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RESUMEN

El arsénico es un elemento ubicuo que ha sido utilizado en la medicina y en varios campos
como la agricultura, ganaderia, electronica y en la industria metalGrgica. Los compuestos
del arsénico pueden ser clasificados en tres grupo: Compuestos inorganicos del As (iAs),
compuestos organicos de As y gas arsina.

Por otro {ado el flilor es un elemento ampliamente distribuide en la naturaleza, su uso ha
sido aceptado y practicado en prevencion de caries dental. El flior se presenta en forma de
flucruros en el agua de mar en los rios, manantiales minerales en los tallos de ciertas
hierbas, en los huesos y dientes de los animales. La toxicidad del fltior se da generalmente
por envenenamiento causado por la ingesta accidental o intencional de este elemento
(Whitford, 1990). Se han encontrado evidencias en reas de contaminacidn endémicas que
muestran diferentes padecimientos relacionados con la exposicién aguda y cronica de
arsénico v flGor por separado dando como ejemplo regiones de México como la Comanca
Lagunera, Chihuahua, San Luis Potosi y Aguascalientes que causan ain mds interés en este
proyecto de investigacién. (Mandal y Suzuka, 2002).

Considerando que existe poca informacion acerca de la co-toxicidad de agentes
potencialmente genotoxicos como el flior y de carcinégenos comprobados como el
arsénice se decide conocer la capacidad conjunta de estos elementos por inducir un tipo de
dafio al genoma comocido como aductos ADN-proteina (DPC) mismos que se han
considerado herramientas utiles en la evaluacion del dafio temprano por la exposicion a
estos agentes tdxicos (Ramirez y cols.2000) Considerando los antecedentes propusimos
determinar si los elementos en estudio son capaces de inducir 1a formacion de aductos tanto
en forma individual como en forma conjunta ir vive en higados y rifiones de ratones de la

cepa BALB/c después de una exposicion cronica de 9 dias a diferentes desis diarias de



arsenito de sodio y fluoruro de sodio. Después de la exposicidn se extrajeron los organos

(higado y rifién), se aislaron y se lisaron los niicleos, posleriormente se precipitaron los
DPC y se cuantificaron.

Los resultados mostraron un incremento en la formacion de estos aductos, observandose un
mayor dafic en las formas combinadas de As y F y observindose una mayor
susceptibilidad a la formacidn de estos aductos en los drganos de los ratones machos
principalmente en riidn. Ademas de observar que el flitor tienen un mayor efecto inductor

a la menor concentracion.




CAPITULO1I

GENERALIDADES DEL ARSENICO Y FLUOR

1.0 PROPIEDADES DEL ARSENICO

Fl arsénico es un elemento cristalino que comprende del 1% al 0.00005% en la corteza
terrestre con una concentracidn en roca sedimentaria de 2 mg/kg (Gulledge et. al., 1973).

Es un elemento semimetalico extremadamente venenoso.

El nimero atdmico del arsénico es 33 y se encuentra en el grupo 5 (o VA } del sistema
periadico.  (http://www.prodigyweb,net. mx/degeorp/Quimica/Arsénico.htm). De manera
general algunas de sus propiedades son resumidas en la tabla 1.Sin embargo, quimicamente

el arsénico se encuentra entre los metales y los no metales. Sus propiedades responden a su
situacion dentro dei grupo al que pertenece. Cuando se calienta, se sublima, pasando
directamente de sélido a gas a 613° C. Una de las formas mas comunes del arsénico es
gris, de apariencia metalica y tiene una densidad relativa de 5.7. Existe también una forma
amarilla no metalica con una densidad relativa de 2.0.

La masa atomica del arsénico es 74.92.

(bttp=//www_prodigyweb net. mx/degcorp/Quimica/Arsénico.htmy).




Tabla 1. Propiedades del arsénico
{(www.acienciasgalilei.com/quifelementos/as.htm)

;|As 'ARSENICO

: [33:‘

lPeso atomlco

' 174, 922 g/mol

IEstadus oudatlon | (+z’ )3.5

ﬁﬁ\&; de fusion _- 1090 (28 atm) K(*) T
[Pusto de challicién ’|376 (suu)K(*) '
Densidad EC gem

TConﬁguraclén electromu l [Ar] 3d" 4s p

{Propiedades mdofbas;ﬁfr éAicid)o- -
{Estructura cristal "“?Roﬁb;aﬁ@ - T
[Electronegatividad "|”z‘ s

}Calor de vap-o;?.;u:mi ' k324kJ;‘molWi T B
@[.;EE; fusion 27,7 Klfmol M
IConduamhd eléctrica is,s 10 ormt E
tCond;lcﬁﬂdad térmica E 50 Wm K™ (a 300 K)

lLCaJor especifico = 0,33 Jg"K" @3 00K)

{E‘;:;ner potencial ml;zaic;ini ) .9’3‘ -

iVolumen atomlco

13 10 cm’!mol

l

:TRadJo atomico [ 1,39 A
[Radm covalente | 1,20 A i -
I _ | - .




Figura 1. Estructura cristalina del Arsénico

Figura 2. Configuracion electronica del Arsénico.

Fl arsénico se conoce desde la antigiiedad. El elemento puro puede prepararse facilmente
calentando un mineral comin llamado arsenopirita {FeAsS). Cuando esta puro se
encuentra en la naturaleza ocasionalmente. El arsépico sustituye con frecuencia algim
azufre en los sulfuros, que son las menas principales de muchos de los metales pesados.
Cuando se calcinan esos minerales, el arsénico se sublima y se obtiene como subproducto
en forma de polvo en los tubos de las calderas. |

(http://www.prodigyweb,net.mx/degcorp/Quimica/Arsénico.htm).
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1.1 PROPIEDADES DEL FLUOR
Aunque las propiedades generales son presentadas en la tabla 2 es necesario mencionar que

el flbor es un elemento gaseoso quimicamente reactivo y venenoso. Se encuentra en el
grupo 17 (o VIIA) de la tabla periddica, y es uno de los halogenos. Su nimero atémico es
de 9. (Hescot 3° Congreso Latinoamericano). El elemento fue descubierto en 1771 por el
quimico sueco Carl Withelm Scheele y fue aislado en 1886 por el quimico francés Henn
Moissan. (http=//www.prodigyweb net mx/degcorp/Quimica/Flior.hitm)

El flior es un gas amaritlo verdoso palido ligeramente mas pesado que €l aire, venenoso,
cofrosivo ¥ que posee un olor penetrante y desagradable. Su masa atémica es de 18.998.
Tiene un punto de fusion de -219.61 °C, un punto de ebullicién de 188.13 °C y una
depsidad relativa de 1.51 en estado liquido y a su punto de ebullicion.

(http=//www prodigyweb,net mx/degcorp/Quimica/Flitor. htm

Figura 3. Mineral que contiene Flaor




Tabla 2. Propiedades del Fldor (http://www.lenntech.com

Nombre Flaor
Valencia -1
Nimero atémico 9

Estado de oxidacién -1
Electronegatividad 4,0
Radio covalente (&) 0,72
Radio iénico (A) 1,36
Configuracién electronica _ 1s72s2p°
Masa atémica (g/meol} 18,9984
Densidad (g/ml) 1,11
Punto de ebullicién (*C) -1882
Punto de fasién (°C) -219,6
Descubridor Moissan en 1886

1.2 FUENTES NATURALES DEL ARSENICO

El arsénico ocupa el lugar 52 en abundancia entre los elementos naturales de la corteza
terrestre. (Mandal 2002). Esta presente de forma natural en el suelo, las rocas, los animales
y las plantas, Puede ser emitido al medio ambiente mediante procesos naturales como
actividad volcanica, erosion de rocas e incendios forestales.

Segiin diversos estudios realizados en Estados Unidos (acuiferos detriticos en Wisconsin)
una de tas fuentes naturales de arsénico en las aguas subterrdneas puede tener relacion con
ambientes geoquimicos que requieren la presencia de pirita y arsenopirita enfre sus
constituyentes minerales y medios reductores. En este tipo de ambiente el arsémico




inorgAnico se moviliza en forma de tridxide de arsénico  (As;03).
(http/-www.miliarium com/monografias/arsénico)

Antes def hombre, 1a actividad y el efecto de arsénico en la naturaleza sélo era

precisamente para manteneria en balance, el arsénico esta distribuido ubicuamente en la
corteza terrestre, suelo y sedimento asi como en agua y organismos vivos.

(Mandal.et.al ,2002).

El arsénico se encuentra naturalmente en 200 diferentes formas minerales las cuales
aproximadamente el 60% son arsenatos 20% sulfitos y sulfatos y el otro 20% remanentes
incluidos arsenitos, Oxidos, silicatos v el elemento arsénico. Uno de los minerales mas
comunes es el arsenopirita. {Onishi., 1969)

Fn suelo ¥ sedimentos el arsénico los niveles de arsénico varian de 0.1 a 40 mg/Kg segun
las regiones geograficas.

Un estudio hidrogeoldgico también apunta hacia un origen similar 1a procedencia del
arsénico en numerosas localidades castellano-leonesas: una vez que las capas de pirita de
los pozos subterraneas se ponen en contacto con el oxigeno y, al impulsar el agua desde el
interior del pozo, se solubiliza el arsénico. ).
(http/:www.miliarium.com/monografias/arsénico).

Las grandes presiomes y temperaturas a que quedan sometidas las aguas subterraneas
profundas pueden originar un medio reductor con incorporacion del arsénico al agua
subterrinea.

1.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL CONTENIDO DE
ARSENICO EN EL SUELO

Los principates factores que influencian las concentraciones de arsénico en el suelo y en
rocas originales y en actividades humanas, son factores importantes como el clima,
combonmtcs organicos e inorganicos del suelo y el estado de potencial redox, es decir bajo
condiciones de oxidacién, en un ambiente aercbio los arsenatos (1AsY) son especies
estables fuertemente absorbidas por la arcilla, hierro y manganeso en su estado de
hidroxido u oxido ¥y materiales orginicos.

(Tang, 1987).
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1.4 FUENTES NATURALES DEL FLUOR

El flor existe en la naturaleza combinado en forma de fluorita, criolita y apatito. La
fluorita, de la que se derivan la mayoria de los compuestos de fltor, estd muy extendida en
México en el centro de Estados Unidos, Francia e Inglaterra. El fllior también se presenta
en forma de fluoruros en el agua del mar, en los rios y en los manantiales minerales, en
los tallos de ciertas hierbas y en Yos huesos y dientes de los animales. Ccupa el lugar 17 en
abundancia entre los elementos de la corteza terrestre. En la superficie, €l agua dulce, las
concentraciones del fluoruro son normalmente bajas de 0.01 ppm. En el agua subterrinea,
la concentracion natural de fluoruro depende de aspectos geoldgico, quimico y
caracteristicas fisicas del acuifero, la porosidad y acidez de la tierra y piedras, la
temperatura, la accién de otros elementos quimicos y la profundidad de los pozos de
extraccién. Las concentraciones del fluoruro en el agua subterrinea pueden irde 1 ppm a
mas de 35 ppm debido al nimero elevado de variables. En Kenya y Africa del sur, los
niveles pueden exceder 25 ppm. En india han sido reportadas concentraciones de 38.5

ppm. (hitp//~www.sdptnet/fleoruro_en_el_agua htm.)

1.5 FUENTES ANTROPOGENICAS DEL ARSENICO

El arsénico puede ser también generado por la actividad humana. Aproximadamente el
.90% del arsénice industrial en EEUU se emplea come conservante de la madera, aunque
también, se usa en pinturas tintes, metales, drogueria, jabones y semiconductores. La
quema de combustibles f6siles, la produccién de papel, 1a industria sementera y la mineria
emiten a su vez arsénico a la atmdsfera. (Mandal ef.al.2002).

La presencia de arsénico en las aguas subterrineas también se puede explicar como
resultado de la utilizacién, a veces excesiva y sin control, de productos relacionados con
actividades agricolas, la jardineria y limpieza de-malczas, como son los fungicidas,
insecticidas y plaguicidas en generat. Muchos de ellos tienen arsénico como compuestos
toxico, por que su utilizacion estd indicada para emadicar plagas diversas

(http-//www monagrafias.com )




1.6 FUENTES ANTROPOGENICAS DEL FLUOR

Los procesos de combustion en las industrias pueden liberar fluoruro de hidrogeno al aire.
Los fluoruros que se encuentran en el aire acabaran depositindose en el suelo o en el
agua (Wrnigh, 2003)

1.7 USOS Y APLICACIONES DEL ARSENICO

El As se usa en grandes cantidades en la fabricacion de vidrio para eliminar el color verde
causado por las impurczas del hierro. Se usa como aditive para endurecer el plomo.
También se usa en la fabricacion de gases venenosos militares. EL As es ampliamente
utilizado en la agricultura v silvicultura como pesticida y herbicida. También es utilizado en
la fabricacién de semiconductores, en la produccién de acumuladores de plome y como
preservativo para la madera dindole resistencia a la descomposicion. (EHC, 1981; Wyatt et
al., 1998; ATSDR, 1999). Hasta la introduccion de la penicilina el As era muy importante
en €l tratamiento de la sifilis. Los arsenatos de plomo y calcio se usan frecuentemente como
insecticidas. Algunos compuestos como arsienuro de galio (GaAs) se utilizan como
semiconductores como laser. El disulfuro de arsénico {As2S2) conocido también como
oropimente 1ojo y rubi arsénico se usan como pigmento en [a fabricacidn de juegos

artificiales y pinturas { http-//www . prodigyweb.net. mx }

1.8 USOS Y APLICACIONES DEL FLUOR

Los compuestos del floor tienen muchas aplicaciones. Los clorofluorocarbonos, ciertos
liquidos o gases inodoros y no venenosos, como el fredn se usaban como ageate dispersante
en los vaporizadores acrosol y como refrigerante. Otro producto quimico el teflén un
plastico del flGor muy resistente a la accidn quimica se usa ampliamente para componentes
en la industria automovilistica y también como recubrimiento antiadherente de la
superficie interior de las sartenes y otros utensilios de cocina.
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1.9 FUENTES DE CONTAMINACION DEL ARSENICO

El arsénico es ampliamente usado en la industria agricultura y silvicultura como pesticida y
herbicida. También es utilizado en la fabricacién de semiconductores, en la produccién de
acumuladores de plomo y como preservativo para la madera para darle resistencia a la
descomposicién, puede encontrarse en los vapores de las fundidoras de cobre, plomo, zinc
y otros metales. Ademis, se utilizan cantidades pequedias en la industria del vidrio y la
ceramica y como aditivo de alimentos. (EHC, 1981;Wyatt y cols.,1998; ATSDR,1999).

1.10 FUENTES DE CONTAMINACION DEL FLUOR

El fltior no puede ser destruido en el ambiente; solamente puede cambiar de forma. El fiGor
forma sales con minerales en el suclo. Ademis que si esta en estado gaseoso como fluoruro
de hidrogeno serd absorbido por la fluvia, las nubes y la niebla y formara dcido
fluorhidrico, el cual caera a la tierra. Si los fluoruros son liberados en el aire por los
volcanes y la industria es transpottada por el viento y la ltuvia a aguas, suelo y fuentes de
alimentos cercanas y como en el agua y en el suelo los fluoruros se adherirdn fuertemente
al sedimento o a particulas en el suelo se acumulan en plantas ¥ en animales. (ATSDR
2003).

1.11 FUENTES DE EXPOSICION POR ARSENICO

El arsénico se encuentra naturalmente en el ambiente. Y se puede estar expuesto al As
mediante los alimentos, el agua de bebida asi como el aire que respiramos. Los nifios
pueden también exponerse al As por estar en contacto con la tierra. Se puede estar expuesto
al estar en contacto la tierra con la piel o con agna que contiene arsénico. Los niveles de
concentracién de As a los que es esta expuesto y que producen estes efectos ain son
inciertos pero es probable que estén por encima de 100 microgramos de As por metro

clibico (pgfm]) a una exposicion corta. En exposiciones més larga y en concentraciones
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mas bajas nos puede llevar a tener efecfos en la piel, asi como nerviosos y de sisterna

circulatorio. También hay algunos datos que sugieren que la inhalacion de iAs puede
interferir con un desarrollo normal fetal, aunque esto alm es incierto. (ATSDR 2004). Se

han reportado experimentos en animales de laboraiorio que ham sido expuestos

cronicamente al arsénico y que presenten lesiones en la piel asi como otros efectos que se

muestran en la tabla 3 posteriores a la exposicida.
Tabla 3. Efectos observados en bumanos y animales de laboratorio después de una

exposicién cronica de arsénico.

SISTEMA EFECTO
Piel Lesiones de 1a piel
Cardiovascular Enfermedades de “Pie Negro™
Nervioso Neuropatia periférica y encefalopatia
) Hepatomegalia, cirrosis, alteraciones en el
Hepatico ]
metabolismo
Hematoldgico Depresion de médula dsea y hueso
Endocrino Diabetes
encracion del tubo proximal, necrosis
Renal Deg pro
cortical y papilar.
{Hughes, 2002)
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1.12 FUENTES DE EXPOSICION POR FLUOR

Se puede considerar a una poblacién expuesta a los fluoruros mediante los alimentos agua
potable y suelo contaminado. (ATSDR2004)

Como fuente de exposicion del fitior se encuentra el agua de bebida que tiene pequedias
cantidades de NaF para la prevencién. Se cree que esta es la principal fuente de exposicion
aunque la podemos encontrar en otros alimentos como pescados mariscos que contienen
altos concentraciones de fluonmos sobre todos si estos alimentos estin enlatados. Ademés
del consumo de alimentos preparados con agua fluorada. (WHO 1984; Smith1985) El
continuo usc de agentes dentrificos tales como pastas dentales y enjuagues bucales podria
considerarse como fuentes de exposicién asi como la aplicacién de fldor con el fin de
reducir 1a caries dental Como se muesira en la siguientes tablas 3 y 4 los niveles de
exposicion en areas endémicas son elevados

{ http//www.gineconet.com).

Tabla 4. Concentracion de fluoruro y arsénico en el ambiente.

Sitio d A o Agua de bebida (mg/1)
iti'o € e i

(ng/m’ )

muestrec
Fluoraro Arsénico Fluoraro Arsénico

Fluoruro elevado | 081 0.60 230 0.015
Arsénico

0.81 0.60 047 0.15
elevado
Flueruro ¥

0.15 0.08 4,05 0.58
arsénico elevado
Estandar 7.00 T30 1.00 0.05
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Tabla 5. Porcentaje de los niveles promedio para la ingestién natural en éreas
endémicas. (Zheng et al, 2002)

Sitio de % FLUORURO % ARSENICO

muestreo | Alimentos Agua Aire Alimentos Agua Aire

Fluoruro
elevado
Arsénico

21.26 75.58 0.16 - - -

_ - - 20.48 79.0t 2.67
elevado

Fluoruro vy

arsénico L0.98 89.00 0.02] 7.44 92.47 0.08

elevado

1.13 INCIDENCIA EN MEXICO POR LA EXPOSICION A ARSENICO
Y FLUOR

La exposicién crénica al arsénico via agua de bebida es reportada en 6 dreas de la region
lagunera situada en la parte central det norte de México con una poblacién de 200000
personas de 1963-1983. (M.E. Cebrian 1983) rango total de la concentracion de arsénico
vade 0.08-0.624 mg ['' y concentraciones mayores de 0.05 mg 1" son encontrados en 50%
de ellos. La mayoria def As se encuenira en forma inorganica y en la especie def As
pentavalente donde se encuentra predominantemente el 93% de las muestras {(Del

Razol990) sin embargo, los porcentajes son variables. También se observ que altas
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concentraciones de fluoruro que van de 0.5-3.7mg mg I'' y concentraciones mayores que
1.5 mg " se encontraron en un 20% de las muestras analizadas (Del Razo1993).

En el gobiemno del estado de San Luis Potosi se llevo a cabo una convocatoria en el 2002
de una demanda especifica a la remocion del arsénico y flior en ese estado ya que se
basaron en los antecedentes de que varias regiones de estados como Chihuahua, Coahuila,
Durango Hidalgo y San Luis Potosi se ban defectado concentraciones de arsénico en los
cuerpos de agua subterrdnea por encima de la concentracién maxima permisible de 0.050
mg / L (50 ppb), desafortunadamente diversas comunidades, poblados y ciudades de
abastecen de agua potable de estos cuerpos de agua y esto ocasiona serios problemas de
salud por exposicién al arsénico.

También se tiene documentado el caso toxicolégico y la concentracién de los fluoruros en
agua

En estas demandas sc pretende desarrollar métodos eficientes para remover arsénico y

fluoruro de agua de consume humane.
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1.14 MODOS DE ADMINISTRACION DEL FLUOR

La siguiente figura nos muestra de forma resumida que la administracién de flior pueden

realizarse de dos formas sistémica o topica. La administracion sistémica puede a su vez

hacerse de modo colectivo (fluoracién del agua potable) o individual. La aplicacion topica

también puede a su vez realizarse mediante preparados concentrados (geles, barnices),

colutorios y pastas dentifricas.

§000s 0E
EMPLEQ

FLUCR ,
s meD ALUOR TGPICO
uso uso GELES ¥ PASTAS

COLECTWO NOVD UL BARNICES COLUTORIOS DENTIFRICAS

AGLE SUPLEMENTOS
™ POTABLE GOTAS/COMP LSO DIARIO

AGLA
— SeCUELAS ALIMENTQS US0 SEMANAL

. AGLR

- -

$AL CONMUN EMBOTELLADA

Figura 4. Modos de administracién del fhior.
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CAPITULO I

2.0 METABOLISMO DEL ARSENICO

El As, como arsenate o arsenito, es bien absorbido por via oral o inhalacion para después
ser transportado por la sangre a diferentes 6rganos del cuerpo principalmente el higado, los
pulmones, los rifiones y la tirvides (ATSR, 1999; EHC, 1981)

Las particulas de arsénico que entran en el tracto respiratorio son absorbidas por el pulmén,
aunque se desconocen la tasa de absorcion en humanos. La mayoria de los derivados del
arsémico son rapidamente excretados con la orina pero el arsénico absorbido se reparte por
el pelo v las ufias (http://www.sos-arsenic.net/espanol/as-estandar html)

Los humanos estdn expuestos en muchas y diferentes formas del arsénico orginico e
inorganico que se encuentran en agua alimentos asi como el medio ambiente. Y cada una de
las formas de los arsenicales tiene diferentes propiedades fisicogquimicas y de
biodisponibilidad por consiguiente el estudio de cinética y metabolismo en animales y
humanos es muy complejo. La entrada de estos arsenicales in vivo es considerada como
respiratoria a través de gases w/o polvos ya sea del medio ambiente o contenidos en los
alimentos, el agua y suelo. Algunos datos indican que la absorcién del arsénico
generalmente estz por debajo del 10% sin embargo hay ciertas formas del arsénico
mayormente absorbidas.

La biodisponibilidad de la ingesta de iAs puede variar dependiendo de la mezcla de la
sustancia en la que se encuentre en el alimento o bebida ademas de la solubilidad de los
compuestos arsenicales, Y de la presencia de otros constituyentes en los alimentos en el
tracto gastrointestinal La distribucién del arsénico en el tejido va a depender de la
perfusién sobre la sangre, tejido, volumen, coeficiente de difusion, caracteristica de la
membrana y afinidad al tejido. El destino de la ingesta de arsénico in vivo va a depender
sobre: 1) reacciones dc oxidacion y reduccion entre el iAs” yiAmenel plasma y
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2) la consecuente reaccion de metilacién en el higado. El arsénico inorganico es metilado

en el humano. El arsenato es rapidamente reducido a arsenito el cual después es metilado.

La mayoria de los sitios de metilacidn aparecen en ¢l higado donde el arsénico y la metil
transferasa intervienen en el proceso de metilacién con s-adenosil metionina como
donador del grupo metilo y donde el GSH glutation funge como co-factor. (.Mandal 2002).
Estudios en humanos sugieren que la metilacién puede comenzar con una dosis minima de
cerca de 0.2-1 mg/kg (0.003-0.015 mg/kg de As por dia (Navgi y cols., 1994). Se ha
comparado los tejidos de infantes que van de 5 meses a un afio de edad y se ha encontrado
que el As se encuentra acumulado en tejidos y esto se relaciona con los datos observados en
animales de laboratorio. { Raie., 1996).
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Figura 5 . Biotransformacion del arsénico {Figura modificada de : Groering y cols., 1999)
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La detoxificacién bioquimica del arsénico se da en todos los organismos vivos entre los
mas estudiados son:

1) Conversién del arsénico pentavalente a arsenato por medio de transportadores de
fosfato.

2) Reduccién del arsénico pentavalente a arsénico trivalente por arrsenato reductasa.

3) Mecanismo de secuestro def arsénico trivaiente.

(Rosen y cols., 2002).

2.1 METABOLISMO DEL FLUOR

El i6n fluoruro aportado por la alimentacion se absorbe a nivel gastrointestinal en forma
pasiva. Los iones fluoruro aportados por e! agua de bebida son los mas ficiles de asimilar
(86 a 97 %) mientras que la ingesta de importantes cantidades de calcio, sobre todo en
forma de productos lacteos puede disminuir la absorciéon normal de fluoruros en un 50%
aproximadamente. Los fluoruros absorbidos se concentran en el plasma en una proporcion
equivalente al aporte. Se desencadena entonces un proceso de regulacion tendiente a
reestablecer los valores normales de concentracidn, comprendidos entre 0.05 y 0.5 ppm.

Si el aposte fluorado es bajo y constante, la excrecion urinaria es equivalente al aporte. En
caso de aportes importantes, solo la mitad de los fluoturos se elimina a través de los
rifiones y el 30 % se deposita en el esqueleio en forma de fluorapatita. Esta formacién es
mas o menos reversible en funcién de la velocidad de renovacion del hueso, su grado de
vascularizacién v el aprovisionamiento en flior. El flior se filtra entonces a nivel de los
glomenilos y es eliminado por orina. El 15% podra acumularse en las estructuras amelares
y dentinarias durante su periodo pre-efuptivo. La dentina secundaria, cercana a la pulpa, se

ira enriqueciendo con el flior a lo largo de toda su existencia (Hescot, 2003)
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EFECTOS TOXICOS DEL ARSENICO Y FLUOR

2.2 MECANISMO DE TOXICIDAD DEL  ARSENICO
PENTAVALENTE

El arsenato puede remplazar al fosfato en muchas reacciones bioquimicas porque tienen
estructura y propiedades similares (Dixon 1997). Por ejemplo el arsenato reacciona in vifro
con glucosa y gluconato (Lagunas 1980; Gresser 1981), a la forma glucosa-6-
arsenogluconato, respectivamente. La glucosa-6-gluconato es un es un sustrato para la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y puede inhibir la hexoquinasa, como lo hace la glucosa-
6-fosfato (Lagunas, 1980). El arsenato puede también reempiazar el fosfato en la bomba de
sodio ¢ intercambiar el anién y transportarlo al sistema de las células de la sangre (Keney
and Kaplan, 1988).

El arsenato desacopla in vitro la formacion de 5-trifosfato (ATP). Por un mecanismo
Hamado arsenolisis; la arsenolisis puede ocurrir en el sustrato durante la glicolisis. En el
paso de la via glicolitica en la que el fosfato es enlazado enzimiticamenfe a D-
gliceraldehido-3-fosfato para formar 1,3-biofosfo-D-glucerato. FEl arsenato puede
reemplazar al fosfato en esta reaccién para formar el anhidro 1-arsebati-3-fosfoDglicerato.
sin embargo, este anhidro ¢s inestable y es hidrolizado a arsenato y a 3-fosfato-D-glicerato.
La baja estabilidad del arsénico anhidro puede ser debido a la longitud del As-O que es
10% mas largo que el P-O. (Dixon, 1997). A nivel mitocondrial a arsenolisis puede ocurrir
por via fosforilacion oxidativa. Adenosin 5° difosfato-arsenato es sintetizado por particulas
submitocondriales de adenosin 5’difosfato (ADP) y arsenato en presencia de succinato.
(Gresser, 1981).



2.3 MECANISMOS DE TOXICIDAD DEL ARSENICO TRIVALENTE

Dentro de los grupos fumcionales de las enzimas especificas o coenzimas se encuentran los
tioles o sulfhidrilo, los cuales tienen un rol muy importanie en la actividad de esas
motéculas. Los arsenicales trivalentes reaccionan facilmente in vitro con moléculas que
contienen el grupo tiol como por ejemplo el GSH y la cisteina uniendo ta MMA® y DMA™
a proteinas (Scout et al, 1993;Delnomdedien, et al 1994b). El arsenito tiene una alta
afinidad por los ditioles mas que con los monotioles, debido a que se favorece, en alto
grado, la transferencia del arsenito en ¢l GSH. (Delnomdedieu et al, 1993).

La union del arsénico trivalente al grupo tiol es critica ya que puede inhibir eventos
bioquimicos importantes que pueden inducir una toxicidad. Sin embargo, la unién del
arsenito a la proteinas no es esencial, también puede llevarse a cabo un mecanismo de
detoxificacion. {Aposhian, 1989).

La piruvato deshidrogenasa es una enzima que requiere un cofactor que contienc un grupo
ditiol para llevar a cabo su actividad enzimitica. El arsenito inhibe la PDH (Peaters,
1955;Szinies y Forth 1988; Huet al. 1998).

Petrick y colaboradores en el 2001, han demostrado que MMA™ es un inhibidor més
potente de la DPH que el arsenito. La DPH oxida el piruvato a CoA un precursor de
intermediarios en el ciclo del 4cido citrico. En el ciclo del 4cido citrico se degradan los
intermediarios lo que ocasiona una reduccién en el transporte de electrones en la
produccién de ATP. La inhibicién del PDH puede finalmente inducir a un decremento en
la produccién de ATP. También los intermediarios del ciclo del acido citrico pueden ser
vsados en la gluconeogénesis. Los arsenicales metilado trivalentes como son potentes
inhibidores del GSH reducido (Styblo et al. 1997) y la tioredoxina reductasa. {Lin et al,
1999).

El mecanismo de toxicidad del arsénico es la inhibicién de enzimas que contienen el grupo
sulfhidrilo y remplazando molécutas de fosfato con alta energia (arsenolisis).

Fl arsénico trivalente es mis potente inhibiendo enzimas, mientras que el arsénico

pentavalente esta mas envuelto en un proceso de arsenolisis (ATSDR, 1990).




2.4 MECANISMO DE TOXICIDAD DEL FLUOR

La toxicidad del fldior se da iniciaimente como efecto local sobre la mucosa intestinal, una
vez absorbido une los iones de calcio provocando hipocalcemia ademas de tener efectos
citotdxicos ya que interfieren con varias enzimas al inferrumpir eventos tan importantes
como la fosforilacién oxidativa, glicolisis, coagulacién y neurotransmision por uniones con
el ion calcio (Geofrey Nochinson Dpto. of Emergency Medicine Hospital).

En los humanos y ratas, €l fltor disminuye la actividad de la enzima superoxido dismutasa
y glutation peroxidasa. Ademds éste eiemento se acumula en el cerebro.{Rzeuski y
cols.,1988; Guan y cols, 1988.)

La administracién oral del fliior en ratas de 3-7 meses, y en una concentracidon Daja,
provoca una acumulacion en el cerebro y ocasiona la siguientes alteraciones, que se cree
pueden estar envueltas en la patogénesis de dafio cerebral: 1) Desmielizacion focal,
decrementc en la células de Purkinje, espesamiento y desapancién de dentritas,
hinchamiento de sustancia de Nisst, y picnosis de neuronas individuales. 2) Decremento
inicial en la ubiquinona 9 y 10 y su posterior incremento tardic. 3) Peroxidacion de los
lipidos de la membrana. 4) Modificacién de los fosfolipidos cerebrales (decremento 10 a
20 %) y los tipidos neutrales. 5) Disminucion del 15% del contenido de proteinas (Guan y
cols, 1988)

2.5 GENOTOXICIDAD DEL ARSENICO

Un estudio que ha comparado los efectos de arsenicales metilados e inorganices en un
sistema L.5175Y/TK+/-en un sistema de linfomas de ratdn establece un rango de potencia
de la siguiente manera:
arsenito>arsenato>ac.metilarsenoso{methylarsenicacid)>ac.metilarsénico (Moore et al.,
1997).

En este sistema se detecto un amplio rango de efectos genotoxicos, ya que e arsenito y el
arsenato son efectivos en un rango de concentraciéon de pg por mi, mientras que el ac.

metilarsenoso y el ac. metilarsénico lo son en un rango de concentracién de mg por ml.

29




Otros estudios se enfocan en el efecto genotoxico del ac. Dimetilarsénico y se ha
encontrado que este compuesto se retiene ¥ acumula en el pulmén (Vahter et al., 1984;
Hughes et al.,2000). También se ha observado que la exposicion de la células L132 a ac.
dimetilarsénico 10mM incrementa la frecuencia de rompimientos en el DNA reduciendo el
porcentaje de replicacién y acortando la longitud de fa cadena de DNA (T ezuka et al.,
1993) Sugiriendo que ambos la replicacién y la reparacion del DNA son afectados por el
arsenical.

Una gran cantidad de DNA se somete a un rompimienio de las cadenas en células L132
tratada con ac. dimetilarsénico y paraguat sobre un generador de O; que en céhulas tratadas
con arsenicales sugiere una interaccién entre esos dos agente en la produccion y presencia
de dafio a el DNA ( Kawaguchi et al. 1996). Se ha postulado que los DMAs forman aductos
estables con el DNA y que esos aductos incrementa la susceptibilidad a la induccién por
O, de rompimiento en las cadenas ssDNA (Rin et al., 1996).

Abermaciones cromosémicas, aductos ADN proteinas (crosslinks} e intercambio de
cromatidas hermanas se han observado en células de embrones de Hamster,(Rossman et al,
1980; Lec et al 1985b; Kochhar et al et al1996) y en linfocitos y fibroblastos
humanos(Okui y Fujiwara 1986; Jha et al, 1992), después de una exposicion a arsénico
inorgdnico. Las aberraciones cromosdmicas son caracteristicas por cromatidas abiertas por
rompimiento o fragmentacién, endoduplicacién y rompimientos cromosdmicos. Esos
efectos son dosis-dependientes y el arsenito es mas potente que el arsenato.

Los arsenicales organicos pentavalentes son genotoxicos en células de pulmén (V79) de
hamster chinos ( Endo et al, 1992; Eguchi et al, 1997) y en células de pulmén humanas
(Tezuka et al 1993; Yamonaka et al, 1998), perc se requiere una mayor cantidad de dosis
que los arsenicales inorganicos. Los efectos incluyen exceso de tetraploidia con (DMAY y
TMAOY) arresto mitético MMAY, DMAY y TMAOY) perdida de escisiones sencillas del
DNA (DMA" y Crosslinks DNA- proteinas (DMAY).
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2.6 EFECTOS GENOTOXICOS DEL FLUOR

En numerosos estudios se ha investigado el efecio genotoxico de fluoruros en sistemas
variados incluyendo bacterias, plantas, mosquitos de frutas, animales y también en células
humanas. Desafortunadamente la informacion es superficial ademas de limitada y el
resultado ha sido muy discutido. Pero en general hay 3 diferentes puntos importantes 1)El
fluorure no tiene un efecto genotdxico; 2) Eb floofure es un agente mutagénico y causa
dafio tanto en cromosomas como en ¢l DNA; 3) El fluoruro Hene efectos sinergista o
antagonistas con cierlos agentes mutagénicos. Al mismo tiempo un grupo de japoneses
también han reportado resultados de varios estudios del potencial genotoxico del fluoruro.
(lmai et al, 1983}, observé que el fluorure en concentraciones de 18 y 36 ppm  inhibid el
crecimiento de células humanas, HeLa v colon 1-5C-4, inhibtendo la sintesis de proteinas.
Esos autores concluyen que el la sintesis de DNA fue un dafio primario del NaF pero que
el fluoruro interfiere con la produccion del DNA al inhibiendo la siniesis de proteinas que
se requiere para la produccion del DNA.(Tsutsui ert al.,l98/4a) encontrd un incremeito
significativo en los niveles de sintesis de DNA no programada.(UDS) fueron inducidos en
cultivos de queratinocitos en dosis que van de 100-300 ppm de NaF (45-135 ppm de F). En
células de embriones de haraster ta exposicion a NaF en concentraciones de 75 a 125 ppm
(34 a 56 ppm de F) dio por resultado un incremento en aberraciones cromosomicas, (SCE y
UDS (Tsutsui et al., 1984b).

Algunos estudios han demostrado que en trabajadores que laboran en la preduccién de
fertilizantes y que se encuentran expuestos aun ambiente contaminado con HF y SiF , esta
exposicion estd directamente asociada con un incremento en AC (aberraciones
cromosdmicas) ¥ en MN {microniicleos en los linfocitos de sangre periférica, este estudio
fue realizado en una pobtacién China (Yiamouyianmis ,1977)

2.7 CITOTOXICIDAD DEL FLUOR

Varios grupos de investigadores han reportado efectos citotéxicos por fa ingestion de
compuestos fluorados y aunque la sensibilidad a ese efecto puede variar dependiendo sobre
el tipo de célula y el pH del medio en que se encuentre. (Helgeland and Leirker, 1976;
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Holland 1980). El fluoruro de sodio NaF ha sido reportado como inhibidor del
crecimiento de células diploides en cultivos de céhilas humanas (Oguro.et al, 1990).
También se ha reportado que co tratamiento dej fluoruro de sodio induce aberraciones
cromosdmicas y sintesis de DNA no programado en fibroblastos diploides (JHU-I cells)
(Tsutsut;et al., 1984). Ademés ha sido demostrado que el NaF es mutagénico en células
L578 y en células linformas de ratomes ( Caspary et al. 1987) y que el NaF puede
transformar las células de Hamster (Jones et al. 1988) Ademas de ser citotéxico y
clastogénico en fibroblastos del prepucio.( Hayaashi and Tsutsui, 1993)Esos efectos
ocurrieron en células de manera  ciclo-dependientes mientras que una pequefia
citotoxicidad fue observada en células en fase G1, mientras que un incremento significativo
fue observado en aberraciones cromosdmicas fueron observados en células en el inicio yla
mitad de la fase S (Hayaashi and Tsutsui, 1993; Jeng et al. 1988). La inhibicién de sintesis
de proteina por efecto del NaF es tdxico para los fibroblastos de la mucosa oral in vifro.
Ademés de que esta citotoxicidad ha sido asociada con un decremento general en DNA y
RNA y biosintesis de proteinas '

(Slameova et al. 1992). Por lo que se sugiere que esta toxicidad del fldor puede estar
asociada con apoptosis en higado alveolar, macréfagos y células de osteosarcoma ( Hirano
¥ Ando, 1997).

NEUROTOXICIDAD DEL FLUOR

La relacién entre el efecto del fluonmo sobre el sistema nerviosos central (SNC) no ha
mostrado resultados claros sobre enfermedades tales como apoplejia, letargo, salivacion,
temblores, parilisis y deficiencias sensorales. Y aunque ain es un campo todavia no muy
explorado, existe la posibilidad de que la exposicién a fluoruro tenga una relacion ligera
con las disfunciones del cerebro (Mullenix_ et al., 1996).

En los disefios de experimentos de animales se han reportado ligeros pero muy reales
cambios en el comportamiento de los modelos seguidos después de la ingestién del
fluoruro después de la exposicién prenatal, se presenta una hiperactividad y en una
exposicion en adultos se presento un déficit cogaitivo. La acumulacién de fluoruro en

regiones importantes del cerebro de ratas aumento, especialmente en el hipocampo, al
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incrementar fa captidad de consumo en el agua de bebida Efectos similares fueron
reportados en ofros estudios.

La experiencia con otros desarrollos neurotdxicos tiene que ver con los cambios en el
comportamiento de este indica que tienen un fuerte potencial como motor de disfuncion.
en el déficit de IQ en humanos y problemas de aprendizaje.(Mullenix et al.,1996).

Jacqueline Calderén y colaboradores en el 2000 investigaron un importante problema de
satud en México especificamente en la ciudad de San Luis Potosi. En el que por encima del
90% de los nifios tiepen un grade de fluorosis dental, en este estudio el objetivo fue evaluar
la exposiciéa cronica al fluoruro sobre el desarrollo neuropsicoiégico en nifos de, 1-6
afios de edad v de 6-8. La concentracida del fluorure en el agua donde se realizo este
estudio tiene un rango de 1.2 a 3.0 mg/l. La exposicion al fluoruro fue medido en muestras
de orina por el método selectivo de ion electrotérmico. También fueron medidas la cantidad
de plomo en la sangre (PbS) por un método de espectrofolometria de absorcidn atémica. El
indice de talla por edad fue medida de acuerdo a una historia del estado nutricional. Tres
pruebas fueron usadas para evaluar ¢l desarrollo neuropsicolégico; 1) Escala de inteligencia
para nifios en una versién para México 2} complexion del cuerpo y 3) Desempefic continuo.
Como resultados se observé que los datos del IQ po se vieron influenciades por la
exposicién al Auvoruro, aunque se observd un incremento en el ttempo  de reaccion lo que
puede afectar el proceso de atencién, también se observé que la organizacién viso-espacial
era baja lo que puede estar afectando las habilidades para leer y escribir en los nifios.

Mientras que Li XS y colaboradores en 1995 hicieron un estudio donde midieron la
inteligencia de 907 nifos de entre 8-13 afios, que viven en 4reas con fluorosis severa y
donde no hay fluorosis, encontrando gue la inteligencia parece ser afectada en las areas
donde hay fluorosis media y severa asocidndola con la alta ingesta de fluoruro no
encontrandose una relacion entre la edad y la inteligencia. El efecto de la exposicidn a altos
niveles de fluoruro sobre 1a inteligencia ocurre en un estado temprano en el desarrollo del
embrién e inﬁnte cuando la diferenciacién que conforman las células del cerebro ocuire de
manera muy rapida. Segin Guan y colaboradores en 1998 estudiaron la influencia de la

fluorosis cronica sobre la membrana lipidica en el cerebro de ratas enconfrando una
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disminucién en las proteinas que contiene &l cerebro, mientras que el DNA que permanecié
estable durante el periodo completo de la investigacion. Después de 7 meses de
tratamiento con fluoruro el total de fosfolipidos en el cerebro disminuyo de 10 a 20% en los
grupos tratados con una concentracion de fluoruro de 30 y 100 ppm respectivamente. La
principal especie de fosfolipidos influenciados por la fluorosis fueron los
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y la fosfatidilserina. Los acidos grados y aldehidos
que son compuestos que integran a los fosfolipidos fueron incrementados. No se detectaron
modificaciones en las cantidades de colesterol. Después de 3 meses de tratamiento con
fluorure, la ubiquinona contenida e el cerebro fue baja, sin embargo, a los 7 meses de
tratamiento  fue evidente un incremento en los dos grupos tratados. Los resuliados
demostraron que el contenido de fosfoHpidds y ubiquinona en el cerebro son modificados
al ser afectados por una fluorosis cronica y esos cambios de la membrana lipidica pueden

estar involucrados en enfermedades y patogénesis.

2.8 FLUOR Y LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Algunos estudios indican que 1a fuerte afinidad del fluoruro por el aluminio y la capacidad
del fldor para atravesar la barrera hematoencefélica ; permite el ficil acceso del aluminio al
tejido cerebral también es bien sabido que el aluminio es un neusotéxico y que se encuentra
en altas concentraciones en el cerebro de personas que padecen Alzheimer, asi como en
victimas de otras enfermedades neurologicas y pacientes con SIDA.(Escércega, 2003).

En enero de 1987 el departamento de endocrinologia en Newcastle, Inglaterra, y el
departamento de fisica de la Universidad de Ruhana , Sri Lanka demostraron que cuando el
agua fluorada en 1 ppm es wtilizada al cocinar con utensilios de alumninio la concentracidn
de aluminio se eleva por arriba de 600 ppm, mientras que esto no sucede con el agua sin
fluoruro. Experimentos bajo las mismas condiciones usando el agua fluorada de Wisconsin,
E.U.A. Reportan una concentracién de 833 veces y un aurnento en el contenido de fluoruro
det 100% (www.gine.com/fldonde).
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Actualmente, i mal de Alzheimer afecta a entre un diez y un quince por ciento de Ia
poblacién europea y estadounidense mayor de 65 afios de edad, y a casi un veinte por
ciento de los mayores de 80 afios en esos paises desarrollados. En general, causa la muerte
entre los cinco y los quince afios después de su inicio.

En México es un padecimiento que va en aumeato. Se calcula que en nuestro pais hay entre
220 y 250 mil casos de probable enfermedad de Alzheimer aunque no todos estan
diagnosticados.

Los daiios cerebrales "La enfermedad de Alzheimer es un padecimiento degenerativo, que
implica la pérdida masiva de neuronas colinérgicas y disminuye la actividad y los niveles
de acetilcolina en la corteza cerebral y en el hipocampo, dos importantes areas involucradas
en los procesos de aprendizaje, memora, atencion y otros procesos cognitivos” Esta
enfermedad tiene varios factores de riesgo. Uno es la edad: tiene una prevalencia de 1.4 por
ciento en pacientes de 60 a 70 afios de edad, cifra que anmenta a 6 por ciento en enfermos
de 70 a 80 afios, v se incrementa hasta 15 por ciento en personas de 80 a 90 afios.
Otro factor importante es e] hereditario: los familiares en linea directa de un enfermo tienen
cuatro veces mis riesgo de padecer el mal que cualquier otra persona. Se han encontrado
cuatro genes asociados con el Alzheimer: los genes 1, 14, 19 y 21.

Las estadisticas muestran que las mujeres padecen mis frecuentemente el padecimiento, en
el que ademis de factores geméticos y hereditarios influyen algunas deficiencias
nutricionales, la presencia de alaminio en el organismo y un bajo nivel de educacién.
(www.invdes.com.mx/anteriores/ Septiembre1999/htm/alzheim. html).

2.9 MECANISMOS DE ACCION RELACIONADOS CON LA
CARCINOGENICIDAD POR EFECTO DEL ARSENICO

Se han propuesto varios mecanismos de accion y algunos de estos incluyen genotoxicidad,
proliferacién de células, alteraciones en la reparacion del DNA, alteracion del DNA
metilado, promocién de tumores y co-carcinogénesis. Ha sido muy dificil definir un

mecanismo de acci6n para la carcinogenicidad del As debido a los resultados contrastantes
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de los diferentes autores. A continuacion se describen algunos de los mecanismos asociados

con fendmenos de transformacion celular y cancer asociados a exposicién de arsénico.

CO-COMUTAGENESIS DEL ARSENICO INORGANICO

El arsénico inorgamico (iAs) As;O; arsenito y arsenato es co-mutagenico con ofros
quimicos y hz UV ultravioleta en forma leve en células mamiferas. Un incremento
sinergista se da con UV aberraciones cromosomicas y mutacién de cromatidas fueron
observadas en células de ovario en Hamster chinos en las que se les expuso a iAs (Lee et al,
1985% Li and Rossmanl1991). Se ha observado en células animales que el As es co-
mutagénico con quimicos y con radiacién eleciromagnética en células humanas y dafios en
el DNA son inducidos por agentes como el dipoxibutano en linfocitos (Wiencke y Yager
1991).Y con rayos x o UV en fibroblastos son potenciados, después de una exposicion a
arsenito de sodio. Estos no tienen un efecto sinergista del arsénico sobre €l intercambio de
cromatidas hermanas porque el efecto fue inducido por el dipoxibutano o fa luz UV.

AMPLIFICACION DE GENES

Las células de crecimiento 3T6 de ratén en un medio que contiene arsénico inorgénico se
vuelven resistentes a la toxicidad del metotrexato (Lee et al, 1988). El mimero de células
resistentes es dependiente de la dosis de arsénico y arsenito también se observé que el
arsenito es mds potente que el arsenato. El arsénico incrementa la amplificacién de genes
que codifican para la enzima dihidrofolato reductasa. Lec y colaboradores en 1938 suginé
que Ja amplificacion de genes inducida por el arsénico puede tener un rol muy importante
en el efecto carcinbgeno. Esta propuesta esta basada sobre observaciones de que et arsénico
no tiene un punto mutagénico, ya que es carcinogeno, y que los oncogenes son

amplificados en tumores de varios animales y humanos.
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ALTERACIONES EN LA REPARACION DEL DNA

La inhibicién de la reparacion del DNA puede llevarnos ha un evento genot6xico, el DNA
reparador es inhibido en células tratadas con arsénico, y esta inhibicién puede dar como
resultado un efecto co-mutagénico con rayos X, luz UV, y varios agentes quimicos. La
reparacién de DNA por escisién de dimeros de timina en fibroblastos humanos es inhibida
por iAs, con As;O; es més potente que el arsenato de sodio (Okui and Fujiwara, 1986). La
actividad de 1a DNA ligasa en extracto nuclear es disminuida por arsenito (disminuye 55%
en arsenito 10 pM). Li y Rossman, en 1989; Hu et al, 1998} sugieren que el arsenito puede
inhibir indirectamente la actividad de la DNA ligasa por alteracién cefular de los miveles
redox afectando las sefiales de transduccién y la via de fosforilacidn de proteinas con las
que se enlaza a DNA ligasa.

Las células eucariotas reaccionan con los rompimientos del DNA estimulando la enzima
poli-(ADP-ribosa) polimerasa, la cual puede tener un rol en la reparacion del DNA (Berg,
1985;Grube et al, 1991). Yager and Wiencke en 1997 observaron un decremento
significativo dosis dependiente en la actividad de esta enzima en células T y linfomas en
dosis de 10 pM  de arsenito, este decremento es aproximadamente de 50% en la actividad
de la poli{ADP-ribosa) polimerasa y de un 80% en la viabilidad de la célula. La enzima
contiene dos grupos sulfhidrilos, y el arsenito puede unir uno o dos grupos e inhibir la

enzima,
I\rIET]LACI()N ALTERADA DEL DNA

La metilacién alterada del DNA puede tener un importante papel en el desarrollo de cincer
{Counts and Goodman, 1995). Mass y Wang en 1997 examinaron el efecto de arsénico
_ sobre la metilacién del DNA en muestras de tumor que contienen el gen supresor p53 y en
la linea celular humana de adenocarcinoma AS549 en esta investigacién el arsenito
incremento la resistencia de promotor p53 de la region de hendidura por la restriccion de la
enzima Hpall, la cual rompe la citosina metilada dentro de la secuencia CCGG. El
incremento de la resistencia a la ruptura indica més citosina metilada que fue presentada

37




dentro del gen p53.y la habilidad de los factores de transcripcion a unir el DNA, la cual
modificaria el gen de expresién, y puede ser alterado por la citosina metilada. El arsenato
fue el menos potente en el incremento de la metilacién de la citosina, y el DMA” fue
inefectivo con la dosis que se uso en este estudio. La hipermetilacion inducida por arsenito
fue confirmada por la secuenciacién del DNA de la region promotora ademis de usar
bisulfito para visualizar la 5-metilcitosina. Se observa que la secuencia CpG dentro dei
genoma completo fue metilado, por la disminucién de la habilidad de Sssl metilasa a
transferir grupos metilos de SAM a DNA. Aunque el gen p53 fue hipermetilado no se sabe
si la expresidn genética fue alterada.

ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se presenta cuando la especie de oxigeno reactivo ha generado que
pueda reaccionar con constituyentes celulares tales como los ﬁolm y los lipidos. El
agotamiento del glutatién por agenles oxidantes, por ¢jemplo puede alterar el estado redox
de la célula y presentar un estrés total y una situacién toxica. El arsénico induce un estado
de choque térmico o estrés de proteinas en cultivos de células humanas (Keyse and Tyrell.,
1989) en in vivo y Brown and Rush., 1984). La especie reactiva de oxigeno es detectada en
células hibridas de humanos y hamster después de 5 minutos de exposicion al arsenito (Liu
et al,, 2001). Enzimas como la catalasa y la superoxido dismutasa las cuales metabolizan
oxidantes, reducen la induccion por arsenito de micronucleos en células de ovarios de
hamster chino (Wang and Huang, 1994), e intercambio de cromifidas hermanas en
linfocitos humanos (Nordenson and Beckman, 1991).Antioxidantes tales como la vitamina
E metilamina v venci6 alcohol reducen a la muerte de fibroblastos por arsenito (Lee and
Ho, 1994).

En el DMA peroxil ha side detectado un radical in vitro (Yamaka et al., 1990} un dafio
oxidativo en el pulmoén de ratos depuse de la exposicién a DMA® (Yamaka et al 1991).
Arsenicales organicos trivalentes inhiben el GSH reductasa (Styblo et al.,1997) vy la
tioredoxina reductasa (Lin et al., 1999) . la inhibicion de esas enzimas pueden resultar en
un decremento de la habilidad de las células a proteger en conira de oxidantes.
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En las células de mamifero la glutation peroxidasa y catalasa son enzimas claves en la
regulacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), y de la proteccién cetular
contra e} dafic por el arsenito. El arsenito indujo a la apoptosis a varias lineas celulares
provocando la disminucién del antioxidante N-acetil-L- cisteina el cual contiene grupos
tioles ya que este oxidantes se encarga de inhibir la apoptosis ademds de unirse a las ROS
que favorecen también en inicio de la apoptosis (Cohen et al..,2001). Los radicales libres
pueden provocar rupturas o alteraciones en el ADN asi como un incremento en la
heterocromatizacién  in vive segin (Yamanaka et al., 1989, 1994). Estos investigadores
proponen que DMA y la dimetil arsina producen radicales libres los cuales ayudan a
provocar el dafic sobre el ADN.

2.10 MECANISMOS DE ACCION DEL FLUOR

Aumenta la formacién dsea por actuar sobre los osteoblastos, aumentando su nimero
(actividad mitogénica). Actia como agente anabdlico del hueso que requiere la presencia
ded IGF-1 o del TGF-beta para estimular la proliferacién de la célula dsea. Se piensa que
trabaja de manera similar al fosfato sobre el hueso y que probablemente actie mas en las
células osteoprogenitoras no diferenciadas. Sus propiedades mitogénicas obedecen a su
accién inhibitoria sobre una proteina del osteoblasto, ia fosfotirosil fosfatasa, (PTP) lo que
estimula la proliferacion celular dsea, logrando aumentar la MAP kinasa, (proteina clave de
sefial intracclular) esencial para el mecanismo de activacion de la mitogénesis.
Resumiendo, se aumentan los niveles de tirosilfosforilacion de unas proteinas que regulan
la mitosis.(Lau KHW, et.al 1998). El fldor se incorpora a la hidoxiapatita alterando el
tamafio y la estructura de los cristales disminuyendo por ende la competencia mecéanica del
hueso.(Red di, 1979; Lindsay, {990) Es un agente formador de hueso, reflejado claramente
en los marcadores de formaci6n dsea sin alterar los de resorcion(Eastell,1998; Rosen,
2001).

Fl mecanismo de accidn del fidor es miiltiple:

1°) Inhibicién de la desmineralizacién y catdlisis de la remineratizacién del esmalte

desmineralizado. Tal como se observa en la figura 6 las reacciones quimicas som
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reversibles v se rigen por la ley de accién de masas, de modo que si aumenta la acidez
(aumento de hidrogeniones) se produce una descalcificacion o desestructuracién de las
moléculas de hidroxiapatita v de fioropatita. Para la hidroxiapatita el cristal empieza a
disolverse cuando se el pH es menor de 5,5 mientras que para la fluoropatita esto ocurre si
el pH es menor de 4,5 (pH critico).

Hidratos carbono Placa dental

_ /\/

Bacterias

\/ adherencia

H +HAP < 10Ca ”+ HPQ, ~ + HO

A v

H +FAP < 10Ca "+ PO, +2F"

mterceldar

Figura 6. Mecanismos de accién def fivior en la prevencion de la caries deatal.

Cuando cl acido presente en la interfase es neutralizado por sistemas tamp6n (calcio,
fosfatos, safiva) se produce una acumulacién de Ca y P disponibles para volver a reaccionar

y hacer posible la remineralizacién, formandose nuevas moléculas de hidroxiapatita y de




fluoropatita. Ademas el esmalte desmineralizado tendria mayor capacidad para captar el F
que el esmalte sapo. En definitiva, el proceso de desmineralizacién y remineralizacion
dental serfa un proceso dindmico que duraria toda la vida del diente.

7°) Transformacién de la hidroxiapatita en fldoropatita, que es mas resistente a la
descalcificacion. Esta reaccién quimica entre la hidroxiapatita y la fluoropatita presenta
una reversibilidad en funcién de la concentracién de flior en el entomo del esmalte dental,
de modo que la flvoropatita no seria una situacién definitiva y estable. Este mecanismo es
ef que se creia fundamental.

3°) Inhibicion de las reacciones de glucblisis de las bacterias de la placa dental (sobre todo,
streptococcus mutans), con lo que disminuye la formacién de acidos (butirico y acético),
mecanismo inicial indispensable para la descomposicién de la hidroxiapatita en iones
calcio, fosfato y agua).

4°) Reduccién de ia produccién de polisacaridos extracelulares en la placa dental

En todos los casos parece que el factor mds importante en la prevencion de la caries
dental es la exposicion a bajas dosis pero continuadas de fluoruro en la cavidad oral
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CAPITULO III

IMPORTANCIA DEL FLUOR Y ARSENICO EN LA SALUD

3.0 IMPORTANCIA DEL FLUORURO EN LA SALUD

El fluoruro fue utilizado por primera vez en la prevencion de caries en la década de 1940,
su actividad es defendida en dos éreas:

El fluorure inhibe las enzimas que producen acidos en las bacterias de la placa
dental, Esta observacién es vélida, pero algunos cientificos creen ahora que el
impacto dafiino del fluoruro en ofras enzimas utiles pesa mis que el efecto
beneficioso de la prevencion de caries.

Los iones fluoruro se ligan a los iones del calcio, fortaleciendo el esmalte del
diente en los nifios. Muchos investigadores consideran mds una presuncidn que un
hecho, debido a 1a evidencia contradictoria de los estudios en India y otros paises
durante los dltimos afios 10 a 15 afios. No obstante, el acuerdo es universal que la
infesta de flor excesiva leva a la pérdida de calcio en la matriz del diente,
produciendo una amelogénesis imperfecta conocida como fluorosis dental. La
sobre exposicién severa, cronica y acumulativa puede causar la fluorosis del

esqueleto.

La ingesta cronica y excesiva de fluoruro puede llevar a un severo daiio a la estructura dsea

del individuo. Los sintomas tempranos incluyen el dolor esporddico y timitacion del
movimiento en articulaciones, dolor de cabeza, dolor de estémage y debilidad muscular
pueden estar advirtiendo del problema. La fluorosis dental y del esqueleto, es irreversible y
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no hay tratamiento actual. El fmico remedio es prevenirla, evitando la ingesta excesiva del

fluoruro.

. (http//~www.sdpt.net/fluoruro_en_el_agua.htm)

3.1 FLUORURO DE SODIO

El Fliior es un elemento traza indispensable, se piensa que juega un papel importante en la
salud dental y Gsea; tiene una particular afinidad por el tejido 6seo. La dosis recomendada
diaria es de 1.5 a 4mg. Su ingesta baja se asocia a retardo del crecimiento y del desarrollo
y su ingesta alta y continua, a esclerosis esquelética La dosis farmacolégica de 20 a 100
mg al dia aumenta la masa esquelética.(Libanati y cols.,1996) Se considera que su
concentracién adecuada en el agua tiene efectos benéficos para la salud dental y Osea sin
ocasionar patologia esquelética. (Demos y cols.2001; J Am Diet Assoc.,2001).

3.2 FLUOROSIS MUNDIAL

La fluorosis es endémica en por lo menos 25 paises del globo. El niimero total de personas
no es conocido, pero una estimacién conservadora es de varias decenas de millones. En
1993, 15 de los 32 estados de 1a India se identificaron como endémicos para la fluorosis.
La fluorosis es prevalente en algunas partes de China central y occidental, y no sdlo
causada por el agua de bebida sino por la respiracién de ambientes saturados con fludr .
(http//-www.sdpt.net/fluoruro_en_el_aguahtm.)

3.3 FLUOROSIS EN MEXICO

En México, 5 millones de personas aproximadamente ef 6 % de la poblacién es afectada

por et fluoruro debido al agua subterrdnea. (hitp//:www.sdpt.net/fluoruro_en_el_aguahtm.)
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3.4 EFECTOS EN LA SALUD POR ARSENICO

Efectos agndos:

La intoxicacion aguda debida a la inhalacién de arsénico ocurre muy ocasionalmente en los
lngares de trabajo. Los sintomas son respiratorios { tos, dolor de pecho, dispnea),
desvanecimiento, dolor de cabeza y debilitamiento general, seguidos de simtomas gastricos

como dolor, vomitos o diarrea.
Efectos crénicos:

Los signos de una intoxicacidn crémica en trabajadores expuestos a arsénico cstén-
relacionados con los sistemas gastrointestinal y nervioso, la piel y las mucosas, raramente

aparecen desordenes circulatorios. Los efectos cronicos en el higado presentan tres fases

segin los sintomas:

Primera fase: sensacion de debilidad, pérdida de apetito, nauseas, vomitos esporadicos
Sensacion de pesadez en el estomago y diarrea.

Segunda fase: conjuntivitis, estado catarral de las membranas nasales, de la laringe y
respiratorias.

Tercera fase: neuritis periférica, inicialmente en las manos y los pies y esencialmente
sensorial (http-//www.sos-arsenic net/espanol/as-estandar. himl)




3.5 RECOMENDACIONES QUE SE HAN HECHO PARA PROTEGER
LA SALUD PUBLICA

La EPA ha establecido una cantidad mixima permisible para fluoruro en &l agua potable
de 4.0 miligramos por litro de agua (4.0 mg/l). Mientras que la Administracion de Salud y
Seguridad Ocupacional (OSHA) ha establecido limites de 0.2 miligramos por metro cubico
(0.2 mg/m®) para fldor , 2.0 mg/ para fluoruro de hidrogeno y 2.5mg/m3 para fluoruro en el
aire del trabajo para proteger a los trabajadores durante una jornada de 8 horas diaria, 40
horas a la semana.{ATSDR, 2004).

3.6 PREVINIENDO EL ENVENENAMIENTO POR FLUORUROS

Puede prevenirse el envenenamiento por fluoruro o puede minimizarse usando las fuentes
de agua alternativas, quitando el fluoruro excesivo del agua de bebida, y mejorando el
estado nutritive de las poblaciones en riesgo.
Fuentes de agaa alternativa:

% Agua de superficie

< Aguade llavia

++ Agua subterranea con baja concentracién de fluor
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Existen varios métodos para quitar el flior del agua:

*,
e

>

.
*

L7
e

Floculacién. El método consiste en agregar alumbre al agua a tratar produciendo la
precipitacion del floor .

Adsorcion. Este sisterna se basa en filirar el agua a través de uma columna
condensada con ur adsorbente, como la alimina activada (AlOs).

Evaporacion. Es el simple uso del sistema de destilacién, el sistena en si debe
tener una fuente calérica. Puede ser elécirica, gas o combustible liquido. El
resultado es optimo para la eliminacién del flior.

Condensacién de humedad ambiente. El proceso consiste en la condensacion de ia
bruma proveniente del mar durante la noche, unas mallas metalicas dispuestas en el
paso de la bruma logran condensar la humedad del ambiente en su superficie. El
agua asi recolectada en tanques es utilizada como agua dulce (ASTDR, 2004).




CAPITULO V

BIOMARCADORES

Definicion:

4.0 BIOMARCADOR. BIOMARKER. Una variacién xencbidticamente inducida en los
procesos, estructuras o funciones celulares y bioquimicas, que puede ser cuantificable en
una muestra o en el sistema biolégico en general. (Sindnimo: marcador bioldgico.

( http://www_ensayistas.org/critica/ecologia/diccionario/b.htm).

4.1 MARCADORES BIOLOGICOS

Los marcadores biologicos, también denominados determinantes o indicadores bielogicos
de exposicién a un compuesto quimico pueden ser, segin su naturaleza, el propio
compuesto, sus metabolitos caracteristicos, productos procedentes de reacciones de
conjugacién del compuesto o de sus metabolitos que se puedan producir en los ciclos
bioquimicos enddégenos, aductos formados por reaccién del compuesic o por sus
metabolitos con macromoléculas, interferencias bioquimicas ¢ enzimiticas cuantificable,
efc. (Que Hee S.S., 1997).

El monitoreo del medio ambiente y la evaluacién del riesgo a la exposicién de agentes
xenobidticos, se realiza utilizando sistemas de pruebas bioldgicas. En ellos se intenta
establecer la existencia, naturaleza o grado del dabo toxico provocado por un agente y da
pautas acerca del mecanismo de accidn a través de indicadores o biomarcadores {Ramirez
P., 2000).

- Atendiendo at tipo de informacién que suministren se puede distinguir distintos tipos de

indicadores. Indicaderes de dosis son aquellos que suministran informacién sobre la dosis
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interna de un compuesto, ya sean de dosis real, es decir aquellos que indican la cantidad de
xenobidtico presente en organismo o de dosis efectiva entendiendo por tales los que

reflejan la interaccién entre el t0xico y el érgano critico. Indicaderes de efecto, que, a su
vez, pueden ser de efecto bioguimico, cuando reflejan una alteracién de pardmetros
bioquimicos (como la actividad enzimatica), de efecto fisiologico que estin basados en las
variaciones fisiolégicas inducidas por un toxico (generalmente del sistema nervioso o
respiratorio), o de efecto biolégico precoz que son aquellos que reflejan las manifestaciones
iniciales de los efectos adversos caracteristicos. Finalmente, los indicadores de
acumulacién, va sea diaria o semanal, refiejan la cantidad de compuesto acumulado en los
compartimentos biolégicos en que se encuentran almacenados {por ejemplo, en el tejido
graso).(Periago F., INSHT., 2002).|

Otras fuentes clasifican a los biomarcadores de la signiente manera:

Biomarcadores de Exposicidon: Miden la exposicién a un compuesto particuiar, detectando
la presaiﬁa del compuesto y de sus metabolitos en fluidos corporales; poniendo de
manifiesto la presencia y el grado de exposicion al toxico por el organismo. Un ejemplo de
estos, son los aductos de proteinas y ADN, que pueden ser detectados en sangre, tejidos y
células sanguineas. (Escircega. L. 2004)

Biomarcadores de dosis biologicamente efectivas; Indican que el toxico ya ha producido
dafios en el organismo. Son los compuestos de adicién estables que forman el toxico o sus
productos de bicactivacién con ios dcidos nucleicos y proteinas (Universidad de Arizona,
Centro de Toxicologia).

Biomarcadores de Susceptibilidad; Se utilizan para identificar a los individuos mas
susceptibles a dafios en una pobiacién. Algunos individuos tienen probabilidades mas altas
que otros de recorrer completo el camino exposicion-enfermedad. Esto se puede deber a
que tienen mas activos los procesos de bicactivacién o a que tienen disminuidas sus

capacidades de detoxificar, de excretar o de reparar dafios. (Castro V. 2003).
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Biomarcadores de respuesta biolégica; Representan estados avanzados del proceso de dafio.
Son mas persistentes y a menudo representan alteraciones genéticas.

Bicmarcadores de enfermedades; Son manifestaciones preclinicas tempranas de
enfermedades, representan el iltimo paso antes de que sc establezca la enfermedad que
produce la exposicién. Los pdlipos en el colon son un marcador de enfermedad ya que la
continuacién de la exposicion puede conducir a la generaci6n de un cancer.
Los biomarcadores son ttiles para:

a) Detectala presencia de una exposicion

b) Determinar las consecuencias biolégicas de la exposicién

¢) Detectar los estados iniciales e intermedio de un proceso patologico

d) Identificar a los individuos sensibles de una poblacion

e) Fundamenta la decisién de intervenir, tanto & nivel individual como ambiental.

(Artega . L.,Sandra, 2003)

En el disefio de una rutina de muestreo es necesario considerar lo siguiente:
a) Especificidad y sensibilidad del biomarcador
b) Dificultad del muestreo
¢) Cinética de la formacién del biomarcador

d) Esiabilidad del biomarcador
(koplin, 2001},
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Cuando un orpanismo se expone a un agente tOXico es necesario saber que tipo de
biomarcador es més vitil para el estudio que se pretende realizar. La signiente figura (7) nos

puede ayudar a elegir el biomarcador mas adecuado.

Tiempo

Explosion

}

Dosis

’

v Dosis equivalente activa ————

Mecanismo de accion

Funcidn bioldgica alterada

Efecto biokqgico temprano ———

i Enfermedad —_

Indicadores de exposicion

Indicadores de efecto
MN, DPC, ICH

FIGURA 7. Como Elegir el biomarcador mas util {(Gonsebatt 2003).




4.4 INTERACCIONES ADN-PROTEINAS

Las interacciones entre el ADN y las proteinas estan implicadas en la expresién de genes, y
la interrupcién en el balance que guardan las proteinas junto con la cromatina y/o el ADN
puede tener serias consecuencias genéticas; ya que solas o unidas con ofras, interactian con
consecuencias especificas del ADN para encender y apagar genes, mediante interacciones
reversibles y no covalentes. Al mismo fiempo, el ADN contiene proteinas y péptidos
covalentemente unidos, que son muy importantes en €l mantenimiento de la estructura deia
cromatina o como importantes enzimas funcionales (Escarcega, 2004).

En el nicleo celular el material genético interacciona constantemente con proteinas, la
unién ADN-proteina  esta implicada en proceso de expresion génica , reparacion,
replicacién, recombinacion, transcripcién y en mantener la organizacién estructural del
material genético(Minko et al., 1993).

Existen evidencias de que algunos agentes quimicos clasificados como carcinégenos
pueden inducir que ciestas proteinas reguladoras se unan por medio de enlaces covalentes al
DNA formando aductos ADN-proteinas (DPC), en los que se combinan bases nitrogenada
o fosfatos del ADN con residuos de aminocidos de las proteinas tales como la cisteina,
4cido glutdmico, histidina, treonina, tirosina y lisina (Ramirez ef al.,2000; Costa et
al., 1993).

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

cromosdmica. (Ramirez et al., 2000)
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4.5 ADUCTOS ADN-PROTEINAS (DPC) COMO BIOMARCADOR
Existen estudios que apoyan el interés de proponer a los DPC como biomarcadores en la
exposicién a carcinogenos (IARC, 1992). Ya que se ha observado un incremento
dramitico en los niveles de DPC después de la exposicion a agentes como la luz UV
(Shetlar et al., 1980), radiacién ionizante (Oleinick et al., 1987), aldehidos (Voitkun et
al.,1999), asi como otros agentes quimicos.

Y aunque el significado biolégico de los aductos ADN-proteinas en témminos de
carcinogenicidad, citotoxicidad y mutagenicidad estd poco explorado aiin cuando hay gran
cantidad de agentes inductores de este tipo de aductos como primerz lesidn
genotéxica.(Arteaga, 2003).

Una gran cantidad de fenémenos celulares, dependen de interacciones entre proteinas y
acidos nucleicos.

Fl ADN est4 asociado con una variedad de proteinas. Especificamente en la cromatina, se
encuenira formando parte de un complejo con histonas conocide como nuclessoma. En
esta combinacién ambas moléculas mantienen la organizacién estructural del matenal
genético y coordinan diversos procesos celulares entre los que destacan la replicacion,
reparacion, recombinacién y transcripcién celular (Minko y cols., 2002).

Las interacciones que se generan entre proteinas y el ADN son generalmente reversibies
{Costa y cols., 1993; Hunter y cols_, 1992; Neuer y cols., 1985).

Sin embargp, existen varios agentes fisicoes y quimicos capaces de modificar o inducir la
uni6n de proteinas con el ADN mediante interacciones fuertes de tipo covalentes o iénicas.
(Werfel, U., 1998; Quievryn y Zhitkovich, 2000; Ramirez y cols., 2000).

Los DPC incrementan su cantidad basal dramdticamente después de la exposicién a una
variedad de agentes quimicos y fisicos.

Tal es el casc de las radiaciones ionizantes (Simic y cols., 1985), algunos aldehidos
(Casapova y cols., 1994), el arsenito de sodio (Ramirez y cols., 2000), cromo- {(Costa y
cols., 1993), entre otros. Agentes quimioterapeiiticos, como ¢l cisplatino también inducen la

formacién >de DPC.
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Existen datos experimentales que permiten proponer a los DPC como biomarcador de
exposicion al cromo, conocido carcindgeno bumano, esta propuesta se fundamenta ya que
se ha encontrado una correlacién positiva entre el nivel de exposicion a este agente y et
incremento de cdncer de pulmén en trabajadores de industrias fundidoras y cromadoras
(Hughes y cols., 1994).

Recientemente se ha propuesto al mecanismo de reparacion del ADN por escisibn de
nuclestidos (NER) como uno de los medios mediante el cuil los DPC pueden se removidos
en las células. Este mecanismo es efectivo en la remocidn de los DPC inducidos por
radiaciones ionizantes (Minko y col., 2002).

El proceso de reparsacion de DPC es probablemente un fendémeno complejo ya que durante
la formacién de este tipo de dafio genético por accion de agentes toxicos se combinan bases
nitrogenadas o fosfatos del ADN con residuos de aminoicidos como la cisteina, dcido
glutdmico, histidina, treonina, tirosina y lisina asi como por los nitrégencs o fosfatos en las
bases del DNA. En algunos casos se conoce cuales aminoacidos y bases son susceptibles a
interaccionar entre si para formar los DPC, por ejemplo el cis-platino se une a el N7 de las
bases piricas formando monoaductos los cuales se transforman en entrecruzamientos Inter
¢ intra hebras. Si ¢l dafto generado al ADN no es eficientemente reparado, pueden derivarse
una serie de mutaciones que dependiendo del sitio especifico y del gen dafiado se pueden
producir cambios en los procesos metabdlicos, muerte celular, alteraciones cromosémicas,
transformacion celutar incluso cincer (Steeg y cols., 2001).

A pesar del significado biolégico que pueden tenmer los DPC inducidos por agentes
genotdxicos con potencial carcindgeno en humanos y de las consecuencias que este tipo de
lesicnes genéticas pueden favorecerse en la célula. Los estudios encaminados a ditucidar
los mecanismos de formacién de los DPC, la especificidad de agentes toxicos sobre su
formacién, induccidn del dafio, las secuencias y las proteinas involucradas en los DPC, el
tipo de enlace entre las dos biomoléculas involucradas, la sensibilidad del ADN y proteinas
por interaccionar mediante enlaces fuertes, las bases y aminoéacidos involucrados; entre
otras caracteristicas fundamentales som-pocos.
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CAPITULO VI

5.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ea estados de México como Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo y San Luis Potosi asi
como en diferentes partes del mundo, se han detectado concentraciones de arsénico en los
cuerpos de agua subterrdnea por arriba de las concentraciones méximas permisibles,
desafortunadamente diversas comunidades, poblados y ciudades se abastecen de agua
potable de estos cuerpos de agua y las actividades relacionadas ocasionan serios problemas
de salud por exposicion al arsénico y otros agentes. Se tiene documentado un incremento en
los niveles contenidos en los mantos acuiferos de agentes potencialmente téxicos entre los
que destacan el arsénico y el flGor, mncrementando el riesgo de exposicién a este tipo de
agentes en poblaciones.

Copsiderando lo anterior y el becho de que estos elementos pueden ser incorporados al
organismo de manera naturat por via oral y biotransformarse principalmente en higado con
la subsiguiente excrecidn a través de rifién por orina, es que ha surgido el interés por
conocer la accién conjunta de estos dos elementos con et fin de evaluar si el fluor es capaz
de inducir por si sélo la formacién de aductos ADN-proteinas, o de modificar la accidn ya
conocidas del arsenito para formar DPCs en el higado de ratones machos de la cepa
BALB/c. Para este fin, se trataron ratones de la cepa BALB/c durante 9 dias, transcurrido el
periodo de tratamiento, se aistaron los aductos ADN-proteinas de higado y rifion con el fin
de conocer la proporcion de aducios en hembras v machos tras una exposicion por via oral

de arsenito y fldor.
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5.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la capacidad de formacién de aductos ADN-proteinas del arsénico, fhior y la

combinacion de estos elementos en un modelo in vive

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Investigar la capacidad inductora del arsénico en combinacién con el flaor, sobre la
formacién de adiictos ADN-proteina en higado y riidn de ratones BALB/c después
de 9 dias de tratamiento.

s Investigar el efecto inductor del arsénico y flhor en forma individual, sobre la

formacién de aductos ADN-proteina en el higado y rifién de ratones BALB/c
después de 9 dias de tratamiento.

¢ Determinar si la capacidad de los elementos en estudio sobre la formacién de
aductos ADN-proteina tiene una respuesta dependiente de la dosis.

» Conocer si existe diferencias en la susceptibilidad de acuerdo al género, para formar
aductos ADN-Proteina en ratones BALB/c.
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53 MATERIALES Y REACTIVOS

MATERIAL
Ultracentrifuga Beckman Coulter (USA)
Microcentrifuga ~ HERMLE (MEX)

Fluorometro PRECISION (USA)
Baiio Maria PRECISION (USA)
pH-metro OAKTON (USA)
Balanza Analitica SARTORIUS (USA)
Vortex GENIE 2 (USA)
Tubos de ensaye para uliracentrifuga
Pipetas

Vasos de precipitado

Tubos Eppendorf

Agitador

REACTIVOS

Buffer de Sacarosa 0.25 M / (0.01M Tris-HCL;PMSF 0.01mM) pH7.5
Buffer de Sacarosa 2.2 M / (0.01M Tris-HCI; PMSF0.1mM) pH 7.5
Proteinasa K (2 mg/ml)

PMSF (10mg/mi)

PBS (NaCt, KCI, (NaHPO,) anhidro y (KH;PO). pH 7.5

Sol. A (SDS 2%, Tris-HCI 20mM) pH 7.5

Sol. B (200 mM KC1,20mM Tris-HCI) ). pH 7.5

Sol. C (KC1 100mM, Tris-HCI 20 mM) pH 7.5

Sol. D (KCI 100 mM, Tris-HC! 20 mM, EDTA 10 mM) ) pH 7.5
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

30 Ratones hembra

|

Control agua destilada

30 Ratones macho

Contro] agua destitada

As Smg/KgyF 2.5mg/Kg

As Smg/Kg ¥y F Smg/Kg

F 2.5 mgKg

F 5mg/Kg

As SmgKg

Exiraccién rifidn

As Smg/Kgy F 2.5mg/Kg
As 5mg/Kg y F Smg/Kg
F2.5mgKg
F 5mg/Kg
As Smg/Kg
Exposici6n durante 9 dias
Sacrificio
Fxtraccion higado
Homogenado con 3 mi
(pH 7.5)
Aislamiento de niicleos

Precipitacion de complejos

l

Cuantificacidn
Fluorométrica de DNA
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5.4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se formé un grupo de 30 ratones hembra y ofro grupo de 30 ratones macho todos de entre
4-6 semanas de edad. Cada grupo se dividié en 6 lotes con 5 ratones de la cepa BALB/c.
El experimento se hizo por duplicado Cada lote se traté por 9 dias de la siguiente manera:

Tabla 6. Tratamientos

Lote ) Tratamiento
1 Blanco Agua destilada
2 As (Smg/Kg) y flior (2.5mg/Kg)
3 As (5Smg/Kg) y Flior (5mg/Kg)
4 Flaor( 2.5mg/Kg)
5 Flior { 5Smg/Kg)
6 Arsénico (5 mg/Kg)

Cabe mencionar que la concentracién de Arsénico de Smg/kg fue elegida ya que en un
trabajo previo(Arteaga 2003), ésta fue la concentracién en donde se observé una mayor
formaciéa de aductos ADN-proteinas.

Después del tratamiento los animales se sacrificaron por dislocacion cervical, aislando el
higado y rifién y se colocaron en una solucién de PBS pH 7.2 con inhibidores de proteasa y
manteniendola en hielo.

La obtencién de los DPC se realizé a partir de los niicleos aislados dei higado y rifién de

los ratones. Los micleos se aislaron de la siguiente forma
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AISLAMIENTO DE NUCLEOS

Una vez extraido los érganos de interés, se homogenizaron en 3 ml de buffer de fosfatos pH
7.5 suplementado con inhibidores de proteasa: PMSF 10mg/ml, Azida de sodio 0.5M
(30pl/ml). Los tubos se mantuvieron siempre en hieto.

1) El homogenado se diluyé 1:10 en buffer de sacarosa 0.25M, transcurrido 5 min. se
centrifugd a 15000g por min. A 4° C.

2)Elsobrmadantcﬁ&dwcartadoyseconsmélapasﬁlla
3) La pastilla obtenida se resuspendid v se repitio el paso 1.

4) La pastilla obtenida nuevamente, se resuspendié en una sofucién de 500ui (SDS 2%,
Tris-HC] 20nM, PMSF 1mM pH=7.5). y s¢ congelaron a -7¢°C para proceder a la
precipitacién de los complejos.

TECNICA PARA LA PRECIPITACION DE LOS COMPLEJOS ADN-
PROTEINA.

a) Un volumen de 500 pl de nicleos aislados se descongelaron a 37°C por cada ratén
tratado. Los ntcleos fueron lisados, pasando la suspension a través de una agwja
calibre 21 cuatro veces. Los lisados se manfuvieron en hielo durante esle proceso.
Se tomaron alicuotas de 100 pl para y se determiné el ADN total mediante
fitlorometria (Labarca y Paigen, 1980).
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b)

c}
d)

g
h)
i)
)

k)

)

El resto del lisado se adiciond a 500 pl de solucién B (KCl 100mM, Tris-HCl
20mM, pH=1.5).

Las muestras se incubaron 10min. a 65° C en un bafio Maria.
Transcurridoe el tiempo los tubos se invirtieron 3 veces y se colocaron en hielo 5
min. para precipitar los complgjos.

Los precipitados se centrifugaron a 10000 g durante 10 min. a 4°C

Fl sobrenadante se removié y se lavo e} precipitado con t ml de solucién C (KCl
100mM, Tris-HCl 20mM pH 7.5) y se agitd.

Los precipitados se centrifugaron a 6000g durante 5 min. a 4°C.

Se repitieron los pasos del c) al g} 2 veces més.

Posteriormente se centrifugd a 6000g por 5 min. a 4°C.

Se removi6 el sobrenadante y se agregd al precipitado 250 ul de la sol. D ( KCl
100mM, Tris-HC1 20 mM , EDTA 16 mM).

A los 250 ul se le agregd PK hasta obtener una concentracion final de 0.2 mg/ml
de PK

Se incubd a 50°C duraante 3 hrs.

m) Se agregs a cada tubo albimina hasta obtener una concentracién final de 100 pg

n)
o)
P

de albimina por cada fubo.

Después se incubd en hielo durante 10 min.

Se centrifugarén los tubos a 10000 g durante 10 min. a 4°C.

Finalmente se recuperd el sobrenadanie DNA que estuvo complejado y se congeld
a—75°C.

(Zhitkovich et al., 1992; Costa et al., 1993).
Al término de la precipitacion de los complejos se procedid a determinar fa
concentracion deil ADN complejado y el ADN total mediante fluorometria.




CUANTIFICACION DEL ADN POR FLUOROMETRIA

ADN COMPLEJADO .
1) 100 wl DNA complejado + 890 pl de sol. D +12.5 pldesol. De H
2) Guardar 10 min. En fa oscuridad

3) Leer en el fluordmetro

ADN TOTAL
1) 10 pi de homogenado total + 980 pi de sol. D +12.5 pl de sol. de solucion Hoechst
2) Incubar 10 min. En la oscuridad
3) Leer en el fluordmetro filtro de emisidn EM/D460/10 v excitacion EX/D360/40
BIORAD.
Las lecturas de fluorescencia obtenidas se utilizaron para poder obtener el porcentaje de
aductos formados en cada muestra utilizando una curva estandar preparada con DNA de
timo de ternera. Estos datos fucron analizados estadisticamente mediantc un apalisis de
ANOVA con una p<0.05 de significancia y un anilisis de comparacién milltiple de medias

(prueba de Fisher).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Existen reportes en donde los entrecruzamientos ADN-Proteinas (DPC) incrementan su
cantidad en sistemas biolégicos como resultado de la exposicién a una variedad de agentes
quimicos y fisicos, muchos de ellos carcindgenos reconocidos, (Minko et al., 2002). Es por
eso que los DPC’s han sido propuestos como biomarcadores de exposicion a agentes

genotdxicos.

En estudios realizados previamente por nuestro grupo de (rabajo en modelos
experimentales in vitro e in vivo (cultivo de cortes de higado de rat6n), observamos un
efecto temprano significativo (3hrs y 9 dias de exposicion) sobre la capacidad inductora del
arsénico y flaor de aductos ADN-proteinas en el higado de ratones machos de la cepa
BALB/c (Arteaga 2003;Castro 2003; Escarcega 2004).

En el presente trabajo observamos que esta capacidad también fue significativa en ! higado
de ratones machos y de hembras expuestos durante 9 dias al arsénico y flGor observando
diferencias en la susceptibilidad a la exposicién de los agentes toxicos en cada grupo de
tratamiento. (Grafica i y 2}.

Los resultados sugieren una menor capacidad de los agentes en estudio por inducir la
formacion de los aductos ADN-proteinas en las hembras de iodos los tratamientos, con
excepeién en el que se administrdé conjuntamente el As y F 5Smg/Keg. (Grafica 1 y 6)
Mientras que para los machos la méxima ipduccién de DPC se encontrd en los tratamientos
conjuntos de As 5 mg/kg y F 2.5 mg/kg de peso. Estos resuitados sugieren diferencias de
género en la susceptibilidad in vivo al dafio celular medido como DPC en el higado de
ratones BALB/c.
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Grafica 1. Induccidn de Aductos ADN-proteina en higado de raton

En el caso del rifién la proporcion de DPC formados fue significativamente diferente
respecto al control solo en los ratones machos expuestos a los diferentes tratamientos. Esto
se puede observar en la grifica ndmero 2 y en ia tabla 10 en donde la mavor induccién de
aductos por efecto del flior se presenta con la concentracién de 2.5mg/kg. Mientras que
para las hembras no existieron diferencias significativas respecto al control en ninguno de
los tratamientos cuando se cuantifico la proporcion de DPC en rifidn (tabla 9).
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Grafica 2. Induccion de Aductos ADN-proteina en rifion de ratén
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Uno de los mecanismaos de dafio celular propuesto asociado al efecto inducido a peoteinas y

ADN de manera directa o indirecta es a través de la formacion de especies reactivas de
oxigeno producto del metabolismo de los toxicos y cuya participacién se asocia con
fenémenos patologicos inducidos por el flior y arsénico (Guan et al., 1998; Yamanaka et
al., 2000}.

Especificamente en el caso del flior, la formacién de aductos ADN-proteinas quizi esté
relacionada con la gran produccion de radicales sper 6xido reportada por (Rzeuski et al;
1998) quien observd que también se inducia la inhibicién de superdxido dismutasa (SOD}
a concentraciones elevadas del halégeno. Esta inhibicion puede generar un decremento en
la proteccion celular contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas duranie la
biotransformacion del agente.

Evidencias que apoyan lo anterior muestran que en personas que viven en areas endémicas
de fluorosis la generacién de radicales libres producto del metabolismo de flior promueve
una disminucion en la actividad de SOD y glutatién peroxidasa, correlacionando este
evento con la presencia de lipoperoxidacion de lipidos de membrana (Guan et al; 1998).

En el caso del As estudios previos muestran la capacidad inductora del arsenito in vitro e in
vivo en la formacion de DPCs. Los mecanismos relacionados con esta capacidad pudieran
estar relacionados con los efectos toxicos inducidos por el As IIl en los que se presenta una
inhibicion de enzimas que contienen el grupo sulfhidrilo y cuya integridad es muy
importante para su actividad. Se sabe que los compuestos arsenicales trivalentes reaccionan
facilmente in vitro con moléculas que contienen el grupo tiol como por ejemplo el GSH y la
cisteina (Scout et al, 1993; Delnomdedieu, et. al 1994b). El arsenite tiene una alta afinidad
por los ditioles mas que con los monotioles, debido a que en los primeros, se favorece en
afto grado, la transferencia de electrones al GSH durante el metabolismo.

Por otro lado existen evidencias que sefialan que el MMA™ y DMA™ producto del
metabolismo del As™ son capaces de unirse fuertemente a proteinas. (Delnomdedicuet al,
1993).

Las bases nucelotidicas contenidas en ¢! DNA son blanco de los agentes inductores de
aductos ADN-proteinas, en parte por la susceptibilidad a interaccionar con los radicales
libres. Para algunos agentes carcinégenos como el cromo se sabe que existen bases

nucleotidicas como la guanina y citosina capaces de mediar la formaci6n de aductos ADN-




proteinas de las proteinas involucradas destacan las histonas y citoqueratinas entre otras
proteinas (Tsapakos et al., 1983; Wedrychowsky et al ,1986).

En el caso del As un mecanismo de accién relevante que pudiera estar asociado a la
induccion de DPC puede estar favorecide por la facilidad de los grupos fosfato a ser
sustituidos por el As (arsenolisis) (  ATSDR, 1990).

Sobre la snsceptibilidad al dafio inducido por agentes toxicos especificamente en 61ganos y
tejidos no existe informacion al respecto. En este trabajo la induccion de aductos fue
diferente en cada 6rgano analizado como se observa en la grifica 3 y 4. Si comparamos la
induccién de DPC en los érganos estudiados, podemos relacionar que el efecto tanto del
arsénico como del flor dependen al parecer de la capacidad metabolica del érgano blanco,
la dosis administrada y probablemente del tiempo de exposicion en los érganos. En el caso
del higado su principal fiuncién es la de metabolizar a los agentes en estudio para
convertirlos en formas excretables via renal. Aunque se ha reportado que en el caso del
arsénico la (As-metittransferasa) se encuentra en diversos organos entre ellos el rifion,
sugiriéndonos que pueden existir metabolitos en otros drganos y tejidos. (Goeringl999).
Los metabolitos pueden acumularse en cualquiera de los 2 drganos dependiendo del tiempo
de exposicitn lo que pudiera favorecer en diferenie medida la induccion de DPC. En este
caso, 1a induccién de DPC en el rifion por F fue significativamente mayor que el control en
todos los tratamientos para los machos no asi para las hembras.

Cuando se apalizd la diferencia en la formacisn de DPC observamos diferencia
significativa respecto al género y en la combinacion de arsénico y flior, se ha propuesto
que el tiempo de exposicién y grado de exposicion son variables importantes a considerar.
En la exposicion a As, diversas poblaciones modifican su capacidad metabélica en
respuesta a los niveles hormonales, por lo que la generacién de especies reactivas capaces
de inducir la formacién de DPC en hembras y machos es diferente.

En este trabajo el tiempo y el grado de exposicién foe €l mismo, por lo que las diferencias
observadas pueden estar influenciadas por el estado hormonal de los ratones tratados.

Estas diferencias se ven influenciadas incluso por diferencias génicas que permiten una
mayor capacidad metabélica en diferentes grupos o etnias (Smith et al; 2000; Aposhian
1997 y 1999). Al momento, no se tienen datos consistentes que refieran una variacion en

relacién a la ingestién, dieta y edad de los sujetos de estudio que puedan influenciar la
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distribucion de los metabolitos y con ello el metabolismo del As (Loffredo et al; 2002).
Pero si se ha asociado una elevada exposicidn a este elemento, con un incremento en la
tasa de excrecién de las formas metiladas predominando DMA en comparacion con MMA.
(Loffredo, 2002;Vahter y Concha2002).
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Grafica 3.DPC en higado y niion de ratones hembra.
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Por otra parte podemos comentar que en este trabajo, 1a induccién de las lesiones puso en
marcha mecanismos antioxidantes celulares para hacer frente al dafio celular observado

permitiendo una reduccicn en la proporcién de DPC durante las exposiciones a la mixima
concentracion evaluada de fidor (5 mg/kg) observando este efecto en ambos grupos de
expenimentacion (hembras y machos) lo anterior lo podemos apreciar especificamente en
la siguiente grafica:
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Griafica 5. Induccién de DPCs en higado de ratones hembras y machos por efecto del

Fluor.
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En el caso de las exposiciones conjuntas y después de cuantificar los DPC en el higado de

ratones hembras y machos, es notorio el incremento de la proporcién de DPC, aunque en
los machos, la cantidad de DPC no incrementa en relacién 2 la dosis de los elementos
administrados de forma conjunta {Grifica 6 y 7). Esto se¢ puede deber a que la
administracién de los agentes en forma conjunta, genera un efecto de cooperatividad hacia
la formacién de aductos ADN-Proteina. Este mismo efecto se observa en rifion,
principalmente para ratones mache.
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Grifica 6. Induccion de DPC por efecto del arsénico y flilor en forma conjunta en higado
de raton hembra y macho
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Finalmente, cabe mencionar que durante el fiempo de exposicion y bajo las condiciones de
trabajo, se observé una situacion de estrés y agresividad en forma progresiva de los ratones
principalmente los tratados con flior a una dosis de 2.5 mg /kg. Al respecto, se sabe que en
exposiciones a fldor existe una relacion con el dafic neurodegenerativo debido ha que el
halégeno puede acumularse en e cerebro, lo que nos sugiere que probablemente se estaba
generando cierto dafio al Sistema Nervioso Central (SNC.). Algunos reportes sefialan que la
acumulacién de fluoruro en regiones importantes del cerebro como el hipocampo en ratas,
correlaciona con los niveles de F contenidos en el agua de consumo de estos animales.
(Muilenix et al., 1996).
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(ANOVA p<0.05; F=10.02)

DESVIACION
TRATAMIENTO % DPC
ESTANDAR
Blanco Agua destilada 4.95 1.61
As (5 /
(me/Ke) y fior 7.15* 2.85
(2.3mg/Kg}
As (Smg/i Fhio
(ome/ke) y Ftior 1172+ 336
(Smg/Kg} _
Flior( 2. 5mg/Kg) 6.10 2.32
Flior ( Smg/Kg) 7.99* 1.67
Arsénico (5 mg/Kg) 5.78 222
*Estadisticamente significativo

Tabla 7. Promedios de la induccion de aductos ADN-proteina en higado de ratén hembra
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Tabla 8. Promedios de fa induccién de aductos ADN-proteina en higado de rat6n macho.

DESVIACION
TRATAMIENTO *%DPC
ESTANDAR
495 0.97

Blanco Agua destilada
As Smo/K. 7

(OmgKg) —y  fiior 1167 5.44
(2.5mg/Kg)
As Smg/) Fhior

Omglke) v 857 - 3.28
(Smg/Kg)
Flior( 2.5mg/Kg) 10.66* 2.59
Fltor ( 5mg/Kg) 8.02 6.91
Arsénico (5 mg/Kg) 9.14* » 3.50

*Estadisticamente significativo , (ANOVA p<0.05; F=3.06).




Tabla 9. Promedios de la induccién de aductos ADN-proteina en rifién de ratén hembra.

% DPC DESVIACION
TRATAMIENTO
(PROMEDIOS) ESTANDAR

8.77 0.51
Blanco Agua destilada
As  (5mg/Kg) y flior 3.28 0.88
(2.5mg/Kg)
As  (Omg/Kg) y Flior .13 1.80
(Smg/Kg)
Flior( 2.5mg/Kg) 9.14 1.23
Flior ( 5mg/Kg) 9.77 258
Arsénico (5 mg/Kg} 8.95 231

*Estadisticamente significativo, (ANOVA p<0.05; F=0.82)
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Tabla 10. Promedios de la induccién de aductos ADN-proteina en rifién de raton macho.

% DPC DESVIACION
TRATAMIENTO :
(PROMEDIOS) ESTANDAR
7.21 2.67
Blanco Agua destilada
As  (Smgl ;
(omgike) v fior 10.41 * 8.12
(2.5mg/Kg)
As  (5ma/K; T
OmgKe) v Fhior 1422 5.11
(5mg/Kg)
Fhior( 2.5mg/Kg) 1335 * 5.41
Flior ( 5Smg/Kg} 1232 * 541
Arsénico (5 mg/Kg) 13.12 * 4.44

(ANOVA p<0.05; F=2.72)
*Estadisticamente significativo
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CONCLUSIONES

1.- El arsénico tiene la capacidad de inducir la formacion de aductos ADN-Profeina en
higado y rifion de ratones machos BALB/c, a una concentracion de 5.0 mg/kg.

2.- El fliior a una concentracién de 2.5 mg/Kg y de 5.0 mg/kg tiene la capacidad de inducir
en higado de ratén BALB/c aductos ADN-Proteina, siendo la concentracién de 2.5 mg/kg
la que tiene un mayor efecto inductor.

3.-F fltior present6 bajo las condiciones experimentales empleadas una mayor capacidad
inductora de DPCs en rifién que en higado de ratones BALB/c machos.

4.- La administracién en forma conjunta del arsénico y flior presentan un efecto de
cooperatividad para la formacién de aductos en el higado para ratones hembras y rifién para

ratopes machos.

5.-Los ratones machos presentan una mayor susceptibilidad a la formacién de DPC al
administrar en forma conjunta e individual los elementos en estudio.
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PERSPECTIVAS

Si tomamos en cuenta los hallazgos encontrados con respecto a la capacidad inductora de
entrecruzamientos ADN-proteina por efecto de fliior y arsénico y la poca informacion que
hay sobre el significado biologico de este dafio por efectos combinados. Los aductos ADN-
proteinas se han propuesto se consideren biomarcadores de efecto en zonas endémicas de
nuestro pais, en las que se presentan manifestaciones de toxicidad por ambos elementos.
Sin embargo, es importante conocer los mecanismos biolégicos involucrados en su
formacién, sus caracteristicas, los amipodcidos y hases involucradas lo que permitiria
caracterizar este tipo de dafio celular. ’

Ademis es importante difucidar las consecuencias que pudieran tener tos aductos ADN-
proteina ya que se puede comprometer fendmenos celulares indispensables en el
organismo como la duplicaci6n, transcripcion y reparacion def ADN al interrumpir la
secuencia normal de la doble hélice de nucledtidos ademds de afectar considerablemente la
funcion y estructura de proteinas que se unen fuertemente al ADN durante la formacion de
estos aductos y que se han visto asociados con la generacién de ciertos padecimientos en el

humano, tal es ¢l caso del cancer de mama {Wang y cois., 2002).

Considero que de acuerdo a los hallazgos en este trabajo seria necesario desarrollar
estrategias paracomcerelpmcesopore[cualscgeneranysepmcaanestctipode
lesiones, para asociarlas a marcadoses de resgo carcindgenc como son aberraciones
cromosomicas, los micronicleos entre otros.

Sabemos que ¢l estudio de la capacidad inductora de DPC por agentes xenobidticos
después de una exposicion asi como el conocer algunas caracteristicas relacionadas con su
naturaleza, son importantes en virtud de que los conocimientos al respecto sen limitados.
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Ademis de que reconocemos que el estudio de la capacidad inductora de DPC in vitro € in

vivo por agentes xenobibticos tras su exposicion asi como elucidacién de algunas
caracteristicas relacionadas con su naturaleza, son investigaciones importantes, en virtud de
que los conocimientos al respecto son limitados.
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