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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 FUENTES DE EXPOSICION

El arsénico es un conocido carcinégeno humano que se encuentra en la
naturaleza en diferentes formas quimicas y estados de oxidacion (-3,0,+3, +5).
(Hughes et al. 2002)

Episodios de envenenamiento por arsénico han sido reportados en todo el
mundo, principalimente en Argentina , Chile, México, Taiwdan, India y
Bangladesh, y en menor niUmero se han visto casos de toxicidad crénica en

Polonia, E.U.A, Canadd, Hungria y Japdn (Basu et al. 2001).

La exposicion al arsénico puede provenir de fuentes naturales, industriales, de
la comida o bebida. Asi, estos incidentes en todo el mundo se pueden dividir

en tres categorias (Badal et al. 2002) :

1. Contaminaciéon natural del agua con arsénico.
2. Contaminacién de arsénico por fuentes industriales.

3. Contaminacién de arsénico por comida y bebida.



1.1.1 FUENTES NATURALES

El arsénico es un elemento gue ha sido distribuido de manera ubicua a través
de las corteza terrestre, suelo, sedimentos, aire, agua y en los organismos

vivientes (Mandal et al. 2002

a) Corteza terrestre
El arsénico es un elemento cristal raro que abarca cerca de 0.00005% del 1%
de la corteza terrestre, y tiene una concentracién promedio en rocas igneas y
sedimentarias de 2 mg/kg (Gulledge et al. 1973). En la mayor parte de las
rocas su rango es de 0.5 a 2.5 mg/kg, aunque altas concentraciones fueron
encontradas en sedimentos argillaceos de grano fino y fosforitos. El arsénico
esta concentrado en algunos sedimentos marinos, los cuales pueden
contener mds de 3000 rr;ng/kg. Este metaloide puede coprecipitar con
hidréxidos de hierro y sulfatos en rocas sedimentarias. Los depdsitos de hierro,
hierro sedimentario, y nédulos de manganeso son ricos en arsénico (Mandal et

al. 2002). -

El arsénico se encuentra naturalmente en cerca de 200 formas minerales
diferentes, de las cuales aproximadamente 60% son arsenatos, 20% sulfidos y
sulfosales y el 20% restante incluye arsenidos, arsenitos, Oxidos, silicatos vy
arsénico elemental. Pero sé'o algunos de estos se encuentra de manera

regular en cantidades significativas (Gulledge et al. 1973).



b) Suelo y Sedimentos

Los niveles de arsénico en los suelos de varias ciudades se encuentra en un
rango de 0.1 a 40 mg/kg ( promedio de é mg/kg) (Bowen , 1979), de 1 a 50
mg/kg (media de 6 mg/kg) (Backer, 1975) y 5 mg/kg ( Vinogradov, 1959), pero
varia considerablemente entre regiones geogrdficas.

El arsénico esta presente en mayor concentracién en los suelos que en las
rocas. Esto es debido principalmente a las actividades humanas y a las rocas
que lo componen. Factores tales como el clima, los componentes orgdnicos e
inorgdnicos de los suelos, y el estado potencial redox también afectan al nivel

de arsénico en los suelos (Peterson et al. 1981).

El arsénico se encuentra principalmente como especie inorgdnica pero
también puede estar unida a materiales orgdnicos en el suelo. Bajo
condiciones oxidantes, en ambientes aerdbicos, los arsenatos (iAs V) son las
especies estables y son fuertemente asimiladas en arcillas, dxidos/hidréxidos
de hierro y manganeso, y materia orgdnica. El arsénico precipita como
arsenato férrico en suelos ricos en hierro. En condiciones reductoras el arsenito
( iAs ll) es el componente predominante. Los componentes de arsénico
inorgdnico pueden ser metilados por microorganismos, produciendo bajo
condiciones oxidantes, dcido monometilarsinico (MMA), dcido dimetilarsinico
(DMA) y éxido trimetilarsina (TMAsO) (Reichert et al. 1921).

En condiciones anaerdbicas estas pueden ser reducidas a voldaties vy
facimente oxidadas metilarsinas. Las formas de arsénico presentes en los
suelos dependen del tipo y cantidades de componentes absorbidos del suelo,
el pH y el potencial redox. Los arsenatos de hierro y aluminio (AlAsOs, FeAsQO 4)
son las fases dominantes en los suelos dcidos y son menos solubles que el

arsenato de calcio (CaiAsOQys), el cual es la forma quimica principal en algunos



suelos alcalinos y calcdreos (Fordyce et al. 1995). La fraccién de arsenato
adsorbido en los suelos esta estrechamente relacionado al pH del suelo v al
potencial redox. Esto también varia de acuerdo al tipo de suelo bagjo las

mismas condiciones de pH (Li, 1982)

c) AGUA

El arsénico es encontrado en bajas concentraciones en el agua natural. Se
han reportado concentraciones de arsénico en el agua en la mayor parte de
las civdades de menos de 10 pg /I, y en algunas ocasiones substancialmente
menores (WHO 2001).

La concentracién mdéxima permisible de arsénico en el agua de bebida es
50 pg/l y el valor recomendado por la Agencia de Proteccién al Ambiente
(EPA) es de 10 ug/l. Sin embargo se han locdlizado en algunas partes de E.U.A
concentraciones de arsénico de 50-100 pg/l y en el oeste de Bengal
concentraciones de 200-600 upg/I. siendo este Ultimo catalogado como la
maxima desgracia por arsénico en el mundo (Das et al. 1995), mientras que los
contenidos de arsénico en el agua de mar son de 0.001- 0.008 mg/I (Johnson
1972).

La forma quimica principal en la cual el arsénico se presenta por ser
termodindmicamente estable es como ion arsenato. La proporcion de
arsénico inorgdnico (iAs) iAs V - iAs Il basada en cdlculos termodindmicos es
10 26 : 1 para el agua de beber oxigenada a pH 8.1. En realidad, este es 0.1:1 a
10:1. Este alto contenido inesperado de iAs lll es causado, al menos en parte,

por reduccion bioldgica en el agua de mar (Johnson, 1972).

La concentracidn de arsénico en agua impoluta es de 1-10 npg/l,

encontrandose valores hasta de 100-5000 pg/l en dreas de mineralizacion de



sulfatos y mineria (Smedley et al. 1996). A potenciales redox altos o moderados
el arsénico puede ser estabilizado como una serie de oxianiones
pentavalentes (arsenato), HaAsO4, H2AsO 4, HAsSO42 y AsO43. Sin embargo, en
la mayor parte de la condiciones reductoras (acido y alcalino) y menor
potencial redox, las especies de arsenito trivalente | HaAsOz ) predominan.

As 0y As 3 son raros en ambientes acudticos.

Compuestos de arsénico orgdnico complejos tales como sales de
tetrametilarsonium, arsenocolina, arsenobetaina, oxidos de dimetil (ribosil)
arsinas y arsénico contenido en lipidos son identificados en el ambiente
marino. Sélo una fraccién menor del arsénico total en los océanos permanece
en solucién en el agua de mar, debido a que la mayoria es asimilada en las

materiales particulados suspendidos (Irgolic et al. 1995).
d) AIRE

En el aire el arsénico existe predominantemente absorbido en materia
particulada, y esta usualmente presente como una mezcla de arsenito y
arsenato, con la existencia de especies orgdnicas de insignificante
importancia, excepto en dreas de aplicacidén pesticida de arsénico o
actividad bidtica (Davidson et al. 1985).

La exposicidon humana al arsénico a través del aire es generalmente muy bagja
y normalmente son concentraciones en el rango de 0.4 a 30 ng / m3 (WHO
1996) La absorcion de arsénico inhalado es entre 30 y 85 %, dependiendo de
las porciones relativas de vapor y materia particulada. USEPA estima que el
publico en general esta expuesto en un rango de aproximadamente 40 - 90
ng por dia por inhalacion. La cantidad de arsénico inhalado por dia es
alrededor de 50 ng o menos (asumiendo que cerca de 20 m3 de aire es

inhalado por dia ) en dreas contaminadas ( Pontius et al. 1994).



e) ORGANISMOS

PLANTAS. El arsénico es un elemento, el cual e: acumulado en tejidos
vivientes, desde su ingestion por algun organismo este es excretado muy
lentamente. La cantidad de arsénico en una planta, entonces depende casi
Unicamente de la canftidad de arsénico a que esta expuesta. Su
concentracién varia desde menos de 0.01 a 5 pg / g (peso seco) (Feed
Additive Compendium, 1975). Esto podria ocasionar que los animales sean
envenenados por consumir plantas que absorben residuos de arsénico de
suelos contaminados, debido a que el dafo a la planta ocurre antes de que
las concentraciones téxicas se presenten (Feed Additive Compendium, 1975).

ANIMALES. Asi como en las plantas, el arsénico se acumula en los tejidops
animales, variando la concentracién debido a las diferencias en la ingesta en
diferentes dreas. Entre los animales marinos, el arsénico se deposita hasta
niveles de 0.005 a 0.3 mg/kg en algunos moluscos y crustdceos ( Bowen, 1966).
Algunos mariscos pueden contener mds de 100 pg/kg de arsénico. El
promedio en el contenido de arsénico en los peces es de 0.54 pg/g
basdandose en el peso humedo, pero estos valores pueden aumentar hasta
77 ug/g en el aceite de higado del rébalo de agua dulce (Whitacre, 1972).

En mamiferos el arsénico se acumula en ciertas dreas del tejido ectodérmico,

principalmente en pelo y unas. Los animales domésticos generalmente

contienen menos de 0.3 pg/g en peso himedo (Smith 1964).

6



1.1.2 FUENTES ANTROPOGENICAS

Estas exceden en el ambiente a las fuentes naturales en una proporcion de 3
a 1 (Woolson, 1983), debido a que el humano al utilizar los recursos naturales
libera arsénico al aire, agua y suelo, ademds de afectar los niveles de arsénico

de plantas y animales. (Piver ,1983).

Los principales productores de arsénico fueron China, Rusia, Francia; México,
Alemania, Perd, Namibia, Suecia y E.U.A., contando con casi el 90% de la
produccién mundial (Nelson,1977). Durante los afos 70's, cerca del 80% del
consumo de arsénico fueron con propdsitos agricolas. En el presente esta
forma de uso ha disminuido . Aproximadamente, 97% del arsénico producido
era con fines de manufactura en la forma de arsénico blanco y el 3% restante
se uliizaba como metal para adiciones metalirgicas, en especial para
aleaciones de plomo y cobre (U.S., 1973).

a) Insecticidas

El arsénico fue principalmente usado para la preparaciéon de insecticidas y
pesticidas. En 1955, la produccién mundial de arsénico fue de 37,000 tons. De
esta cantidad, 10,800 tons. fueron producidas en los Estados Unidos, sin
embargo, su consumo doméstico se excedid de 18.,000 tons., utilizindose

principalmente como pesticida, en la forma de arsenato (Valle et al. 1960).

b) Herbicidas

Los arsenicales inorgdnicos, principalmente arsenito de sodio, fueron usados
desde 1890 como herbicidas, particularmente como esterilizantes de suelo no

selectivos (EPA, 1980).



c) Desecantes y Conservadores de madera

El dcido de arsénico ha sido usado extensamente como un desecante de
algodén durante muchos anos. 2,500 toneladas de dcido arsénico HiAsOq
fueron usados como desecantes de 1,222, 000 acres de algoddn en E.U. en
1964 (con una poblacién de cerca de 495.000 hab. ) (Fordyce et al. 1995)

El arsenato de cobre cromatado y el arsenato de cobre amoniacal en
combinacién son usados en el 99% de los conservadores de madera

arsenicales ( Perker, 1981).

d) Aditivos de alimentos
Muchos compuestos de arsénico son usados para aditivos en alimentos, tales
como H3AsO 4, dcido 3-nitro-4-hidroxi fenilarsénico, etc. Todos los dcidos
fenilarsénicos fueron usados para aditivos de alimentos por la Ley de Aditivos
de Alimentos de 1958 (Feed Additive Compendium, 1975).

1.1.3 FARMACOS

Las virtudes medicinales del arsénico han sido aclamadas por casi 2500 anos.
En Austria, los campesinos consumian una gran cantidad de arsénico para
suavizar y limpiar la piel, para engordar, para embellecer y darle lozania a la
figuray también para mejorar el problema de aliento (Sollman, 1957).

Preparaciones medicinales comunes, las cuales contienen arsénico, incluyen
la solucién de Fowler (arsenito de potasio), la solucion de Donovan (arsénico y
yoduros de mercurio), tabletas asidticas (triéxido de arsénico y pimienta
negra), soluciéon de Valagin (licor de cloruro de arsénico), cacodilato de
sodio, arfenamina (Salvarsan), neoarfenamina, hidrocloriuro de oxofernasina
(Marpharsen), artinol (Balarsen), acetarsona, triparsamida y carbasona.
(Vallee et al. 1960).



1.1.4 VENENOS

Los compuestos de asénico son famosos por ser potentes venenos y son
preferidos como agentes suicidas y homicidas. Precisamente la muerte de
Napoleén Bonaparte se cree que fue por envenenamiento por arsénico
(Marcelet, 1913).

1.2 EFECTOS TOXICOS

La toxicidad va a depender de la cantidad de arsénico ingerida, la cual esta
clasificada en toxicidad aguda, subaguda, y crénica respectivamente. No
obstante se ha encontrado evidencia de la tolerancia que pueden desarrollar
los humanos expuestos a una toxicidad aguda, después de estar expuestos al
metaloide de manera crénica (Vather et al. 1995). Sin embargo se ha
comprobado que el arsénico es un conocido carcinégeno humano
(International Agency for Reasearch on Cancer, 1987) . La mayor parte del
arsénico ingerido es excretado del cuerpo a través de la orina, heces, piel,
cabello, unas y aliento. Casi todos los érganos son afectados; pero los
sintomas clinicos aparecen insidiosamente después de 6 meses a 2 anos 0 mads

dependiendo de la cantidad de arsénico (Das et al. 1995).

La toxicidad aguda del arsénico esta relacionada a su forma quimica vy
estado de oxidaciéon. Un principio bdsicc es que la toxicidad aguda del
arsénico trivalente es mayor que la del arsénico pentavalente ( Hughes, 2002).
Por muchos afos se creyd que la toxicidad aguda del arsénico inorgdnico era
mayor que la del arsénico orgdnico y por lo tanto, la metilacién de arsénico
inorgdnico era una reaccién de destoxificacion. Este dogma fue sostenido
debido a que el dcido dimetilarsinico (DMA V), el principal metabolito

excretado de arsénico inorgdnico, es menos toxico que el arsénico



inorgdnico. Sin embargo, se ha enconfrado que un derivado del acido
monometilarsinico (MMA ) es mds tdxico que el arsenito. La mayor toxicidad
aguda de los intermediarios trivalentes metilados del arsénico sugiere que la

metilacion del arsénico no es solamente un mecanismo de destoxificacion

(Cullen et al.1989).

SUSTANCIA ESPECIE VIA DE LD 50 (MG
QUIMICA ADMINISTRACION AS/KG)
Triéxido de >
rs5hicH Ratén (m) Oral 26
hiondode Ratén (m) Oral 26 - 48
arsénico
fioxido de | gata (my h) Oral 15
arsénico
Arsenito Ratén (m) Intframuscular 8
Arsenito Hamster (m) Intraperitoneal 8
Arsenato Ratén (m) Inframuscular 22
MMA Il Hamster (m) Intraperitoneal 2
MMA V Ratén (m) Oral 916
DMA V Ratén (m) Oral 648
TMAQO V Ratén (m) Oral 5500
Arsenobetaina Ratén (m) Oral >4260

Tabla A. Toxicidad aguda del arsénico en animales de laboratorio (Hughes et

al. 2002) m = macho ; h = hembra

La toxicidad crénica del arsénico es la mas discutida en términos de sistemas
de érganos afectados: piel, higado, sistema nervioso, sistema cardiovascular y

sistema respiratorio ( Cebrian et al. 1983; Yeh et al. 1968).
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1.2.1 EFECTOS CUTANEOS.

Estudios en poblaciones de individuos expuestos a arsénico describen una
progresion inusual de cambios patolégicos en la piel. Seguido de una
exposicion inicial de aproximadamente de 8 al0 anos, individuos afectados
desarrollan alteraciones en la pigmentacién incluyendo ennegrecimiento
difuso en las dreas axilar e inguinal. Paraddjicamente al mismo tiempo, se
presentan areas definidas de despigmentacién epidérmica. Coincidiendo con
estas alteraciones de pigmentacién, la piel afectada se vuelve hiperpléstica y
acantotica, con una acumulacién excesiva de células escamosas.(Klimecki et
al. 1997)

Las hiperqueratosis arsenicales aparecen predominantemente sobre las
palmas de las manos y sobre la zona plantar de pies aunque el dorso de las
extremidades y del tronco pueden también presentarlas. Ocasionalmente las
lesiones pueden ser grandes (lcm aproximadamente) y pueden tener

apariencia nodular. ( Ratnam et al. 1992; Tay, 1974)

Sujetos expuestos a arsénico durante 5 a 10 afos desarrollan una presentacion
peculiar de la enfermedad de Bowen. Carcinoma de células basales puede
también ocurrir en este periodo de tiempo. Algunas de las lesiones de Bowen
en los siguientes 5 a 10 anos, pueden progresar a carcinoma de células
basales escamosas (SCC) (Zaldivar et al. 1981).

1.2.3 EFECTOS GASTROINTESTINALES

La eficiencia de absorcidon de los arsenicales inorgdnicos en el fracto
gastrointestinal depende de su solubilidad en agua. En exposiciones agudas o
subagudas el arsénico inorgdnico (Asi) puede generar alteraciones gdastricas

gue pueden ir desde dolor abdominal y diarrea hasta gastroenteritis
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hemorragica asociada al chogue. En exposiciones crdnicas a arsénico
generalmente los sinfomas gastrointestinales estdn ausentes. (Herndndez-
Lavala et al. 1998), aungue en ocasiones puede producir una ligera esofagitis,
gastritis, o colitis con malestar abdominal, anorexia, malabsorciéon y pérdida
de peso (Goebel et al. 1990).

1.2.4 EFECTOS EN EL DESARROLLO Y REPRODUCTIVIDAD

Por mas de 50 anos, es conocido que el arsénico inorgdnico cruza la barrera
placentaria y afecta el desarrollo fetal. Los arsenicales orgdanicos no parecen
atravesar la placenta de manera que son almacenados en ella (Squibb et al.
1983).

En un estudio realizado en Boston no se encontré una asociacién entre agua
de bebida con arsénico y defectos en el corazén congenitales, sin embargo si
fue notoria una asociaciéon con coartacién de la aorta. (Zierler et al. 1988)
Estudios epidemioldégicos de agua contaminada con arsénico indicaron la
presencia de arsénico en tejidos fetales. Explantes de cerebro fetal humano
expuestos a arsénico muestran disturbios en las enzimas del ciclo del glutatién,
en el desarrollo neuronal, generaciéon de especies reactivas de oxigeno vy
apoptosis (Chattopadhay et al. 2002).

En modelos experimentales usando ratas ingiriendo agua con niveles
variables de arsénico durante gestacion, se observaron necrosis y apoptosis,
asi como incremento en la generacién de oxido nitrico (NO), especies
reactivas de oxigeno (RQOS), peroxidacion de lipidos y disminucion del
contenido de glutation. (Chattopadhay et al. 2002), conduciendo a un

incremento en la incidencia de abortfos.



Debido a la pérdida de proteinas, en general de las enzimas responsables
para el balanceo de la generacién y degradacion de NO y ROS son inhibidas
a causa del arsénico, se ha observado disminucién en el crecimiento de la
matriz (Chattopadhay et al. 2002).

Algunos investigadores encontraron que bebes nacidos de mujeres expuestas
a polvo de arsénico durante el embarazo presentaban una alta incidencia
de malformaciones congenitales, asi como peso por debajo del promedio. La
incidencia de abortos espontdneos en mujeres quienes vivian cerca de una
fundidora de cobre en Suecia tiende a disminuir conforme a la distancia.
Estudios han reportado un aumento en el nimero de abortos espontdneos
causados por la arsina entre mujeres que trabajaban en una industria de

semiconductores (Nordstrom et al. 1979).

1.2.5 EFECTOS RESPIRATORIOS

Humanos expuestos de manera natural y ocupacional a arsénico inorgdnico
experimentan laringitis, bronquitis, rinitis, faringitis, sonidos del pecho,
congestién nasal asi como perforacién del septum nasal (Milton et al. 2001)

1.2.6 EFECTOS PULMONARES

Borgono et al. reportaron que 38.8 % de 144 sujetos con pigmentacion de la
piel anormal estaba acompanada de tos crénica, comparada con 3.1% de
36 sujetos con piel normal en un estudio de 180 residentes de Antofagasta.

En un estudio de arsénico en el agua de bebida en el este de India, Guha
Mazumder et al. notaron una queja de tos en 89 (57%) de 156 pacientes con

hiperpigmentacién arsenical.



Pruebas de la funcidn del pulmon dirigidas en 17 de estos pacientes mostraron
senales de enfermedad pulmonar restrictiva en 9 (53%) y enfermedad

obstructiva y restrictiva combinada en 7 pacientes (41%).

1.2.7 EFECTOS CARDIOVASCULARES

Tanto el corazén como el arbol arterial periférico comunmente manifiestan
efectos de toxicidad por arsénico, observédndose de esta forma
anormalidades cardiovasculares, enfermedad de Raynaud, infarto al
miocardio, depolarizacién miocardial, armitmias cardiacas, engrosamiento de

vasos sanguineos y su oclusién, asi como enfermedad del pie negro.

Estudios en Taiwdn demostraron mas claramente que la exposicidon a arsénico
via agua de bebida esta asociada con enfermedad del pie negro, con una
significativa relacién exposicidn-respuesta asociando la duracién y el nivel de
exposicion de los efectos observados, lo cual es caracterizado por una-
pérdida progresiva de circulacién en las manos y en los pies, conduciendo a
la formacién de gangrena severamente dolorosa en las extremidades
(particularmente del dedo gordo del pie), seguida de la amputacién
necesaria del miembro ( Dixon et al 1997; Nagvi et al. 1994).

Zaldivar et al. reportaron numerosos casos de infarto al miocardio vy
engrosamiento arterial en nifos quienes consumian agua conteniendo 0.60

mg de As 1 -1,

La forma extrema vy la alta prevalencia de enfermedad del pie negro
encontrada en Taiwdn no es observada en otras regiones. Es probable sin
embargo, que oftros factores, tales como malnutricion o exposicion

concurrente, jueguen un papel en la patofisiologia de la enfermedad. En



contraste, hay evidencia limitada de una asociacién entre la exposicion a
arsénico y enfermedad cerebrovascular. Estudios en Taiwdn muestran un
elevado riesgo de muerte derivada de enfermedad cerebrovascular por

elevada exposicion al arsénico (WHO 2001).

Por su parte Chen et cols. sugirieron que la exposicidon a arsénico a largo
término puede inducir hipertensién en humanos, al igual que Rahaman et cols.
quienes reportaron hipertensién en personas afectadas por arsénico en

Bangladesh.

1.2.8 EFECTOS HEMATOLOGICOS

El sistemma hematopoyético es también afectado por una exposicion al
arsénico a corto y largo término. Anemia (normocitica normocrémica,
aplastica y megalopldastica) y leucemia (granulocitopenia, trombocitopenia,
mielodisplasia) son los efectos comunes de envenenamiento y es reportado
como resultado de exposiciones orales de manera aguda, intermedia vy
crénica (Armstrong et al. 1984). Estos efectos pueden ser debidos a efectos
hemoliticos o citotdxicos directos en las células rojas y a una supresién en la
eritropoyesis. Altas dosis de arsénico son reportadas como la causa de

depresidon en la médula ésea en humanos (Lerman et al 1980).

Winski y Carter examinaron el efecto de arsenito inorgdnico y arsenato en la
morfologia del eritrocito humano en un modelo in vitro. Ellos estimaron que los
eritrocitos son al menos 1000 veces mds sensibles a arsenato que a arsenito.

El mecanismo de hemédlisis involucra disminucion de GSH intracelular,
resultando en oxidacién de grupos sulfhidril en la hemocianina de Fe 2* a Fe 3+

en ratones y ratas.



1.2.9 EFECTOS HEPATICOS

Desde que se tiene conocimiento que el higado tiende a acumular arsénico
con exposiciones repetidas, la implicacion hepdtica es reportada mas
comunmente como una complicacién de exposiciones cronicas en periodos
de meses o anos. La acumulacion del arsénico se da de manera significativa
en el higado. Una importante caracteristica de toxicidad crénica es una
forma de fibrosis hepdatica que causa hipertension portal, pero no progresa a

cirrosis (Nagvi et al. 1994).

Los exdmenes histopatolégicos del higado en individuos crénicamente
expuestos a elevadas concentraciones de As (0.2-2.0 pg/L) muestran la
presencia de fibrosis' en el tracto portal que ocasionalmente causan
hipertensién y sangrado de varices esofdgicas (Mazumder et al. 1988). Otras
alteraciones comUnmente asociadas a la intoxicacién por arsénico son cirrosis

(Lin y Chen, 1986), y angiosarcoma (Falk et al. 1981).

El arsénico de manera cronica induce cambios hepdticos incluyendo cirrosis,
hipertensién portal sin cirrosis, degeneracion grasa y neoplasia hepdtica
primaria. Los pacientes pueden recurrir a la atencion médica con pérdida de
sangre por varices esofageal, ictericia, dano mitocondial, funciones
mitocondriales danadas y del metabolismo de la porfirina (Guha 2001; Santra
et al. 1999; Nagvi et al. 1994), congestién, infiltracién grasa, colangitis,
colecistitis e higado crecido (Chakraborty et al. 1987; Ding et al. 1987). El
andlisis de sangre algunas veces muestra niveles elevados de enzimas
hepaticas, infiltracién grasa hepdtica y cirrosis del higado de pacientes que
usaron solucién de Fowler (Franklin et al. 1950). No hay evidencia de disfuncion
hepdtica ce numerosos trabajadores expuestos a polvo de arsénico por

inhalacién (lde et al.,1988).
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1.2.10 EFECTOS RENALES

Como el higado, el rindn acumula arsénico inorgdnico durante exposiciones
repetidas. Los rinones son la principal ruta de excrecidén del arsénico, asi como
el sitio principal de conversién del arsénico pentavalente (Armstrong et al.
1984). En humanos, los rinones parecen ser menos sensibles al arsénico que la
mayoria de los otros érganos. Los efectos de organoarsenicales en el sistema
renal humano no son reportados. Los sitios de dano por arsénico en el rindn
incluye capilares, glomérulo y tidbulos, lo cual conduce a hematuria y
proteinuria (Clarkson et al. 1991), oliguria, shock y deshidratacién con un riesgo
de falla renal (Giberson et al. 1976), necrosis cortical y cdncer (Hopenhayn-
Rich et al. 1998).

1.2.11 EFECTOS NEUROLOGICOS

Numerosos estudios indican que la ingestién de arsénico inorgdnico puede
resultar en dafo neuronal. Una exposicién alta aguda ( 1 mg As Kg-1 por dia o
mds) causa encefalopatia con sintomas como dolor de cabeza, letargia,

confusién mental, alucinacion, ataques y coma (Grantham, 1977).

Exposiciones crénicas e intermedias (0.05-0.5 mg As/ kg por dia) causan
neuropatia periférica simétrica, la cual comienza como adormecimiento de
las manos y pies pero después puede degenerar en una sensacién dolorosa
de hormigueo (Wagner et al. 1979), nervio frenico bilateral asimétrico y
neuropatia periférica de neuronas sensoriales y motoras causando dolor,

pérdida de reflejos y debilidad muscular (Morton et al., 1989; Base et al. 1994).



1.2.12 EFECTOS INMUNOLOGICOS

Los efectos en el sistema inmune por inhalacion de arsénico no han sido bien
estudiados. No se han detectado anormalidades en los niveles de
inmunoglobulinas en el suero de trabajadores expuestos a arsénico en una
planta de combustion del carbdén (Benko et al. 1988). A bajas dosis de arsenito
(2 X 10¢ M) y arsenato (5 X 10¢ M), en un cultivo de linfocitos humanos su
estimulacién con fitohemaglutinina es incrementada 49% con arsenito y 19%
con arsenato, pero a altas dosis de asenito (1.9 X 10-> M) y arsenato (6 X 104 M)
la estimulacién es completamente inhibida con un dafo a la respuesta
inmune (McMabe et al. 1983).

En un estudio readlizado por Gonsebatt et al. en el cual se comparé la
habilidad de replicacién de los linfocitos en 33 individuos consumiendo agua
con una concentracién de arsénico de 37 pg | !, el conteo de linfocitos de
sangre periférica de los sujetos expuestos al metaloide se encontrd

ligeramente incrementado a los controles.
1.2.13 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus ha sido asociada con el agua de bebida expuesta a
arsénico. Lai et cols. calcularon la relacidn entre la ingestion de arsénico
inorgénico y la prevalencia de diabetes mellitus en 891 adultos residentes en
el sur de Taiwdn. Este estudio encontré que residentes er el area endémica

tienen un incremento dos veces mayor en la incidencia de diabetes mellitus.

Tsai et cols. reportaron un exceso en la mortalidad por diabetes entfre la
poblacion expuesta a arsénico. La incidencia de diabetes mellitus en

habitantes de areas endémicas en Taiwan esta relacionaca con la exposicion



acumulativa al arsénico en el agua de beber. Rahman et al. utilizaron la
presencia de queratosis como un indicador de la exposicion al arsénico y
mostrd un elevado riesgo para la diabetes en personas expuestas al arsénico
en el agua de beber en Bangladesh. Dos estudios ocupacionales
encontraron un asociacioén entre la exposicion al arsénico y diabetes mellitus

entre frabajadores del vidrio en Bangladesh (Rahman et al 1996).

1.2.14 GENOTOXICIDAD

El arsénico, como se ha visto, no se distingue por ser un mutdgeno puntual en
ensayos estandar. El arsenito de sodio no es mutagénico en cepas de
Escherichia coli triptéfano * revertientes o células de ovario de hamster chino

(Rossman et cols. 1980)

Se han observado en células de hamster embridon (Kochhar et al, 1996; ; Lee et
cols. 1985; Rossman et al, 1980), en linfocitos humanos (Jha et al. 1992), en
hepatocitos humanos (Ramirez et cols. 2000), y fibroblastos (Donj et cols. 1993)
aberraciones  cromosomicos, entrecruzamientos DNA-proteinas, e
intercambios de cromatides hermanas, después de la exposicidn a arsénico

inorgdnico.

La inhibicidn de la reparaciéon puede ser un mecanismo bdsico para la
comutagenicidad y presumiblemente la cocarcinogenicidad del arsénico.

Las aberraciones cromosoémicas son caracterizadas por rompimientos,
fragmentaciéon y pérdida de cromatides, endoreduplicacién y rompimientos
cromosomicos. Estos efectos son dosis-dependiente y el arsenito es mds
potente que el arsenato (Hughes et al. 2002), sin embargo el DMA es
genotdxico en mamiferos y células humanas y el MMA es menos potente que

el DMA, y el TMAO es mas potente en la induccion de arresto mitdtico y
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tetraploidias. Esto sugiere que la alta toxicidad mitética reportada por los
organoasenicales en algunos estudios es una funcidn de sus efectos de

interrupcién en la organizacién microtubular de la célula. (Mandal et al. 2002)

Los arsenicales orgdnicos pentavalentes son genotdxicos en células (V79) de
pulmén de hamster chino (Eguchi et al. 1997) y células de pulmén humanas
(Tezuka et cols. 1993), pero requieren dosis muchos mdas altas que los
arsenicales inorgdnicos. Los efectos incluyen exceso de tetraploidias (DMA V,
TMAQ V), arresto mitético (MMA V, DMA V y TMAQO V), cortes en la cadena
sencilla de DNA (DMA V), y entrecruzamientos DNA-proteinas (DMA V).

Mass et cols. (2001) mostrdé que los arsenicales trivalentes, MMA Il y DMA Il son

genotéxicos directamente. El DMA Il y el MMA Il danan linfocitos humanos, y
son 386 y 77 veces mds potentes, respectivamente, que el arsenito.
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CAPITULO II

ARSENICO

2.1 METABOLISMO DEL ARSENICO

El metabolismo del arsénico tiene un papel importante en sus efectos toxicos.
El arsénico que ingresa al cuerpo por ingestién es rapidamente absorbido
hacia el torrente sanguineo y transportado principalmente al higado. En este
érgano, los compuestos de arsénico mds comunmente conocidos, arsenato y
arsenito (los cuales son las formas aniénicas del dcido arsénico y dacido
arsenoso, respectivamente] son metilados a dos derivados, el dacido
monometilarsinico (MMA) y el dcido dimetilarsinico (DMA) los cuales junto con

la especie no metilada son excretados en la orina (Vahter, 2002).

Muchas, pero no todas las especies de mamiferos metilan arsénico
inorgdnico. Enire poblaciones de humanos existe una diversificacién en el
indice de metilacién de arsénico inorgdnico y en algunas poblaciones étnicas
como los Atacamenos se han encontrado casos de tolerancia a altas
concentraciones (Vather, 1995). Esta seleccidén biolégica de tolerancia al As

puede estar basada en la prevalencia, en esas regiones, de la enfermedad

de Chagas, ocasionada por Tripanosoma cruzi, el cual es muy sensible al As
(Hopenhayn-Rich et al. 1996).

El arsénico inorganico es metabolizado por un proceso secuencial
involucrando una reduccion de arsénico pentavalente a arsénico trivalente,
seguido de metilacién oxidativa a arsénico orgdnico pentavalente (Thomas et
al. 2001). La reduccién puede ocurrir no enzimaticamente en presencia de un
tiol, tal como glutatiéon. Sin embargo, el arsenato en el higado humano vy
reductasas dcido monometilarsenato MMA VvV han sido parcialmente

purificados y la Ultima enzima fue una glutation-S-transferasa. La metilacién del
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arsénico es enzimdtica, requiriendo S-adenosilmetionina (SAM) y una

metiltransferasa (Aposhian et al 2000).

El metabolito predominante del arsénico inorgdnico, el acido dimetilarsinico
((CH 3) 2 As ¥ O (OH)), es rapidamente excretado por la mayoria de los
mamiferos. El éxido trimetilarsino (TMAO, ((CH 3 ) 3 AS ¥V O)) es el producto final

en la figura A, pero se encuentira en muy bajas cantidades en la orina.

Por muchos aros, el dacido monometilarsenoso (MMA ' ) y el dacido
dimetilarsinoso (DMA ) fueron propuestos como intermediarios en el
metabolismo del arsénico. Recientemente, el MMA Il y el DMA Il fueron
detectados en la orina de humanos crénicamente expuestos a arsénico
inorgdnico en el agua de bebida y la bilis de ratas a las que se les administrd
arsénico intravenosamente (Aposhian et al. 2000; Del Razo et al. 2001)

AsVO (OH)3+2e— As" (OH) 3+ CH3*==> CH3AsVO (OH)2+2e—>

CH3AsM(OH) 2+ CHa* == (CH3)2AsYO (OH) +2e-—= (CH3)zAsll

OH +(CH3)3AsvVO

Fig. A Metabolismo del arsénico (Hughes,2002)
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2.2 MECANISMO DE TOXICIDAD DEL ARSENICO PENTAVALENTE

El arsenato puede remplazar fosfato en muchas reacciones biogquimicas
debido a su estructura y propiedades similares (Dixon,1997). El arsenato
desacopla in vitro la formacién de adenosin-5'-trifosfato (ATP) por un
mecanismo de arsendlisis. A nivel de sustrato, la arsendlisis puede ocurrir
durante la glicdlisis. En un paso de la ruta glicolitica, el fosfato es unido
enzimdticamente a D-gliceraldehido-3-fostato para formar 1,3-bifosfo-D-
glicerato. El arsenato puede remplazar fosfato en esta reaccion para formar
el anhidrido 1-arsenato-3-fosfo-D-glicerato. Sin embargo, este anhidrido es
inestable y se hidroliza a arsenato y 3-fosfoglicerato. La baja estabilidad del
anhidrido arsénico puede ser debida al largo de la unién As-O, la cual es
aproximadamente 10% mdas larga que la unién P-O. El ATP es generado

durante glicdlisis en la presencia de fosfato, pero no de arsenato (Dixon, 1997).

A nivel mitocondrial, la arsenolisis puede ocurrir durante fosforilacién oxidativa.
L-adenosih a S'-difosfato-arsenato  es  sintetizada por  particulas
submitocondriales de adenosin-5'-difosfato (ADP) y arsenato en la presencia
de succinato. Tanto a nivel de sustrato como a nivel mitocondrial, la asendolisis
disminuye in vitro la formacioén de ATP por el remplazo de fosfato con arsenato

en las reacciones enzimdaticas (Gresser, 1981).

El arsenato puede también remplazar los fosfatos en el DNA y esto ocasiona la
inhibicion de los mecanismos de reparacion del DNA. Tal accion puede
explicar la clastogenicidad del arsénico, debido a que una unidn
arsenodiester es mas débil que la unidn fosfodiester normal. Sin embargo, no
hay evidencia directa que muestre que el arsenato es incorporado en el DNA

(Aposhian et al 2000).
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Figura D. Arsendlisis (Mandal et al., 2002)
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2.3 MECANISMO DE TOXICIDAD DEL ARSENICO TRIVALENTE

Grupos funcionales especificos en enzimas, receptores o coenzimas, tales
como fioles o sulfihidrilos cercanos, juegan un papel principal en la actividad
de estas moléculas. Los arsenicales trivalentes facilmente reaccionan in vitro
con moléculas que contienen un grupo tiol como GSH y cisteina (Scott et al.
1993).

La unién a proteinas in vitro ocurre principalmente con MMA ' y DMA ' que
con las formas orgdnicas pentavalentes. El arsenito tiene una mayor afinidad
a los ditioles que a los monotioles. La unién del arsénico trivalente a grupos tiol
importantes puede inhibir eventos bioquimicos importantes lo cual puede
provocar toxicidad. Sin embargo, la unién de arsenito a sitios no esenciales en

proteinas puede ser un mecanismo de toxicidad (Aposhian et al. 2000).

La piruvato deshidrogenasa (PDH) es un complejo multi-subunidad que
requiere el cofactor acido lipoico, un ditiol, para actividad enzimatica (Peters,
1955). El arsenito inhibe PDH, tal vez, debido a la unién al acido lipoico (fig. E).
Se ha demostrado que el MMA il es un inhibidor mds potente de la PDH que el
arsenito. La PDH oxida piruvato a acetil-CoA, un precursor para los
intermedarios del ciclo del acido citrico. El ciclo del acido citrico degrada los
intermediarios, y esto provee equivalentes reduciendo el sistema de transporte
de electrones para la produccion de ATP. La inhibicién de PDH puede llevar a
la disminucion de ATP. También, los intermediarios del ciclo del acido citrico

pueden ser usados en la gluconeogénesis (Szinicz y Forth, 1998).

La fuerte union entre el iAs Il y el sulfuro puede ser la razon por la cual el
arsénico se acumula en la queratina de cabello y unas. Se ha propuesto que
el arsénico trivalente forma una estructura de anillo con los ditioles vecinos de

la queratina en el cabello | Peters et al. 1955). El arsénico inhibe enzimas, tales



como piruvato oxidasa, aminodcido-S-oxidasa, colina oxidasa y transaminasa.
Aungue el iAs Il es la forma mas toxica, el iAs V como el arsenato puede

interrumpir las reacciones al competir con el fosfato.

Arsenicales trivalentes metilados como MMA ! son potentes inhibidores de la
GSH reductasa vy tioredoxin reductasa. La inhibicién puede ser debida a la
interaccion del arsénico frivalente con grupos tiol importantes en esas
moléculas. La actividad de arsenicales trivalentes metilados es mayor que la
del arsenito, MMA Y y DMA V. La inhibicién de esas enzimas puede alterar

estados redox y eventualmente llevar a citotoxicidad (Styblo et al 1997).

5 HS — Gz - /s—c%

-O— AS\ + C|H2 O— As CH2
O HS —CH > \ /
| — (]‘,H
(CH2)s4
Arsenito I (CH2)4
E=0 |
T°
Proteina Proteina
Proteina- Ac. dihidrolipoico Proteina inactivada

complejada con iAs !

Figura E. Inhibicién de piruvato deshidrogenasa por arsenito (Mandal et al.,

2002).



CAPITULO 1l

ADUCTOS ADN-PROTEINAS

3.1 ESTIMACION DE RIESGO

El modelo convencional para llevar a cabo evaluaciones de riesgo (Alatorre
R, 1997) consta de cuatro fases : a) identificacién del peligro, b) evaluacién
de la relacién dosis-respuesta, c) evaluacién de la exposicion y d)

caracterizacién del riesgo (Alatorre, 1997; IARC 1992).

a) Identificacién del peligro

Incluye la recolecciéon y evaluaciéon de datos sobre el tipo de dafos en la
salud o de enfermedad que puede producir una sustancia y acerca de las
condiciones de exposicidn en que se manifiesta el dano o la enfermedad
(Alatorre, 1997; IARC 1992).

b) Evaluacién de la relacién dosis-respuesta

El siguiente paso en la evaluacién de riesgos es la estimacién de la relacion
dosis-respuesta para varias de las formas de toxicidad que pueden tener una
determinada sustancia (Alatorre, 1997; IARC 1992).

c) Evaluacién de la exposicion

En esta etapa incluye la estimaciéon de la cantidad de individuos expuestos a

determinado agente ambiental asi como de la magnitud, duracion vy

frecuencia de la exposicion (Alatorre, 1997; IARC 1992).



e) Caracterizacion del riesgo

Consiste en el andlisis de la informacidn obtenida en los pasos anteriores. Para
ello, no solamente se deben tomar en consideracion las estimaciones de
riesgo realizadas para unas consideraciones especificas de exposicion sino
que se deben especificar las limitaciones de los supuestos de los que se partid
y las incertidumbres cuantitativas y cudlitativas que hayan surgido a lo largo
de todo el proceso. (Alatorre, 1997; IARC,1992)

3.2 BIOMARCADORES

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

través de indicadores o biomarcadores ( Ramirez, 2000).

Los marcadores bioldgicos o biomarcadores son los cambios medibles, ya
sean estos bioquimicos, fisioldgicos o morfoldgicos, que se asocian a la

exposicién a un téxico (Universidad de Arizona, Centro de Toxicologia).

Los biomarcadores se utilizan para:
1) detectar la presencia de una exposicion.
2) determinar las consecuencias biolégicas de la exposicion.
3) detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patolégico.
4) identificar a los individuos sensibles de una poblacion.

5) fundamentar la decision de intervenir, tanto a nivel individual como

ambiental.



En el diseno de una rutina de muestreo es necesario considerar lo siguiente:
1) especificidad y sensibilidad del biomarcado.
2) dificultad de muestreo.
3) cinética de la formacion del biomarcador y estabilidad.

Los biomarcadores mas UOtiles son los que se pueden obtener menos

invasivamente, por eso es que se prefieren los que se encuentran en sangre.

A continuacién se describen varios tipos de biomarcadores :

3.2.1 Marcadores internos de dosis

Indican que el téxico ha entrado al organismo. Proporcionan informacién
cuantitativa sobre la exposicion y corroboran el ingreso de tdxicos al
organismo. Son los resultados de la dosimetria interna, o sea la concentracion
de los xenobidticos y sus metabolitos en los medios bioldgicos (Universidad de
Arizona, Centro de Toxicologia).

3.2.2 Marcadores de dosis bioclogicamente efectivas

Indican que el téxico ya ha producido daiios en el organismo. Son los
compuestos de adicion estables que forman el téxico o sus productos de
bioactivacién con los acidos nucleicos y proteinas (Universidad de Arizona,
Centro de Toxicologia). Cuando se encuentran compuestos de adicion del

ADN se puede concluir lo siguiente:
1 que el téxico ha llegado a su blanco

2 que ha reaccionado con él y que probablemente ha producido una

lesion la cual puede ser reparada o conducir a un dano permanente
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Los productos de la bioactivacién normalmente tienen una vida media muy
corta y es dificil medir directamente su concentracion. En este caso se
determinan los marcadores de dosis bicldgicamente efectivas que producen.
Los compuestos de adicién de hemoglobina y albumina son biomarcadores
de dosis bioldgicamente efectivas muy convenientes debido a que se pueden
obtener facilmente de la sangre (Universidad de Arizona, Centro de

Toxicologial).

3.2.3 Marcadores de respuesta bioldgica

Representan estados avanzados del proceso de dano. Son mds persistentes y
a menudo representan alteraciones genéticas. Ejemplos de estos son las
mutaciones de ciertos oncogenes y los intercambios entre cromatides

hermanas (Universidad de Arizona, Centro de Toxicologia).

3.2.4 Marcadores de enfermedades

Son manifestaciones preclinicas o tempranas de enfermedades, representan
el dltimo paso antes de que se establezca la enfermedad que produce la
exposicion. Los pdlipos en el colon son un marcador de enfermedad ya que la

continuacién de la exposicidon puede conducir a la generacién de un cdncer.

3.2.5 Marcadores de susceptibilidad

Se utilizan para identificar a los individuos mds susceptibles a dafos en una
poblacion. Algunos individuos tienen probabilidades mdas altas que otros de
recorrer completo el camino exposicion-enfermedad. Esto se puede deber a
que tienen mds activos los procesos de bioactivacion o a que tienen

disminuidas sus capacidades de destoxificar, de excretar o de reparar danos.

L
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Ejemplo de un marcador de susceptibiidad es la actividad de la
N-acetiltransferasa (NAT). Los individuos con una alta actividad NAT tienen un
riesgo mds alto si son expuestos a los compuestos que son bioactivados por
NAT (por ejemplo 2-aminofluoreno). (Universidad de Arizona, Centro de

Toxicologia).

Los biomarcadores son muy Utiles, pero es necesario validar la relacion entre el
nivel del biomarcador y la exposicion. Los marcadores de respuesta bioldgica
y de enfermedad no pueden identificar el téxico que produjo el dano, pero si
indican al investigador qué el dano ha ocurrido y es necesario iniciar la

intervencién (Universidad de Arizona, Centro de Toxicologial).
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Cuando un organismo se expone a un agente toxico

TIEMPO EXPOSICION

El agente es

ndicadores

Dosis interna de
exposicion

absorbido y

metabolizado

Dosis bioldgicamente
activa

Mecanismo de
accioén

Indicadores
de
efecto

Efecto bioldgico
de efecto

Funcion biolégica alterada

Enfermedad

Figura E. Biomarcadores de exposicion y efecto. Los indicadores de exposicion
nos van a senalar que un téxico se ha intfroducido en el organismo a través de
la cuantificacion de su presencia en algun érgano o tejido, mientras que los
indicadores de efecto nos senalan que el tdxico ha provocado un cambio

medible u observable por medio de uno o diferentes mecanismos de accion.



3.3 ADUCTOS ADN-PROTEINAS COMO BIOMARCADORES

En las células, el ADN esta fuertemente asociado con una variedad de
proteinas, en la cromatina el ADN se encuentra en un complejo con histonas y
muchas proteinas no histonas diferentes, que sirven tanto para mantener la
organizacion estructural del material genético, asi como para coordinar los
procesos celulares incluyendo replicacion, reparacién, recombinacion vy

transcripcién (Minko et al. 2001).

Investigaciones en células de mamifero iradiadas muestran dos efectos de las
proteinas: 1) Protegen al DNA de rompimiento de la cadena; 2) Se
entrecruzan covalentemente con el DNA (Distel =t al., 2002). Muchos
compuestos endogenos (ej. metabolitos de peroxidacion de lipidos) asi como
agentes ambientales son reactivos con el DNA vy las proteinas, produciéndose
de esta forma enlaces covalentes entre estos dos tipos de macromoléculas
(Minko et al. 2001).

Los entrecruzamientos ADN-proteinas (DPC's) representan una forma
relativamente abundante de dano al ADN haciéndose esto evidente en datos
indicando que el nivel de DPC's en eritrocitos humanos se encuentran en un
rango de 0.5 a 4.5 por 107 bases (Voitkun et al. 1999). Una acumulacién de
DPC's relacionada a la edad se observd en érganos de ratén (lzotti et al.
1999). sosteniendo la hipdtesis de que los mecanismos oxidativos contribuyen

a la formacién de este dano al ADN (Kulcharyk et al. 2001).

Los niveles de DPC's han sido propuestos como un indicador de efectos
bioldgicos tempranos debido a que se ven dramaticamente incrementados
después de la exposicion de una variedad de agentes quimicos, incluyendo
luz UV. ( Shetlar 1980), radiacion ionizante (Oleinick et al., 1987),

f-propiolactona (Nietert et al. 1974), aldehidos (Voitkun et al.,1999).arsenito
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(Ramirez et al. 2000), nitrilotriacetato férrico ( Toyokuni et al., 1995), asi como
agentes quimioterapeuticos, tales como cisplatino (Miller et al.,, 1991). La
exposicidon a numerosos agentes inductores de DPC's llevan el riesgo de
producir efectos genotdxicos y carcinogénicos, y algunos agentes, como
formaldehido, sus efectos mutagénicos primarios se creen que son mediante
la formacién de DPC's (Casanova et al., 1991).

El arsénico es reducido y metilado principalmente en las células del higado a
través de una serie de reacciones que requieren glutatiéon intracelular (GSH),
generando un numero de formas intermediarias reactivas, que pueden llevar
a la formacién de DPC's (Styblo et al., 1995). Para investigar y caracterizar los
mecanismos de carcinogenicidad del arsénico, se han cuantificaron los DPC
de células hepdticas humanas WRL-68 fratadas con arsenito, probando la
posibilidad que citoqueratinas o proteinas similares a citoqueratinas, debido a
su alto contenido de grupos tiol (SH), puedan participar en estos
entrecruzamientos. Por inmunoblott se identificaron numerosas citoqueratinas
involucradas en los entrecruzamientos con el ADN, incluyendo la citoqueratina
18 (CK18), un filamento intermediario especifico del higado. Asi mismo se
encontré que la formaciéon de DPC esta relacionada linealmente al arsénico
intracelular, indicando que esto representa el efecto de la dosis intracelular de
As (lll). Debido a que la formacién de DPC es dependiente de la presencia de
arsenito podria ser usada para estimar la dosis efectiva y el dafo temprano
(Ramirez, 2000).

Existen estudios de quimicos industriales como acetaldehido, diepoxibutano,
paraformaldehido, y arsenito, en los que se ha encontrado una produccién
de DPC, originada por estos agentes en cultivos de células humanas de
linforna, encontrandose un incremento significativo a concentraciones

citotéxicas (Costa, 1997).



La presencia de los DPC después de la exposicion a estos agentes podria
indicar dificultades en la eficiencia de los mecanismos de reparacion, ya que
estos entrecruzamientos de no ser removidos, estarian presentes durante la
replicacion del ADN, causando pérdida del material genético. Varios estudios
indican la asociacién de los DPC con rompimiento de las cadenas de ADN,
intercambio de cromdatides hermanas, transformacion celular y aumento de la
citotoxicidad, eventos cruciales en la carcinogénesis (Fornace et al. 1982;
Bradley et al. 1979).

Cuando los DPC son inducidos por agentes como el cromato, son
relativamente persistentes en las células y no se reparan rdpidamente
(Tsapakos et al. 1983), mientras que cuando los DPC son generados 'por el
formaldehido o la radiacién ionizante los entrecruzamientos son menos
estables y se reparan mas facilmente (Oleinick et al. 1985; Speit et al 2000).

Por otra parte, cuando el arsenito es removido de las células WRL-68 se
encuentra una remocién o disminucion en los niveles de DPC relacionados a
la dosis. La remocién eficiente de DPC a bajas dosis sugiere la induccién de los

mecanismos de reparacién (Ramirez et al. 2001).

Las rutas bioquimicas para el reconocimiento y reparacién de estas lesiones
no son bien entendidas, debido, en parte, a las dificultades metodoldgicas en

encontrar el sitio especifico de union de estos DPC (Minko et al. 2001).

Desde el reconocimiento del significado biolégico de los DPC, hay datos muy
limitados acerca de su reparacién. Andlisis de datos generados de cultivos
celulares revelaron la existencia de mecanismos de remocién de DPC activos,

sugiriendo mas de una ruta de reparacion involucrada (Fornace et al. 1982).
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Debido a la amplia especificidad de sustrato hacia una variedad de lesiones
de DNA, la reparacion de escision de nucledtido (NER) ha sido propuesta
como potencialmente responsable de la remocion de los DPC, la cual
procede inicialmente a través de una ruta de degradacién proteolitica
(Quievryn et al. 2000). La reparacién de escision del nucledtido puede reparar
el dano causado por grandes cambios en la estructura de la doble hélice del
ADN, tales como las reacciones covalentes de las bases del ADN con grandes
hidrocarburos (ej. benzo(a)pireno), asi como dimeros de pirimidina (T-T, T-C, y
C-C) causados por la luz solar. En esta ruta un gran complejo multienzimatico
reconoce la distorsion en la doble hélice del ADN, se lleva a cabo el
desenrrollamiento del ADN alrededor del sitio danado, el complejo nucleasa
multiproteina incide en los lados 5' y 3' de la cadena Iesionoda; se remueve el
fragmento conteniendo la lesidn , y por Ultimo se lleva a cabo la sintesis y
ligacién para formar un parche de aproximadamente 30 nucledtidos (Minko
et al. 2001).

Existen estudios que apoyan el interés por proponer a los DPC como
biomarcadores en la exposicion a carcindgenos, debido a que son
detectables a bajas dosis de agentes contaminantes o quimioterapéuticos
(Fang-Yang W. et al. 2002). En el caso del formaldehido, los DPC se han
detectado en concentraciones no citotéxicas o carcinogénicas y representa
uno de los efectos genotdxicos primarios en tejidos blanco (Casanova et al.
1994). En cuanto al cromo, elemento carcindgeno, existen datos
experimentales que permiten proponer a los DPC como biomarcador de
exposicion, debido a que se ha encontrado una correlacion positiva entre el
nivel de exposicion a este agente y el incremento de cdncer de pulmédn
(Hughes et al. 1994). Por su parte Fang-Yang Wu propone que el incremento
de los valores de DPC pueden ser utilizados como un biomarcador de riesgo

de cancer de mama.



CAPITULO IV

DISENO EXPERIMENTAL

4.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Son pocos los estudios dirigidos a investigar los aspectos citotdxicos de los
entrecruzamientos ADN-proteinas inducidos por agentes ambientales,
especialmente por metales o metaloides, ademds de contemplar la relacién
existente entre la presentacién de estos efectos y las caracteristicas de cada

elemento.

Diversos estudios senalan la capacidad del arsénico para produci
entrecruzamientos ADN-proteinas (Costa et al., 1996; Ramirez et al. 2000). Estos
entrecruzamientos podrian ocurrir con algunas proteinas de la matriz nuclear
y/o celular, originando el dano cromosémico observado in vivo e in vitro. Se
sabe que el metabolismo del arsénico tiene un papel importante en sus
efectos téxicos. El arsénico ingresa al cuerpo por ingestion siendo
rdpidamente absorbido hacia el torrente sanguineo y transportado
principalmente al higado en este érgano, los compuestos de arsénico mads
comunmente conocidos, arsenato y arsenito, son metilados a dos derivados,
el dcido monometilarsinico (MMA) y el dcido dimetilarsinico (DMA) los cuales
junto con la especie no metilada son excretados en la orina (Hughes et al.
2002).

Considerando que estos eventos de bioactivacion y detoxificacion ocurren en
este organo, nos interesa conocer si el arsénico induce entrecruzamientos
ADN-proteinas in vitro en rebanadas de higado de ratones BALB/C después de

una exposicion aguda.
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Asi mismo es de nuestro interés saber si la exposicion a arsénico induce la
sintesis de glutatién el cual esta considerado como el principal reductor
celular de naturaleza no proteica que protege a la célula de radicales libres,

especies de oxigeno reactivas y de otras sustancias o agentes téxicos.

Cabe mencionar que el uso de cortes o rebanadas de érganos en el estudio
de la toxicidad temprana ejercida por agentes xenobidticos, representa un
sistema versdatil y novedoso, el cual permite la interaccién célula-célula y la
interaccién célula-matriz, asi como la preservacién de cuatro importantes
rutas en el metabolismo de agentes quimicos ( oxidacién, glucuronidacién, N-
acetilacién, y sulfatacién) (Jayanthika, B. Et al. 2001; Kanter, R. Et al. 1998; Barr,
J. Et al 1991).

Este sistema de prueba permite reducir la variabilidad interindividual ya que

las rebanadas del tejido de un animal en particular, pueden utilizarse para un

solo experimento.
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4.2 HIPOTESIS

El arsénico es capaz de inducir aductos ADN-proteinas en rebanadas de

higado de ratén después de una exposicién aguda.

4.3 OBJETIVOS

1)

2)

3)

Determinar la capacidad del arsénito de sodio de inducir
aductos ADN-proteinas en cultivo de rebanadas de

higado de ratén después de una exposicién aguda.

Implementar el modelo de cultivo de rebanadas de
higado de ratén como sistema de evaluacién del dafo

téxico temprano inducido por el arsénico.

Establecer si el arsenito de sodio a través de una
exposicidbn aguda Induce un incremento en Ia

concentracién de GSH intracelular en las rebanadas de

higado de ratén.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Preparacion y cultivos de rebanadas de higado.

Los higados de ratén se obtuvieron de ratones machos BALB/c sacrificados
por dislocacién cervical. Los higados se extragjeron rdapidamente en
condiciones estériles y se colocaron en una caja petri conteniendo medio de
cultivo DMEM suplementado con Suero fetal bovino al 12% y con 1% de
aminodcidos esenciales. Las rebanadas se obtuvieron manualmente con un
grosor entre 5-6 mm y se transfiieron a placas de cultivo. Los cultivos se

incubaron a 37°C, 95% O 2 / 5% CO 2 durante 2 horas para normalizar las
condiciones de cultivo. Transcurrido este periodo, las rebanadas se trataron
con arsenito de sodio en el rango de concentraciones 5 X 10-5, 5 X10-7, 5 X10-
9 M teniendo como control negativo rebanas de higado sin tratamiento y

como control positivo a las rebanadas tratadas con etanol a 10-4 M. Todos los
tratamientos se administraron durante 3 horas, después de este tiempo se
homogenizaron con 1.5 ml de PBS pH 7.2 con inhibidores de proteasas.

4.4.2 VIABILIDAD CELULAR

4.4.2.1 DETERMINACION DE POTASIO

La viabilidad celular se determindé por medio de la cuantificacién del indice
de K+ intracelular/g de tejido. A 350 ul del homogenado se le adicionaron 700
ul de dacido sulfosalicilico 2%, se centrifugd 10 min. a 3000 rpm., se obtuvo el
sobrenadante, el cual se sometid a sonicacion para romper las células 1 min.
por triplicado. Posteriormente se realizé una dilucién tomando 250 pl de la

muestra y se aforé a 25 ml con agua destilada. Se realizé una curva estandar



con concenfraciones de 0.5, 2.5, 50, 7.5, y 10 ppm de potasio. La
cuantificacién se realizé mediante espectrofotometria de absorciéon atdémica
utiizando un espectrofotémetro Varian GTA-100 spectrA-A.800 (Dogterom
1993).

4.4.3 DETERMINACION DE GLUTATION REDUCIDO

Se determind la concentracién de glutatién reducido (GSH) como medida de
la respuesta del sistema al metal. A 350 pl del homogenado se le adicionaron
700 pl del dcido sulfosalicilico para precipitar las proteinas presentes, se
centrifugo 10 min. a 3000 rpm., se obtuvo el sobrenadante, posteriormente se
rompieron las células por sonicacién 3 veces durante 1 min. A 200 ul de la
muestra se le adicionaron 1.7 ml de buffer de fosfatos/ EDTA pH 8.0, mds 100 pl
de o-ftaldialdehido (OPT) (Sigma) 0.1%. se incubaron 10 min. en la oscuridad a
temperatura ambiente. La concentracién de glutatién reducido se obtuvo
por interpolacién en una curva estédndar de 10, 25, 50, y 100 ng de GSH
construida a partir del estédndar de GSH de 1 pg/ml. La cuantificacién se

realizé por fluorescencia por el método descrito Hissin y Hilf 1976.

CURVA ESTANDAR PARA DETERMINACION DE GSH

CONCENTRACION
(ng) UNIDADES DE FLUORESCENCIA
10 10
25 30
50 60
100 104

r2=0.99
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4.4.4 PRECIPITACION DE LOS COMPLEJOS ADN-PROTEINA

Los entrecruzamientos ADN-proteina se aislaron siguiendo el método descrito
por Zhitkovich et al. 1992. A 800 ul del homogenado se le adicioné 800 | de
solucion de lisis (SDS 2%, Tris-HCI 20 mM ,PMSF TmM), se pasé la solucion cuatro
veces a fravés de una jeringa con aguja calibre 21. Una vez lisadas las células
se incubaron 10 min. a 65 °C, después se colocaron en hielo durante 5 min., se
centrifugaron 10 min. a 3000 rpm., se decanté el sobrenadante, y al
precipitado se le agregé 1 ml de solucién C (KCI 100 mM, Tris-HCI 20 mM)
repitiéndose este procedimiento 3 veces, después de la Ultima centrifugacién
el precipitado se resuspende en 400 pl de solucién D (KCI 100 mM, Tris-HCI 20
mM, EDTA 10 mM), se agregaron 30 pl de proteinasa (0.2 mg/ml), se incubd 3
hr. a 50 °C, se adicionaron 40 pl de albUmina (0.5 mg/ml) y se colocé en hielo
por 5 min., se centrifugo 10 min. a 3000 rpm, obteniendose el sobrenadante. A
150 pl de la muestra se le adicionaron 12.5 pl de solucién de Hoechst 33258
(250 ng), mas 890 ul de solucidén D. Se incubaron 10 min. en la oscuridad. La
cuantificacién del ADN total y unido a proteinas se realizé por fluorescencia,
utilizando un fluorometro TURNER 450.

CURVA ESTANDAR PARA DETERMINACION DE ADN

Concentracién Y1 Y2 Y3 Y4
ng / mi
] 100 10 3 14 21
2 200 24 14 29 36
3 500 21 70 70 80
4 1000 142 148 146 148
5 2000 300 318 317 310
6 5000 721 810 746 664
r2=0.99
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4.5 RESULTADOS

En este trabdjo, se estudid la induccién de complejos ADN-proteinas (DPC) en

rebanadas de higado de ratéon BALB/c tratadas durante 3 horas con arsenito

de sodio en dosis Unica en el rango de concentraciones de 5 X109, 5 X107y 5

X105M (Tabla 1 y Grdfica 1).

El incremento en la formacién de DPC fue significativo en todas las
concentraciones de As (ANOVA F= 2.71, p < 0.05). La proporcién de DPC
maxima observada se presenté en las concentraciones de 5 X10 9 y 5 X107
(tabla 1). La viabilidad de las rebanadas de higado siempre fue superior al

80% (tabla 2).

Tabla 1. Entrecruzamientos ADN-proteinas inducidos por arsenito de sodio en

rebanadas de higado de ratén tratadas durante 3 hrs.

ARSENITO DE SODIO (M) PROMEDIO +/- ERROR ESTANDAR
0 7.16 3.81
5X10-9 12.1 3.46
5X10-7 11.90 3.6
5 X10-5 7.48 3.17
Etanol 1 X10-4 9.53 4.88
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DETERMINACION DE DPC

% DPC

0 5X10-9 5X10-7 5X10-5
CONCENTRACION DE ARSENICO (M)

1X10-4

Figural. Induccién de DPC en rebanadas de higado de ratdén tratadas con
arsenito durante 3hrs. ANOVA, F = 2.71 ; p <0.05). Promedio de 4 experimentos

por duplicado +/- error estdndcr.*resulic:dos estadisticamente diferentes con

respecto al control negativo.
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Por otra parte como medida de la respuesta del sistema al estrés oxidativo del
metal se determiné la concentracion intracelular de glutation reducido (GSH).

Observandose un incremento en la concentracion de 5 X109 M.

DETERMINACION DE GSH

4500
4000
3500
3000 =

2500

ng/ ml

2000

1500

0 5X10-9 5X10-7 5X10-5 1X10-4

CONCENTRACION DE ARSENICO (M)

Figura 2. Determinacién de glutatién reducido (GSH) en rebanadas de higado
de ratén tratadas con arsenito de sodio por 3 hrs (ANOVA H=577; p<0.05)
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Para establecer la viabilidad de las rebanadas de higado de ratén se

determiné la concentraciéon de potasio intracelular. Se puede observar que

tanto en las rebanadas inducidas como en los controles la concentracién de

potasio es mayor hasta 50 veces a 40 umoles / g de tejido, siendo esta la

cantidad minima para considerar las células viables (Fisher et al 1995).

Tabla 2. Concentracién de potasio en rebanadas de higado de ratdn

inducidas por arsenito de sodio tratadas durante 3 hrs.

ARSENITO DE SODIO (M) PROMEDIO +/- ERROR ESTANDAR
0 401.24 110.14
5X10-9 273.43 144.62
5X10-7 355.95 191.48
5X10-5 259.12 66.68
Etanol 1 X10 -4 255.30 80.58
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DETERMINACION DE POTASIO

) E— e - — : —

500
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300 =
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200

100

1
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|
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|
|

0 5X10 -9 5 X10 -7 5X10 -5 1.X10 -4
CONCENTRACION DE ARSENICO (M)

Figura 3. Concentracién de potasio en rebanadas de higado de ratén tratadas
con arsenito de sodio durante 3hrs.

ANOVA H =204.10 ; p >0.05
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Considerando que existen reportados modelos experimentales como el cultivo
de linfocitos y las células WRL-68 sensibles a las concentraciones evaluadas y
en los que la viabilidad estd por abajo del 70%, decidimos probar la respuesta
del cultivo de rebanadas de higado en un rango de dosis menor para
conocer los efectos ejercidos por el arsénico en relacién a la capacidad de
inducir complejos ADN-proteinas en rebanadas viables. Con el fin de
diferenciar el efecto del arsenito a una concentracién menor, se determiné la
proporcién de entrecruzamientos ADN-proteinas en las rebanadas de higado
de ratén. Encontrdndose la mayor cantidad de DPC a la concentracién de
1X10-9 M.

Tabla 3. Entrecruzamientos ADN-proteinas inducidos por arsenito de sodio en

rebanadas de higado de ratén durante 3 hrs.

ARSENITO DE SODIO (M) | PROMEDIO | +/- ERROR ESTANDAR
0 7.16 3.81
1 X10-9 12.91 3.7
1 X10-7 9.21 4.68
1 x10-5 10.91 0.19
1 X10-4 9.53 4.88
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DETERMINACION DE DPC

18

16

14

12

10

% DPC

0 1 X10-9 1 X10-7 1 X10-5 1 X104
CONCENTRACION DE ARSENICO (M)

Figura 4. Induccién de DPC en rebanadas de higado de ratén BALB/c fratadas

con arsenito de sodio durante 3 hrs. 1 experimento por duplicado +/- error

estandar.
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Se determind la concentracién de glutation reducido (GSH) en las rebanadas
de higado de ratén a concentraciones inferiores de arsenito. Observandose

un comportamiento lineal.

Tabla 4. Induccién de GSH en rebanadas de higado de ratén tratadas con

arsenito de sodio durante 3 hrs.

ASENITO DE SODIO PROMEDIO | +/- ERROR ESTANDAR
0 1689.15 1081.54
1x10-9 2337.46 275.98
1x10-7 21865 60.81
1X10-5 1753.07 398.63
1x10-4 1432.32 1131.49
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DETERMINACION DE GSH

3000 -

1500

ng / mil

1000

0 1X10-9 1 X10-7 1 X10-5 1 X104
CONCENTRACION DE ARSENICO (M)

Figura 5. Induccién de GSH en rebanadas de higado de ratén tratadas con
arsenito de sodio durante 3 hrs. Promedio de 1 experimento por duplicado +/-

error estandar.
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4.6 DISCUSION

Los entrecruzamientos ADN-proteinas (DPC) se encuentran en sistemas
biolégicos como resultado de la exposicidén a una variedad de agentes
quimicos y fisicos, muchos de los cuales son carcinédgenos conocidos o
sospechosos (Minko et al. 2002). Consecuentemente los DPC representan un
tipo de dano genético cuyn significado biolégico es aln escaso, sin embargo
han sido propuestos como biomarcadores, debido a la capacidad de
detectarse a bajos niveles de exposicion a xenobidticos (Fang-Yang et al.
2002)

El estudio de las caracteristicas de los DPC con el fin de dilucidar el significado
biolégico de esta lesion al ADN en términos de carcinogenicidad,
mutagenicidad o citotoxicidad estd poco estudiado a pesar de que son
numerosos los agentes inductores, siendo muchos de estos agentes quimicos
industriales y/o contaminantes ambientales. Teniendo este conocimiento
como antecedente resulta relevante el estudio de estas lesiones, ademds de
que si agentes carcinégenos como el arsénico inducen DPC, la determinacién
de sus caracteristicas ayudard a conocer aspectos acerca de los mecanismos

de accioén.

En este trabgjo, se demostrd que el arsenito de sodio induce la formacién de
entrecruzamientos ADN-proteinas in vitro en las rebanadas de higado de ratén
de la cepa BALB/c. La formacién de los DPC se vio incrementada en las
concentraciones de 5 X10¢ y 5 X107, siendo minima la diferencia entre ambas
(tabla 1), observandose un comportamiento sublineal con la dosis. Con estos
resultados se puede afirmar que el arsenito de sodio induce entrecruzamientos
ADN-proteinas en hepatocitos de ratén y que la vinculacién del ADN con

proteinas que normalmente no se encuentran asociadas a él, se propicia por
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la presencia del arsenito de sodio, ademdas de que estas células fueron
capaces de formar DPC en un tiempo corto de exposicion (3 hrs.). Este efecto
puede atribuirse a la presencia del Asi, debido a que en estudios
toxicocinéticos de exposicion a dosis Unicas de Asi (30 pM), la presencia de
compuestos arsenicales en el higado de ratones es de 58% como Asi, 8%
como MMA y de 34% como DMA (Kenyon et al. 1999), ademds de que se
tiene conocimiento de que en dosis elevadas, la metilacién del arsénico se
inhibe o puede saturarse aumentando la cantidad de la especie inorgdnica
en el tejido (Styblo et al. 1999). El hecho de que en la concentracién
intermedia y menor de arsenito se encuentren la mayor cantidad de DPC,
concuerda con resultados reportados previamente en fibroblastos de pulmdn
fetales (Dong et al. 1994; 1993) donde la conceniracién intermedia es la
principal inductora de DPC, este efecto puede atribuirse a la puesta en
marcha de los mecanismos de reparacién, ya que basdndose en estudios
redlizados por Dong et al. se propone que el arsénico no inhibe los pasos de
escision y polimerizacién en la reparacién del ADN, sugiriendo que el arsénico
puede incrementar la mutagenicidad de otros compuestos por induccién de
entrecruzamientos ADN-proteinas mds que por inhibicién de la reparacién,
desempenando estas interacciones ADN-proteinas una funcién principal en la
carcinogenicidad del arsénico, ademds de que la induccién de rompimientos
de las cadenas del ADN asociadas a proteinas puede proveer una
explicaciébn para las aberraciones cromosémicas e intercambio de
cromdtides hermanas inducidas por arsénico in vivo e in vitro (Dong et al.
1993)

Comparando los resultados obtenidos a concentraciones elevadas de
arsénico ( 5X 102 a 5 X 105 M) con los obtenidos a concentraciones inferiores
(1 X10? a 1X105 M), se observa que el comportamiento es similar, pues la
cantidad mayor de DPC se da en la concentracion menor (1 X107 M) de
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arsénico. Algo que resulta relevante es el hecho de que la cantidad de DPC
obtenidos es similar a ambas concentraciones, sugiriendo que esta tiene un

grado maximo de induccién independientemente de la dosis.

El principal sitio de detoxificacién del arsénico es el higado, en el cual se
encuentran las enzimas responsables de su biotransformacién, en reportes
previos se ha encontrado que a dosis altas de arsénico, este disminuye su
proceso de metilacion, debido probablemente a la inhibicién de la actividad
de las metiltransferasas, y/o por disminucidn en el consumo del donador de
grupos metil S-adenosiimetionina (Zakharyan et al. 1999); esta inhibicidn causa
la disminucidon de la formacién de DMA en el citosol de higado de rata, en
hepatocitos humanos y de ratén, asi como en rebanadas de higado de ratén
(Styblo et al. 1996, 1999; Georis et al. 1990; Buchet et al. 1985), acumuldndose
el As lll en el érgano. El As Il es transportado a la bils de una forma
dependiente de GSH, considerando la elevada dfinidad del arsénico por
residuos sulfhidrilo, es importante mencionar que el GSH por sus propiedades
quimicas (tripéptido : y-Glu-Cys-Gly) puede unirse al As3*, formando un
complejo triglutatiéon-Ast!, reduciendo la probabilidad de interaccién entre el
arsenito y los grupos sulfhidrilo de enzimas o proteinas susceptibles a constituir
los DPC (Thompson et al. 1993). El arsénico a altas dosis, se une a proteinas,
siendo esta una posible causa de que a dosis mayores no se vio un
incremento en la formacién de DPC, pues el arsénico puede estar formando
complejos por interaccién directa con las proteinas, como las citoqueratinas
(grupo de proteinas ricas en grupos sulfhidrilo) las cuales se unen al ADN
formando los DPC (Ramirez et al. 2000). La disminucidn de GSH dependiente
de la dosis puede ser un mecanismo oculto, debido a que la disminucidén de
GSH podria permitir una mayor interaccién del As!" con los tioles de proteinas
y/o enzimas causando disminucién de ATP y desorden energético, resultando

con esto que el As" a una dosis aguda alta, es la principal especie toxica,
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debido a su incompleta eliminacion y por lo tanto acumulacién en el érgano
(Csanaky et al. 2003) Aunque, por ofra parte, si consideramos que el aumento
en lo cantidad de GSH observado estuvo en relacién con la concentracién
que indujo la mayor cantidad de DPC, se podria sugerir que este efecto es
ocasionado posiblemente por la puesta en marcha de los mecanismos
protectores de detoxificacién por parte de las células, asi como se observa un
incremento en la concentracién de GSH, a las concentraciones menores de
arsénico 1 X10%, 1 X107, 1X105 M y esta va disminuyendo conforme aumenta
la dosis de As', debido probablemente a la formacién de complejos glutation-
As. Sin embargo resulta importante resaltar que esto ocurrié a las menores
concentraciones de tratamiento con arsénico, siendo posible que el arsénico
a concentraciones mayores si induzca una disminucién en la cantidad de GSH
intfracelular, debido posiblemente a que el arsénico inhibe a ciertas
concentraciones la glutatién reductasa, aumentando con esto la presencia
de GSSG (glutation oxidado) disminuyendo por tanto el reducido. Otro
mecanismo que pudiera estar relacionado con esta reduccién de GSH a
elevadas concentraciones de arsénico, es el efecto inhibitorio en la biosintesis
de novo de glutatién, debido a una disminucién en la cantidad de sustratos
precursores (ej. cisteina, glicina) por unidén directa del As3* a estos
aminodcidos. También se propone una inhibicidén directa ejercida por el
metaloide sobre la expresién del RNAmM para gama glutamil cisteina sintetasa

o por disminucién en la su actividad catalitica (Gallangher et al., 2000).

Por otra parte considerando la variabilidad con la que se han encontrado los
estudios de toxicidad de xenobidticos, es importante resaltar que el modelo
de estudio de rebanadas de dérganos, utilizado en este proyecto, es una
sistema in vitro versatil, econémico y confiable, debido a que preservo la
arquitectura estructural del higado, asi como las interacciones célula-célula y

las interacciones matriz-célula, asimismo ha demostrado ser un método
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sensible, pues como nos muestra la tabla 2 ocurre una disminucion en la
concentracion de potasio en las rebanadas inducidas (aungue se mantienen
viables por arriba del 80%). en comparacion con el grupo control. Otra
ventaja que presenta es que las rebanadas de higado de un animal pueden
ser usadas para un experimento, tanto para el grupo control como el tratado,
reduciendo de esta manera la variabilidad, de igual manera podemos decir
que a pesar de que los cortes fueron realizados de forma manual estas
siempre se mantuvieron con un grosor entre 5 y 6 mm, siendo el reportado de
8 mm (Kanter et al 1998; Olinga et al. 1997; Dogterom, 1993), ayudando con
esto a una mejor oxigenacién del tejido y absorcion de los nutrientes del

medio; sin olvidar que son de facil manejo y bajo costo de mantenimiento.

Finalmente, podemos decir que el estudio del arsénico resulta relevante,
debido a la gran cantidad de personas expuestas a este agente en diversos
paises, siendo de nuestro particular interés México, en donde es necesario
formentar el conocimiento sobre las causas y riesgos de la exposicidn, pero
sobre todo desarrollar formas de prevencién, siendo para esto necesario la
comprension acerca de los mecanismos involucrados en el desarrollo de la
toxicidad. Con este trabagjo se pretende hacer una aportacion en este
conocimiento demostrando que el arsénico induce entrecruzamientos ADN-
proteinas, los cuales podrian utilizarse como un tipo de biomarcador a una
exposicién aguda a este metaloide, ademdas de que se pueden llevar a cabo
estudios de toxicidad confiables en modelos experimentales sencillos vy

eficientes.
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4.7 CONCLUSIONES

1. El arsenito de sodio induce entrecruzamientos ADN-proteinas en el
cultivo de rebanadas de higado de ratén BALB/c, después de una

exposiciéon aguda.

2. El arsenito de sodio a dosis de 5 X10° aumenta la concentracién de

glutatién reducido (GSH) intracelular.

3. La concentracién de glutation reducido (GSH) en el cultivo de
rebanadas de higado de ratones BALB/c es mdyor cuando el tejido se
expone a dosis de 1 X109, 1 X107 y 1X105 M que a dosis de 5 X105,

5X107, SX107 M.

4. El modelo de rebanadas de higado de ratén es un sistema Util en el

estudio de la toxicidad temprana inducida por arsénico.
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4.8 PERSPECTIVAS

Considerando los hallazgos obtenidos acerca de la capacidad inductora de
entrecruzamientos ADN-proteinas (DPC) por arsénico in vitro, asi como de la
escasa informacion acerca de su significado bioldgico y de las consecuencias
de su formacion, es importante continuar con el estudio de los mecanismos

involucrados en su formacion.

Para considerar a los DPC como biomarcadores de efecto, es necesario el
estudio de mas agentes potencialmente inductores de DPC tanto en
condiciones in vitro como in vivo en exposiciones cronicas y agudas, para
esclarecer el mecanismo de induccién, asi como la correlacién de efectos
observados como consecuencia de la exposicion.

Seria importante conocer algunas de las proteinas asociadas con este tipo de
dano genético, asi como determinar el tipo de enlace que se esta dando
entre el ADN y algunas proteinas. Y si el dano a ambas biomoléculas
compromete su funcionalidad y estructura.

De igual forma resulta notable conocer la cinética de formacién de este tipo
de lesidon y determinar si el dano celular observado se repara y mediante que
mecanismo (s) se lleva a cabo. Todo esto debido a que los DPC representan
un tipo de dano genético poco entendido y sus repercusiones a nivel celular
y/o tisular requieren de estudio para apoyar la posibilidad de considerdrseles
lesiones genéticas tempranas en el proceso carcinogénico asociado a

exposiciones arsenicales.
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