATPasa y PRET con
lo cual se produce transformacién celular (Lee y cols., 1985b).

Un anélisis citogenético de células transformadas muestran endorreduplicacidn,
aberraciones cromosdmicas ¢ ICH después de la exposicion a arsenito de sodio
(Hughes y cols., 2002).

El arsenito indujo transformacién en una linea celular de higado de rata (TRL 1215)
las células fueron transformadas después de 8 semanas o mas de exposicion a arsenito

de sodio (Zhao y cols., 1997).

49



Promocion/Progresion de Cancer

En la carcinogenesis inducida por arsénico estos dos términos promotor y progresion
son definidos operacionalmente, por que ambos términos son muy dificiles de incluir
en los pasos del mecanismo particular de la iniciacién de la carcinogenesis. (Kitchin
y cols., 2001).

La carcinogenesis ha sido clasificada como un mecanismo que obedece un modelo
mutacional/proliferacion celular (Moolgavkar y cols., 1986; Clayson and

Kitchin ,1999).

La proliferacion celular es un mecanismo importante en la promocién del céancer; y
la mutacién es un evento crucial en la iniciacioén y en la progresion de ese cancer ya
que de esto depende el potencial metastatico y malignidad de ese daiio. (Kitchin y
cols.,2001).

Diversos bioensayos realizados en animales de laboratorio expuestos a arsenito y
arsenato, han mostrado hasta hoy resultados negativos en cuanto a la carcinogénesis
inducida por As (NRC, 1999). Lo anterior ha sido observado en tratamientos agudos
con ratones a los que se les administré (250ppm de arsenito y 400ppm de arsenato) y
en tratamientos cronicos en Hamster administrados con (0.3mg/Kg As203) durante
425 dias y en monos cynomologus (0.1mg/Kg de arsenato) en dosis de 5 dias a la
semana, durante 15 afios). (NRC, 1999).

Por otra parte, basados en muiltiples estudios algunos investigadores demostraron
que el DMA a diferencia del arsenato y arsenito si es un promotor de céncer
(Yamamoto y cols., 1995, Wanibuchi y cols., 1997) y también un cancerigeno
completo (Life Science Research, 1989, Wei y cols., 1999) en vejiga de ratas y de
ratones.

Este o6rgano (vejiga) es posiblemente el mds estudiado y probablemente el mejor
modelo para explicar la carcinogénesis inducida por arsénico (Kitchin y cols., 2001),

sin embargo cuatro estudios realizados separadamente y resumidos en la siguiente
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tabla (TABLA E) muestran resultados semejantes en otros érganos (piel, pulmon,

rinon, tiroides e higado) tanto de ratas como de rafones.

TABLA E: Carcinogénesis del DMA en Roedores

Especies | Carcinogeno Promotor de | DMA(ppm) Referencia
Completo Cancer /Agua
PIEL RATON - SI 1000 Yamanaka 2000
PULMON | RATON - SI 200 Yamanaka; 1996
RATON SI - 400 Hayvashi; 1998
VEJIGA RATA - SI 50 Yamamoto;1995
RATA - SI 25 Wanibuchi; 1996
RATA SI - 50 Wei;1999
RATA SI - 100 Life.Sci.Res;1989
RINON RATA - SI 200 Yamamoto; 1995
HIGADO | RATA - SI 200 Yamamoto:1995
RATA - SI 50 Wanibuchi: 1997
TIROIDES | RATA - SI 400 Yamamoto:1995




Amplificacion de Genes

Le y cols (1988) describen que el arsénico amplifica el gen que codifica para la
enzima dihidrofolato reductasa en células de raton 3T6, estas células presentaron un
incremento de 2-11 veces mas en el nimero de copias para este gen. La
concentracion efectiva de As para producir amplificacion genética va de un rango de
0.2 a 0.8 uM (Arsenito), y | a4 uM (arsenato).

Otros estudios muestran que el As induce la amplificacion del gen de la dihidrofolato
reductasa en células SHE (Woloson y cols., 1990) y en el tripanosomas arsenito-
resistentes (Katakura y Chang, 1989).

Se ha demostrado que altas concentraciones de arsenato y arsenito aumentan los
niveles de amplificacion genética y también disminuyen marcadamente la
supervivencia celular (Kitchin y cols., 2001).

Se ha sugerido que la amplificacién genética inducida por As tiene un papel
importante en la carcinogenesis. Si tomamos en cuenta que el arsénico no produce
mutaciones puntuales y que algunos resultados revelan que los oncogenes son
amplificados en los tumores de animales y humanos expuestos a As (Hughes y cols.,

2002).

Supresion de p53

Experimentos in vitro, en tres lineas celulares (Hhela, Jurkat, y Linfoblastos)
administrados con 1-30 uM de arsenito de sodio, mostraron un incremento en los
niveles de la proteina p53. (Salazar y cols., 1997). '

En un estudio epidemioldgico realizado en una poblacion (39 casos) de Taiwan, que
fueron expuestos a arsénico, se encontro mutaciones en p33 en el 39°¢ de los casos
con enfermedad de Bowens, 29% de los casos con carcinomas de células basales y en

56% de los casos con carcinomas de células escamosas. (Hsu y cols., 1999).



Por otra parte un estudio revelo que el 30% de los pacientes que presentaron lesiones
malignas en la piel tras la administracion terapéutica de arsénico, presentaron

también mutaciones en p53. (Castren y cols., 1998).

Intoxicacion por Ingestion de Arsénico en México

En los casos de intoxicacién por la ingestion crénica del arsénico contenido en el
agua de consumo, se ha dicho que éste es inicamente de origen natural; sin embargo,
no puede asegurarse que éste sea el caso en la comarca Lagunera en México, ya que
en ella se ha usado por largo tiempo, plaguicidas que contienen arsénico en los
mismos campos de donde se obtiene el agua que consumern los habitantes.

En un estudio realizado en la comarca lagunera se tomaron dos poblados: uno
(Salvador de arriba, Coahuila.) Con una concentracion de 0.5 mg/l de arsénico, 10
veces superior a la médxima permisible y, el otro, (San José de Vifiedo, Durango).
Con 0.001mg/l, lo que esta dentro de la maxima permisible, por lo que se usé como
control.

Se encontré6 que en Salvador de arriba habia una incidencia de siete afecciones
cutaneas de las cuales la discromia y la hiperqueratosis palmoplantar alcanzaban
porcentajes de 31.7 y 14.8%.

(Mandal, 2002)
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TABLA F: Intoxicacion por Ingestion de Arsénico en México

Sintomas y signos

Equimosis

Petequias

Hiperqueratosis palmoplantar

Discromias

Estrias semilunares transversales en ufias

Zonas verrugosas

Atrofia cutianea

TABLA G: Sintomas observados en exposiciones humanas a arsénico en

Coahuila, México.

Nauseas Cefalea
Dolor epigastrico Edema
Diarrea Anemia
Estrefiimiento Conjuntivitis
Adinamia Sindrome catarla
Astenia Trastornos sensoriales




CAPITULO Il
TOXICIDAD DEL ARSENICO

Mecanismos de toxicidad del arsénico

Las formas quimicas y estados de oxidacion del As son muy importantes en la
toxicidad de este elemento. La toxicidad también depende de otros factores como
son; estado fisico, tamaiio de particula , capacidad de absorcién y eliminacion dentro
de las células , naturaleza quimica de los metabolitos intermediarios y el estado
nutricional del paciente (Mandal y cols.,2002).

La toxicidad de los compuestos arsenicales decrece en este orden:

Asi "> MMAO "' >DMA" GS>DMA V> Asi ¥ (Vegay cols., 2001).

Estudios en animales de laboratorio y en lineas celulares de humanos sugieren que la
toxicidad de los arsenicales trivalentes son mas toxicos que los arsenicales
pentavalentes (Maeda y cols., 1994, United Nations Sintesis Report on Arsenic in
drinking Water, 2001).

Generalmente se acepta que la metilacion es el principal camino de detoxificacion del
arsénico, estudios mds recientes sugieren que los metabolitos metilados pueden ser
particularmente responsables de los efectos adversos asociados a la exposicion del As
(Vega y cols., 2001).

La exposicion de Asi es extensivamente metabolizado en humanos y de la exposicion
cronica a arsénico resulta una exposicion crénica a los metilados arsenicales.

Experimentos en hepatocitos humanos demostré que el MMA ™

, metabolito de la
biotransformacion del arsénico inorganico es 20 veces mas toxico que el arsenito
inorganico (Petrick y cols., 2000).

Otros estudios realizados in vitro en lineas celulares humanas de hepatocitos, epitelio
bronquial, y queratinocitos epidermales muestran que los metilados trivalentes del

arsénico MMA ™ y DMA " son mas reactivos y mas toxicos que el (Asi) para



producir dafio al DNA (Mass y cols., 2001, Styblo y cols., 2000; Vega y cols.,
2001).

Arsénico trivalente

La toxicidad del As’ se ha asociado a la capacidad que presenta de unirse o inactivar
sistemas enzimaticos y proteinas que contienen residuos sulfhidricos. Afecta enzimas
mitocondriales y altera la respiracion tisular inhibiendo la actividad de la succinato
deshidrogenasa, desacoplando la fosforilacién oxidativa (Casarett y Doull’s, 1994).

El citoesqueleto es otro de los blancos celulares del Asi ™, diversos trabajos
muestran la particular afinidad del metal hacia proteinas con alto contenido en grupos
sulfhidrico como la tubulina (Li y Chou, 1992; Ramirez y Cols., 1997). Otros
estudios indican que el Arsénico induce dosis-dependiente la inhibiciéon de la

polimerizacién de la tubulina (Carré y cols., 2002).

Arsénico pentavalente

El arsenato puede remplazar al fosfato en algunas reacciones bioquimicas, por que
tienen una estructura y propiedades similares (Dixon y cols., 1997).

El arsenato reacciona in vitre con la glucosa y el gluconato para formar glucosa-
6arsenato y 6-arsenogluconato (Lagunas, 1980; Gresser, 1981).

Glucosa-6 arsenato es un sustrato para glucosa-6 fosfato dehidrogenasa, y puede
inhibir hexocinasa y esto no ocurre con glucosa-6-fosfato. El arsenato puede también
remplazar al fosfato en la bomba de sodio. (Lagunas y cols., 1980).

Se sugiere que el metabolismo de este metaloide (As) tiene un papel importante en
los efectos toxicolégicos. Hay evidencias de la alta toxicidad producida por MMA "'
tanto en experimentos in vivo e in vitro. (Yamanaka y cols., 1996).Los efectos

carcinogénicos y tumorales del DMA" y la accion genotoxica directa del MMA " y



DMA "' in vitro sugieren que la metilacion del As puede no solamente ser un

mecanismo de detoxificacion (Hughes y cols., 2002).

INTOXICACION CON ARSENICO

Intoxicacién aguda

La intoxicacion aguda es relativamente rara, aunque puede producirse cuando hay
una exposiciéon ocupacional elevada, una ingestion accidental o ingestion con fines
suicidas u homicidas.

Los efectos por intoxicacion aguda con As se manifiestan rdapidamente, evolucionan a
formas graves de la enfermedad y ocasionalmente pueden llegar a producir la muerte

(Chen y cols., 1998).

Intoxicacion cronica

La intoxicacidn crénica se presenta después de un periodo de tiempo largo v se debe
principalmente a la exposicién ocupacional y/o la ingestion continua a través de los
alimentos o el agua de bebida contaminada con Arsénico.

En la toxicidad crénica se observa una acumulacion del As y sus metabolitos, los
cuales pueden provocar a largo plazo diversas alteraciones en el organismo (Vahter y
cols., 2002).

Las manifestaciones clinicas ocasionadas por la exposicién crénica a compuestos

arsenicales es multisistémica (Hughes y cols., 2002).
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EFECTOS DE LA TOXICIDAD DEL ARSENICO

Efectos respiratorios

Las personas expuestas a arsénico de manera natural y/o ocupacional han sido
asociados con diversos efectos a nivel respiratorio como laringitis, bronquitis, rinitis,
faringitis, congestion nasal y perforacion de fosas nasales (Nagv y cols.,1994,

Milton y cols.,2001)

Efectos Pulmonares

La ingestién cronica de arsénico se ha asociado con enfermedades pulmonares y
cancer de pulmén (Guha y cols., 1999; Chen, 1992). Los casos de exposicién a
arsénico y sus derivados por via inhalatoria y su relacion con cancer de pulmén
incluyen estudios en obreros de fundiciones de cobre (Costa y cols., 1993)
trabajadores de fabricas donde se producen plaguicidas arsenicales, y en los
pacientes que recibieron tratamiento con derivados arsenicales (Mandal y cols.,
2002).

Efectos cardiovasculares

Tanto el corazén como las arterias cominmente manifiestan efectos a la toxicidad del
arsénico, dentro de las principales se encuentran el infarto al miocardio, arritmias
cardiacas, oclusiones vasculares (Dixon y cols., 1997).

Estudios realizados en Taiwéan demuestran claramente que la exposicién a arsénico en
el agua de bebida se asocia con la enfermedad del pie negro (BFD) (W.H.O, 2001) la
cual se caracteriza por la progresiva disminucién de la circulacion sanguinea en las
extremidades, aparicion de gangrena y la amputacién del miembro (Nagv .1994 :
Tsen y cols.,1977).

Tiempos prolongados en la exposicion a arsenicales induce hipertension en humanos

(Chen y cols., 1995; Arman y cols., 1999).



Otros estudios revelan que poblaciones de Taiwéan presentan un alto riesgo de muerte
por enfermedades cerebrovasculares asociados con altos niveles de exposiciéon a

arsénico (Chiou vy cols., 1997).

Efectos Gastrointestinales

La eficiencia en la absorcion de los arsenicales inorganicos a través del tracto
gastrointestinal depende de la dosis administrada de As.

Las manifestaciones de una exposicion aguda son, nausea, dolor abdominal, diarrea
moderada.

La ingestion cronica provoca irritacion gastrointestinal, esofagitis, gastritis, colitis,

anorexia, mala absorcion y pérdida de peso. (Goebel y cols., 1990).

Efectos Hematologicos

El sistema hematopoyetico es afectado por la exposicion aguda o cronica a arsénico,
los efectos mas comunmente reportados como resultado de exposiciones a As son
anemia normocromica, normocitica, aplastica y megaloblastica y leucopenia
granulocitopenia, trombocitopenia, mielodisplasia mieloiode (Franzblau y cols.,1989;
Armstrong y cols.,1984).

El As actia como un hemolitico directo o como un citotoéxico en las células
sanguineas (Lerman y cols., 1980), se ha encontrado que altas dosis de As causa

depresion de la actividad de la medula osea en humanos (EPA, 1984).

Efectos Hepaticos

El higado es uno de los principales 6rganos donde se acumula el arsénico (Winsky y
cols., 1998), la exposicion crénica a arsénico induce cambios en los hepatocitos, los
cuales se manifiestan en cirrosis, hipertensién portal, degeneracion del tejido graso y

neoplasias, dano en la funcion mitocondrial y en el metabolismo de las porfirinas
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(Nagvi y cols., 1994; Guha y cols.,, 2001; Santra y cols.,, 2000), ademas de
infiltracion de lipidos, colangitis y colecistitis (Winship y cols., 1987).
Los analisis de sangre periferica revelan que los niveles de enzimas hepaticas se

hayan muy por encima de los valores normales (Franzblau y cols., 1989).

Efectos Renales

Una de las principales vias de excrecion del arsénico es la via renal .En humanos se
ha visto que los principales sitios de dafio ocasionado por arsenicales son los
capilares renales, tubulos y glomérulo.

Resultados de andlisis clinico revelan hematuria y proteinuria. Oliguria, shock y
deshidratacion con alto riesgo de falla renal, necrosis cortical y cancer (Hopenhayn-
Rich, 1998; Chen y cols., 1992).

Efectos Dermatolégicos

La exposicién cronica a arsénico por ingestién o inhalacion puede producir una
variedad de efectos en la piel como son melanosis, leucomelanosis, queratosis,
hiperqueratosis, enfermedad de Bowen y cancer (Vahter y cols., 2002). Estos efectos
han sido observados en personas que consumen agua contaminada con dosis de As
que van de 0.01 a 0.1 mg As/Kg de peso por dia o mas (United Nations Sintesis
Report on Arsenic in Drinking Water , 2001; NRC, 1999; Saha y cols., 2001;
Mazumder y cols., 2001).

Una caracteristica de la intoxicacién con arsénico son las conocidas marcas
transversales en las uiias, llamadas también lineas de Mess o lineas de Mess-Aldrich

(Adams y cols., 1990).
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Efectos Inmunolégicos
Estudios realizados en hombres consumidores de arsénico en el agua de bebida en
concentraciones de 37mg/L, los niveles de linfocitos en sangre se ven incrementadas

con respecto a los controles (Gonsebatt y cols., 1994).

Efectos Neurolégicos

La exposicion aguda de arsénico en dosis altas (Img As/Kg de por dia o mas) causan
encefalopatias, cefalea, letargia, confusién mental, alucinaciones, convulsiones y
coma, de la exposicion crénica de As resulta la neurotoxicidad (Chen y cols., 1998).
La exposicion cronica y subcronica de As (0.05 a 0.5 mg/Kg por dia) causa
neuropatia simétrica periférica, debilidad muscular, motora y perdida de reflejos.
(Bansal y cols., 1991).

Efectos Teratogénicos del Arsénico

La teratogénesis consiste en una alteracién estructural y funcional del desarrollo que
impide la formacién armoénica del producto de la concepcioén, en casos extremos
puede conducir a la muerte del embridn.

En contraste con lo que sucede en cuanto al cancer, se ha demostrado que el arsénico
y sus derivados tienen capacidad teratogénica tanto en humanos como en animales
(TABLA H). Estudios epidemioldgicos indican presencia de As en tejidos fetales
asociados a la contaminacion de arsénico en el agua de bebida (Chattopadhyay y
cols., 2002).

Diversos estudios realizados en animales de laboratorio expuestos a arsémico
demuestran que el As atraviesa barrera placentaria (Concha y cols., 1998).
Experimentos realizados en ratas hembras muestran que el incremento en las
concentraciones de arsénico en el agua de bebida durante el proceso de gestacion,

incrementaba también la incidencia de abortos (Aschegrau y cols., 1989).
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En explantes de cerebro fetal humano expuestos a As, se encontré un incremento en
la peroxidacion de lipidos, induccién en la generacion de oxido nitrico (NO),
induccion en las especies reactivas de oxigeno (ROS) y en la apoptosis (Li y cols.,
1998).



TABLA H: Efectos teratogénicos del arsénico

Compuesto Especie Efecto
Arseniato de Na Oveja Disminucion de tamafio
Hamster Exencefalia. Deformacion

Embrién de pollo

de orejas, anormalidades
genito-urinario,  paladar
hendido, labio leporino ,
agenesia renal, resorcién
fetal.

Exencefalia.

Arsénico

Humano

Malformaciones,
disminuciéon de tamaiio,
muerte perinatal y fetal,
abortos espontaneos.

Arsenito de Sodio

Raton

Ratas

Aumento de resorciones
fetales, fusion 0
bifurcacién de costillas,
exencefalia, mandibula
acortada, anoftalmia.

Exencefalia, agenesia
gonadal o renal, defectos
en los ojos, anormalidades
en costillas y vértebras.

(Chattopadhyay y cols., 2002)
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Efectos del As sobre otros organismos en el ambiente

La sensibilidad de la biota acuética y terrestre para las distintas especies de arsénico
es muy variable. Depende de factores bioldgicos y abidticos. En general, los
compuestos arsenicales inorganicos son mas toxicos que los organicos, y el arsenito
es mds toxico que el arseniato. El mecanismo de la toxicidad y el sistema de
absorcién del arseniato por los organismos varian considerablemente de unos a otros.
Esto puede explicar las diferencias interespecificas en la respuesta de los organismos
al arseniato y el arsenito. Se considera que el mecanismo primario de la toxicidad del
arsenito se deriva de su unién a los grupos sulfhidrilos de las proteinas. Se sabe que el
arseniato afecta a la fosforilacion oxidativa, porque compite con el fosfato. En
condiciones en las cuales la concentracion de fosfato es alta, la toxicidad del
arseniato para la biota es generalmente reducida. Como el arseniato es analogo al
fosfato, los organismos que viven en presencia de una concentracion elevada de
arseniato deben adquirir el fésforo nutritivo, pero evitando la toxicidad del arsénico.
Los compuestos de arsénico provocan efectos agudos y cronicos en las personas, las
poblaciones y las comunidades a concentraciones que oscilan entre unos
microgramos y miligramos por litro, dependiendo de la especie, el tiempo de
exposicion y los efectos finales medidos. Estos efectos incluyen la letalidad, la
inhibicién del crecimiento, de la fotosintesis y de la reproduccién y efectos de
comportamiento. Las zonas contaminadas con arsénico se caracterizan por una
abundancia y diversidad limitadas de especies. Si los niveles de arseniato son
suficientemente altos, solo es posible la presencia de especies resistentes (IPCS,

2003).
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CAPITULO IV
METODO CIENTIFICO

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Existen pocos estudios encaminados a investigar los aspectos citotoxicos de los
entrecruzamientos ADN-Proteinas inducidos por agentes ambientales, especialmente
por metales o metaloides y si estos efectos resultan caracteristicos de cada elemento,
o si existen patrones comunes, asi como las bases, los aminoacidos y los mecanismos
involucrados.
Considerando que el arsénico es un agente téxico que se asocia con procesos de
transformacidén celular y neoplasias en el higado. Resulta interesante conocer si el
arsénico puede inducir aductos ADN-Proteinas en ratones de la cepa BALB/c
después de una exposicion subcrénica.

Asimismo nos interesa saber si la exposicién a arsénico induce la sintesis de
glutation, el cual esta considerado como el principal reductor celular de naturaleza no
proteica que protege a la célula de radicales libres, especies reactivas de oxigeno y de
otras sustancias o agentes toxicos (Denke y Fanburg, 1989).

El estudio de las alteraciones en la funcionalidad y estructura de las biomoléculas
como el ADN y las proteinas permitira abundar en los mecanismos de accién del
arsénico in vivo y relacionar estas alteraciones celulares con el significado biolégico
de la formacion de aductos ADN-Proteinas formados en drganos blancos por agentes
toxicos. Este estudio sentara las bases para profundizar en la caracterizacién de este
tipo de dafio, considerando que se ha propuesto como un biomarcador de darno
temprano en poblaciones expuestas a formaldehido en donde su presencia se anticipa

en tiempo al desarrollo de tumores malignos en tejido blanco.
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OBJETIVO GENERAL

Investigar la induccién in vive de aductos ADN-Proteinas por arsénico

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la capacidad del arsenito de sodio para inducir la formacion de aductos
ADN-Proteinas en higado y rifién de ratones de la cepa BALB/c después de 9 dias de
tratamiento.

Conocer si la exposicion a arsénico promueve la sintesis de glutation (GSH) en el

higado y rifién de ratones de la cepa BALB/c

HIPOTESIS

El arsenito de sodio en las concentracion de 2.5, 5.0 y 12.5 mg/Kg de peso es capaz
de inducir la formacién de aductos ADN-Proteinas en el higado y rifidon de ratones de
la cepa BALB/c

66



CAPITULOV

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

MATERIALES Y METODOS

Tratamiento y Administracién

A 5 lotes de 5 ratones macho de la cepa BALB-c que pesaban entre 20 y 30 gramos
se les administré As’" en las siguientes dosis 2.5, 5.0 y 12.5mg de Arsenito de sodio
/Kg de peso, al control positivo se administré 40 mg de K,CrO4/kg de peso y el
control negativo recibid agua.

La alimentacién de los ratones consistié de nutricubos Ad libitum Harlan y agua
destilada. Los nutricubos se encontraban en perfectas condiciones nutritivas y de
almacenamiento. Los ratones se pesaron diariamente para llevar un control de su
peso. Todas las soluciones de tratamiento se prepararon el mismo dia de la
administracion para evitar su oxi-reduccién.

La duracion del tratamiento de dosis diarias fue de 9 dias, transcurrido el tiempo de
administracion, se sacrificaron los ratones por dislocacién cervical, se procedi6
después a la extraccion del higado y rifién, inmediatamente después se colocaron en
cajas petri estéril inmersa en hielo con buffer de fosfatos pH=8/PMSF 1mM frié,
seguido del aislamiento de los nicleos y a la precipitacion de los complejos ADN-
Proteinas.

Aislamiento de los niicleos

La obtencion de los DPC se realizé a partir de los niicleos aislados del higado y rifion
respectivamente.

Los nucleos se aislaron de la siguiente manera:

Una vez extraido el érgano de interés, se homogenizé en 3 ml de buffer de fosfatos
Ph= 8 suplementado con inhibidores de proteasas : PMSF 10 mg/ml (10ul/ml), Azida
de sodio 0.5M (30ul/ml) y ortovanadato de sodio 100mM (10ul/ml). Los tubos se
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mantuvieron siempre en hielo. EI homogenado se diluy6 1:10 en buffer de sacarosa
manteniéndose en hielo. Transcurridos cinco minutos se centrifugd a 15,000g por 20
minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y se resuspendi6 la pastilla en la
solucion (SDS 2%, TrisHCL 20Nm, PMSF 1Mm, Ph=7.5). Se prepararon alicuotas
en tubos eppendorff con 500ml de resuspension y se congelaron a -70°C para
proceder a la precipitacion de los complejos.

Después de la extraccion se evalud la calidad de los nicleos al microscopio de luz

considerando principios generales (Brillo, forma refringencia etc).

Precipitacion de los complejos ADN-proteina

Un volumen de 500 ml de ntcleos lisados se descongelé a 37°C, por cada ratén
tratado. Los nucleos fueron lisados, pasando la suspension a través de una jeringa con
aguja calibre 21 cuatro veces. Los lisados se mantuvieron en hielo durante este
proceso. Se tomaron alicuotas de 3.5 pl que se aforaron a 1ml con solucién (250ul/
KCI 100mM, EDTA 20mM, Tris-HCl 20mM, pH= 7.5), y se utilizaron para
determinar ADN total mediante fluorometria (Labarca y Paigen, 1980). Las muestras
se congelaron a -20°C hasta su cuantificacion. Al resto se adiciond 0.5 ml de la

solucién (5ml/ KCI 100mM, Tris-HC] 20mM, pH=7.5)
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Determinacion de Glutation reducido (GSH)

Para determinar una posible correlacion entre la induccion de aductos ADN-
Proteinas y la cantidad de glutation. Se determiné la concentracion de GSH mediante
el método descrito por Hissin y Hilf (1976) a una muestra del homogenado preparado
con PBS/EDTA (0.1M de fosfato de sodio, 0.005M EDTA, pH 8.0), las proteinas
totales se precipitaron utilizando una solucién 2.5% de acido perclérico y posterior
centrifugaciéon por 10 minutos a 4°C. 0.1 ml de 1% de o-ftalaldehido (Sigma) se
mezclaron e incubaron en un tubo de ensayo por 15 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. La solucién se transfiri6 a la celda de cuarzo. La fluorescencia

se determind a 420 nm con una excitacién a 350nm.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

En este trabajo se estudié la induccion de aductos ADN-Proteinas (DPC) por
arsénico en higado y rifiones de ratones de la cepa BALB/c tratados con arsenito de
sodio en las siguientes dosis (2.5, 5.0 y 12.5 mg/Kg de peso).

Una vez concluido el periodo de tratamiento, los animales que conformaban cada
uno de los lotes fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se extrajeron el higado
y rifién de cada ratén, para después homogenarlos y aislar los nicleos por gradientes
de sacarosa.

Comprobada la calidad de los nicleos por observaciéon microscdpica con ovjetivo de
40x, se procedid a precipitar los aductos ADN proteinas mediante el método descrito
por Zhitkovich y cols., 1992. Los resultados mostraron que el arsenito de sodio en
una dosis de 5.0 mg/kg peso administrado diariamente por via oral durante 9 dias es
capaz de inducir significativamente en las células del higado de ratén aductos ADN-
proteinas. La induccién de DPC, no presenté un comportamiento lineal respecto a las
dosis evaluadas de arsénico, se observd la mayor induccion de DPC con la dosis
intermedia de tratamiento (5.0mg As /Kg) (GRAFICA 1, TABLA 1). El arsenito de
sodio indujo la unién fuerte entre DNA y proteinas hasta un 11% del DNA total en el
higado. Aunque en las concentraciones de 2.5 mg/kg y 12.5 mg/kg de peso no se
observaron diferencias estadisticamente significativas respecto a los controles, cabe
mencionar que existié una tendencia a incrementarse la proporcién de aductos ADN-

Proteinas con dichas dosis en relacion con el control negativo.
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GRAFICA 1: INDUCCION DE DPC POR ARSENITO DE SODIO EN
HIGADO DE RATONES DE LA CEPA BALB/C.

(ANOVA p<0.05; F=4.8).
Promedio de dos experimentos por quintuplicado.
*significativamente diferentes respecto a los controles.
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TABLA 1: ADUCTOS ADN-PROTEINAS (DPC) EN HIGADO DE
RATONES DE LA CEPA BALB/c

Lote Arsenito de Sodio %DPC
(mg/Kg de peso)
1 0 Sl
2 2.5 5.9
3 5.0 10.95 *
4 12.5 5.7
5 Cromo 6.97

(ANOVA p<0.05; F=4.8) Promedio de dos experimentos por quintuplicado.

*significativamente diferentes respecto a los controles.



El arsenito de sodio indujo significativamente la sintesis de glutation en el higado de
ratones BALB/c en todas las dosis evaluadas. La induccion de glutation presentd un

comportamiento lineal respecto a la dosis de tratamiento, (GRAFICA 2, TABLA 2).

GSH ng/ml

Control 25 5

GRAFICA 2: INDUCCION DE GLUTATION EN HIGADO DE RATONES

BALB/c CON ARSENITO DE SODIO
ANOVA P<0.05, r=0.9979.

Promedio de dos experimentos por quintuplicado
*Significativamente diferentes respecto al testigo negativo
Prueba de Tukey
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TABLA 2. GLUTATION (GSH) EN HIGADO DE RATONES DE LA CEPA

BALB/c
Lote Arsenito de Sodio GSH
(mg/Kg de peso) (ng/ml)
1 0 2074
2 2.5 2320*
3 5.0 2516*
4 12.5 3059*
5 Cromo 3093*

ANOVA P<0.05, r=0.9979.Promedio de dos experimentos por quintuplicado

*Significativamente diferentes respecto al testigo negativo

Con respecto a la capacidad del arsenito de sodio de inducir en el rifidn complejos

ADN proteinas encontramos que se presenta un incremento no significativo en la

proporcién de DPC en las células del rifién y este efecto no es dependiente de la

dosis administrada de arsénico, encontrandose en la dosis intermedia (5.0 mg As/Kg

de peso) que hasta un 6% del DNA total se haya complejado en este 6rgano
(GRAFICA 3, TABLA 3).
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(ANOVA P<0.05). * Estadisticamente significativo. Prueba de Tukey
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TABLA 3. INDUCCION DE ADUCTOS ADN-PROTEINAS (DPC) EN RINON

DE RATONES DE LA CEPA BALB/c

Lote | Arsenito de Sodio | %DPC
(mgAs/Kgpeso)
1 0 4.5
2 255 57
3 5.0 6.2
4 12.5 4.9
5 Cromo 9.5*

(ANOVA P<0.05). Promedio de dos experimentos por quintuplicado.

* Estadisticamente significativo. Prueba de Tukey

En lo que respecta a la induccién de la sintesis de glutation, observamos que en los

nucleos extraidos de las muestras de rifién , hay un incremento no significativo en la

proporciéon de DPC (GRAFICA 4, TABLA 4).
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Tabla 4: GLUTATION EN RINON DE RATONES DE LA CEPA BALB/c.

Lote | Arsenito de Sodio Promedio
(mg/Kg de peso) (ng/ml)
1 0 1613
2 25 1815
3 5.0 1861
4 12.5 2059
5 Cromo 2035

ANOVA P<0.05, r = 0.9576.

Prueba de Tukey
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ESTA TESIS N
O SALE
OE LA BIBLIOTECA

Se encontré cierta correlacién entre la induccidn de glutatién y la formacién de los

DPC in vivo en higado de ratones machos de la cepa BALB/c (GRAFICA 5).
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" GRAFICA 5: CORRELACION DE LA INDUCCION IN VIVO DE DPC CON
GSH EN HIGADO DE RATON DE LA CEPA BALB/C
r’=0.5775
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TABLA 5: CORRELACION DE DPC CON GSH EN HIGADO DE RATON BALB/c.

Lote | Arsenito de Sodio DPC GSH
( mgAs/Kgpeso ) (%) [Promedio
(ng/ml)
1 0 4.5 2074
2 2.5 5.7 2320
3 5.0 6.2 2516
4 12.5 4.9 3059
5 Cromo 9.5 3093




Se hizo la correlacidn entre la induccion de glutation y la formacién de DPC in vivo
en rifion de ratones de la cepa BALB/c, y observamos que no existe una dependencia

entre ambos efectos (GRAFICA 6).

3500

3000 - 4 ¢

125 Cromo

2500 - L 2

2000 - *

ng/ml de GSH

1500 -
1000 J

500 -

% DPC

GRAFICA 6: CORRELACION DE LA INDUCCION DE DPC CON GSH EN
RINON DE RATONES DE LA CEPA BALB/c
r=10.3944
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TABLA 6: CORRELACION DE DPC CON GSH EN RINON

BALB/c

Lote | Arsenito de Sodio DPC GSH
( mgAs/Kgpeso) | Promedio | Promedio
(%) (ng/ml)
1 0 4.5 1613
2 2.5 5.7 1815
3 5.0 6.2 1861
4 12.5 4.9 2059
5 Cromo 9.5 2035

DE RATON

Con el fin de llevar un control de peso, los ratones fueron pesados diariamente, al

termino del tratamiento los ratones de los 5 lotes registraron una perdida de menos

de 1.0 gramo de su peso inicial, a excepcion de dos ratones del lote 4 (12.5 mg

As/Kg), los cuales registraron una perdida de 2.3 gr de peso, cabe mencionar que uno

de estos 2 ratones murio al cuarto dia del tratamiento con arsenito de sodio.

TABLA 7: REGISTRO DE PESO DE LOS RATONES BALB/c DURANTE

LOS 9 DIAS DEL TRATAMIENTO

LOTES - |PERDIDA DE PESO
1 (Control -) <lgr
2 (2.5mgAs/Kg) «lgr
3 (5.0mgAs/Kg) lgr
4 (12.5mgAs/Kg)| «lgr (3 ratones)
»2 gr (2 ratones)
5 (Control +) <lgr ]
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CAPITULO VI

DISCUSION .

Los aductos ADN-proteinas (DPC’s) son un tipo de dafio al DNA que ha sido
propuesto como un biomarcador de exposicion a diferentes agentes txicos entre ellos
el arsénico (As). Esta propuesta, se basa en que en exposiciones a agentes
carcinégenos como el formaldehido la presencia de este dafio genético, se anticipa al
desarrollo del proceso carcinogénico en el pulmon (Casanovay cols., 1994 ).

Es de gran importancia estudiar los efectos que tiene el arsenito de sodio en la
formacién de DPC con el fin de dilucidar el mecanismo por el cual este metal genera
dafio en el DNA, compromete la viabilidad celular y afecta la salud humana.

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el arsenito de sodio es capaz
de inducir significativamente en higado de ratones BALB/c la formacién de aductos
ADN-Proteinas. En el rifién existié una tendencia al aumento de la presencia de DPC
en los ratones tratados con arsenito de sodio, sin embargo la induccién no fue
significativa.

La capacidad inductora en cada drgano fue diferente en cada una de las dosis
evaluadas (GRAFICAS 1 y 2), este hecho es relevante porque hasta ahora no existian
datos reportados al respecto y por que cada uno de ellos metabolicamente desempeiia
diferentes funciones en la biotransformacion del carcindgeno y por lo tanto los signos
y sintomas asociados a la exposicion por arsénico son diferentes.

La diferencia en las proporciones inducidas de DPC puede deberse a que el efecto
inducido por el arsenito de sodio depende en gran medida de la respuesta metabolica
en el drgano blanco, la dosis administrada del toxico, y del tiempo de permanencia
del As y sus metabolitos en cada tejido. Se ha comprobado que la biotransformacién
del arsénico tiene un papel fundamental en los efectos toxicologicos de este

metaloide (Hughes y cols., 2002) y que la enzima encargada de la metilacion del As
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(As-metiltransferasa) se haya en diversos organos entre los que se encuentran el
higado y el rifién (Goering, 1999).
Tomando en cuenta que el higado es el principal érgano de metilaciéon del arsénico
(Marafante,1985) y que los metabolitos reactivos resultantes en la biotransformacion,
son liberados en el sitio de metilacién (Styblo,1997) hacia 6rganos de eliminacion
como el rifién, podriamos sugerir que es también en el higado donde hay una mayor
acumulacién de este metaloide, y si el tiempo de permanencia de un téxico aumenta
la probabilidad de su interaccién con los constituyentes celulares podemos entender
la diferencia en la proporcién de induccién de DPC entre higado y rifién, y suponer
que a pesar de que la principal via de eliminacién de este metaloide y sus
componentes es la renal, en este tipo de tratamiento (sub-crénico) no hubo una
elevada acumulacién de As en rifién (para comprobar lo anterior serd necesario la
determinacion intracelular del As y sus metabolitos en ambos 6rganos o determinar
su concentracion después de una exposicion cronica).

En la gréifica 1 se puede observar que la méxima formacion de DPC en el higado se
presenta en la dosis intermedia del tratamiento (5.0mg As/Kg de peso) y que en la
dosis mas alta (12.5 mg/kg), donde se podria esperar una mayor induccién de aductos
ADN-Proteinas; el porcentaje de DPC (5.7%), fue menor hasta de un 54% con
respecto a la dosis intermedia.

Cabe mencionar que en la mayor dosis evaluada el porcentaje de DPC fue menor a la
proporcién basal de los ratones estudiados. Estas observaciones, pueden deberse a
que en estas células se pusieron en marcha una serie de mecanismos de respuesta al

estrés celular inducido por As, los cuales; pretendian regular los efectos asociados a
la toxicidad del metaloide. Tal es el caso comprobado de la induccion de glutation
(GSH) molécula antioxidante y necesaria en el metabolismo del As (TABLAS 3 y 4).
El aumento significativo en la sintesis de GSH en higado y riiién esta relacionado

linealmente con las dosis evaluadas (GRAFICAS 3 y 4). Las inducciones registradas
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llegaron a ser superiores hasta un 47% y 27% respecto al control negativo en higado
y rifién respectivamente. Esto confirma la capacidad de los 6rganos de responder al
estrés celular por exposicion a arsénico sintetizando GSH. '

La induccién de GSH por agentes toxicos ya ha sido sugerida antes como parte de un
mecanismo de destoxificacion celular (Lynn y cols., 2001; Gonsebatt y cols., 1992).
Lo anterior es importante ya que una de las teorias méas fuertes que explican la
carcinogénesis inducida por el As, es la que se relaciona con la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), estas se generan durante los procesos de metilacion del
agente lo que puede ocasionar un estado de estrés oxidativo que puede comprometer
diversos procesos celulares, lipoperoxidacion de membranas, dafio directo al DNA
etc. (Kitchin y cols., 2003).

Por otro lado observamos que en higado existe una cierta correlacién entre la
induccién de GSH y la formacién de DPC (GRAFICA 5) esta dependencia se
mantiene hasta la dosis intermedia del tratamiento, en el caso del rifién no existio una
correlacion significativa entre la proporcién de DPC y GSH.

Estos resultados sugieren que existe una susceptibilidad diferente entre el rifién y el
higado a la capacidad del arsenito de sodio de inducir la unién fuerte de proteinas al
DNA. Si consideramos la funcién metabdlica que cada uno de estos érganos (higado
y rifién) desempeiia en el organismo de individuos expuestos al arsénico, en el caso
del higado, el glutatién es indispensable en la biotransformacién del arsénico, no asi
en el rifién. Podriamos decir entonces que probablemente en el rifion no se observd
una clara induccién de aductos ADN-Proteinas por que la concentracion en este
organo no fue la suficiente para poder ejercer una concentracion cuantificable de
DPC o bien por que los mecanismos de destoxificacién fueron eficientes para
impedir la induccién considerable de DPC.

Algunas evidencias indican que el metabolismo del arsénico tiene un papel

fundamental en los efectos toxicos, ya que durante el proceso de biotransformacion
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de este metaloide, se generan intermediarios y metabolitos altamente reactivos que
pueden causar daiio oxidativo al DNA (Liu y cols., 2000) y que estos intermediarios
reactivos pueden llevar a la formacién de los DPC (Styblo and Thomas,1995)
ademas que el metabolismo del arsénico se ve directamente afectado por las dosis
administradas (Styblo and Del Razo, 1999) .

La generaciéon de entrecruzamientos ADN-citoqueratinas (DPC-CK) en los
hepatocitos de ratén por arsenito de sodio durante 3 horas, evidencia la presencia de
eventos téxicos muy tempranos a la exposicion de arsénico (Ramirez y cols., 2000),
en el transcurso de nuestro experimento, al cuarto dia de administracién de arsénico,
hayamos muerto un ratén perteneciente al lote mimero 4 (12.5 mg As/Kg de peso),
esto pudo ocurrir por que el organismo de este ratén fue mas susceptible a los efectos
toxicos del arsenito de sodio o por que los mecanismos de reparacién fueron
ineficientes.

Existe una variabilidad en la respuesta a la toxicidad del arsénico entre tejidos y
entre especies (Goering y cols., 1999). Estudios experimentales en animales muestran
que hay una marcada variacién inter-individual en el metabolismo del arsénico
(Vahter y cols.,1999; Vahter y cols., 2002), dentro de los principales factores que
pueden intervenir en la respuesta toxica a xenobioticos podemos encontrar los
ambientales, genéticos, nutricionales, enzimaticos y metabdlicos, cabe mencionar que
este ratén al inicio del tratamiento registré un peso menor que los otros ratones del
mismo lote y que ademas al tercer dia del tratamiento habia perdido 2.3 gramos de su

peso inicial.
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CONCLUSIONES

I.- El arsenito de sodio induce significativamente aductos ADN-Proteinas (DPC) y

glutation reducido (GSH) en higado de ratones machos de la cepa BALB/c.

IL.- El arsenito de sodio no induce significativamente aductos ADN-Proteinas (DPC)

y glutation reducido (GSH) en los rifiones de ratones machos de la cepa BALB/c.

III.-Existe una correlacion entre la formacion de aductos ADN-Proteinas (DPC) y

glutation reducido (GSH) en higado de ratones machos de la cepa BALB/c.

IV.-No existe una dependencia significativa entre la proporcién de de aductos ADN-
Proteinas (DPC) y glutation reducido (GSH) en los rifiones de ratones machos de la
cepa BALB/c.
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PERSPECTIVAS

Tomando en cuenta que los aductos ADN-Proteinas han sido considerados como
biomarcadores de dafio primario al DNA y puesto que la formacién de estos DPC’s
se ha asociado a la exposicion de diversos agentes quimicos carcinogénicos entre
ellos el arsénico, es de gran relevancia esclarecer su significado biolégico para lo
cual, seria interesante caracterizar la formacion de estos aductos DPC’s en relacién
a las proteinas asociadas al DNA, su cinética de formacion, el tipo de enlace o
interaccién que se genera, si existe la reparacion in vivo de este tipo de dafio y
conocer mediante que mecanismo se produce y se favorecen las interacciones ADN-
proteinas.

La respuesta a estas preguntas, permitird conocer si la presencia de los DPC, pone
en riesgo los procesos de diferenciacién, replicacion y expresién génica, que
representan eventos cruciales en la carcinogénesis asociada al arsénico y se abundara

en los mecanismos de accion asociados a la exposicion in vive a arsénico.
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