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Para ellos de quien vengo
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1. INTRODUCCION

El arsénico inorganico (iAs) es un metaloide ampliamente distribuido en nuestro
planeta de manera natural o bien de manera antropica. Es un carcindgeno (IARC, 1987),
teratogeno y co-mutageno (Albores, et al., 1997), cuya toxicidad sistémica asemeja a la del
mercurio (Hg), y a la del plomo (Pb). El periodo de latencia para inducir cancer en
individuos ambientalmente expuestos es de 30 a 50 anos (Tapio, y Grosche, 2006). De
manera natural se encuentra en el agua, el aire, la corteza terrestre, el suelo y el sedimento
en varios estados de oxidacion, aunque los biologicamente importantes son las formas +3 y
+5 (Mandal, et al., 2002). Se encuentra formando cerca de doscientas formas minerales,

siendo la mas comun la arsenopirita (Onishi H., 1969)

1.1. Usos del iAs

A través del tiempo el arsénico ha sido empleado con distintos propositos, por
ejemplo en la elaboracion de cosméticos, en la agricultura como herbicida, fungicida y
pesticida, como pigmento (el Paris Green) y en la industria para elaborar conservadores de
madera y pinturas. En la actualidad se emplean los cristales de arseniuro de galio en la

fabricacion de semiconductores, transistores y lasers (Albores et al., 1997).

También se ha usado como agente terapéutico, Hipdcrates describio su uso
medicinal contra el tratamiento de ulceras cutaneas desde el afo 400 A.C.; durante el siglo

XIX la solucion inyectable Fowler, que contenia 1% de tridxido de iAs, fue utilizada



ampliamente, asi, en 1958 el manual britanico Pharmaceutical and Therapeutic Products
menciona su uso contra la leucemia, las enfermedades de la piel, la estomatitis y la
gingivitis en infantes, ademas de prescribirse como tonico de la salud, lo cual genero
hemangiosarcoma (Regelson, et al., 1968) y angiosarcoma (Lander, et al., 1975) en
aquellos expuestos cronicamente a dicha solucion. También se usdé como tratamiento
primario contra la sifilis y algunos protozoarios hasta la Segunda Guerra Mundial. Hoy en
dia se emplea s6lo en ciertos padecimientos como por ejemplo, el triéxido de arsénico
(Trisenox”) que fue aprobado como quimioterapeiitico contra la leucemia promielocitica
aguda, por la Food and Drug Administration de los Estados Unidos, en el afio 2000 (Gurr,

etal., 2003)

1.2. Rutas de exposicion a iAs

En el humano, las rutas de exposicion a iAs son por inhalacion: en el &mbito laboral
en el proceso de fundicion de metales no ferrosos como cobre (Cu), zinc (Zn) y Pb; por otra
parte, en el campo por su uso como pesticida o herbicida. También se ha demostrado la
absorcion por piel, sobre todo de arsénico (III) ya que es mas liposoluble que el arsénico
(V) (Winship, K. A.1984). Sin embargo, la forma en que mds seres humanos se exponen al
iAs es por el consumo de agua contaminada en cuerpos de agua ricos en depositos
minerales de iAs de manera natural o antropica (producto del enriquecimiento por

lixiviacion del iAs extraido de minas o pesticidas; Tapio, y Grosche, 2006).



1.3. Concentraciones de iAs en el agua

El agua posee de forma natural concentraciones de entre 1-10 ug/L de iAs, tanto en
agua marina como dulce, sin embargo, en aguas ricas en minerales arsenicales la
concentracion puede alcanzar de 100-5000 ug/L (Smedley, et al., 1996; Mandal, et al.,
2002) y en aguas geotermales llega hasta 8.5mg/L (Mandal, et al., 2002). Las regiones con
mayor concentracion de arsénico en agua son Calcuta, en India (5-23000 pg/L),
Bangladesh (>1000 pg/L), la Pampa y Cordoba, en Argentina (100-3810 pug/L), Xinjiang,
en China (0.05-850 ng/L), y la zona norte de México (8-624 pg/L), entre otros (Figura 1;
Mandal, et al., 2002). La Organizacion Mundial de la Salud recomienda como
concentracion limite permisible en agua 10pg/L (WHO, 1998). Sin embargo, en México el

limite actual es de 25 pg/l (Diario Oficial de la Federacion, NOM-127-SSA1, 2002).

1.4. Efectos toxicos de la exposicion a iAs.

Los efectos toxicos del iAs se conocen a través de estudios clinicos en individuos
expuestos o de estudios epidemioldgicos, en distintas poblaciones alrededor del mundo
(Tapio, y Grosche, 2006). Asimismo se ha profundizado en los mecanismos de acciéon y sus
efectos toxicos mediante el uso de modelos animales. La toxicidad del iAs depende de la
via de exposicion, de la duracion de la misma, asi como del estado de oxidacion del
metaloide. Una vez ingerido (ruta oral), cerca del 95% del iAs es absorbido por el tracto
gastrointestinal (Saha, et al., 1999) y transportado al higado, que es el principal 6rgano

responsable del metabolismo o bioactivacion del As, para finalmente ser excretado a través
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de la orina (cerca del 70% ) y la bilis, o bien es bioacumulado en tejidos como el higado, el
rifién, el pulmon, el corazon, el bazo (Klaassen, 1996), y en zonas ricas en queratina como

las ufias y el cabello (Ratnaike, 2003).

La exposicion cronica a concentraciones elevadas de iAs se ha asociado al
desarrollo de cancer en varios tejidos como la piel, el higado, la vejiga, el pulmon y el rifion
(Tapio, y Grosche, 2006). En la piel la exposicion a concentraciones mayores a 0.005-0.08
mg de iAs/kg/dia (ATSDR, 2000) genera melanosis, queratosis y descamacién, estas
ultimas, sobre todo en extremidades. Aunado a ello, la queratosis eventualmente puede
transformarse en un carcinoma de células escamosas (Pershagen, 1981). En paises en
desarrollo se ha observado una asociacion significativa entre el estado nutricional y la

generacion de leucopenia y anemia por exposicion a iAs (Westhoff, et al., 1975).

En el tejido pulmonar se observa dafo bajo una exposicion oral y por inhalacién
(>0.015-0.08 mg de iAs/kg/dia, ATSDR, 2000), la cual provoca irritacion de las
membranas mucosas que resulta en laringitis, bronquitis, y rinitis (Dekundt, et al., 1986).
La exposicion a altas concentraciones de arsénico puede generar hemorragias alveolares y

edemas pulmonares, asi como bronquitis asmatica (Saha, 1995).

A nivel cardiovascular la exposicion por agua contaminada con iAs (= 0.002-0.0067
mg/kg/dia, ATSDR, 2000) genera arritmias y despolarizacion de las células cardiacas
(Fennel, y Stacy, 1981; Goldsmith, y From, 1986). Por otra parte, exposicion a

concentraciones bajas también ocasiona dafio vascular como la enfermedad endémica de



Taiwan denominada enfermedad del pie negro (Tseng, 1977) o la enfermedad de Raynaud

en Chile (Zaldivar, 1974).

También se han observado alteraciones en el sistema nervioso central como cambios
en el comportamiento, confusion, perdida de la memoria, enfermedades cerebrovasculares
y neuropatias periféricas, asi como efectos inmunotoxicos (Waalkes, et al., 2004; Ratnaike,

2003).

Los sintomas tempranos de una exposicion aguda son: la debilidad, el dolor
muscular, la hiperpigmentacion, la aparicion de erupciones rojizas en la piel, diarrea,
colicos y dafio a nivel capilar que conlleva a la vasodilatacion generalizada (Saha, et al.,
1999). De igual manera se pueden presentar calambres musculares y entumecimiento en
manos y pies. Si la exposicion es por concentraciones altas de 1As (> 1 mg/kg/dia, Saha, et
al., 1999) se genera dafo renal y hepatico por insuficiencia circulatoria, ademas de
manifestaciones cardiacas como la cardiomiopatia aguda y hemorragias subendocardial

(Ratnaike, 2003).

1.5. Metabolismo del iAs

Como ya se ha mencionado, el iAs es incorporado al organismo en dos estados de
oxidacion, +3 y +5, siendo el higado el principal metabolizador del iAs, aunque otros
organos como el rifion y el cerebro también lo metabolizan. (Zakharyan et al., 1999;

Rodriguez et al., 2005).



1.5.1. Incorporacion del iAs

Los mecanismos de incorporacion a las células dependen de su estado de oxidacion.
El arsénico (V) es incorporado por transportadores de fosfatos como Pit y Pst en
Escherichia coli (Rosenberg, et al., 1977) y, aunque no ha sido demostrado, se piensa que
en humanos ocurre lo mismo (Peraza, et al., 1998). Por otra parte, Sanders et al. (1977)
demostraron en E. coli el transporte de un metaloide trivalente, el antimonio (IIT) (Sb), a
través de la aquagliceroporina (AQP) GlpF; puesto que el antimonio (III) presenta gran
similitud quimica con el arsénico (III), surgié la hipotesis de que las AQP eran las
responsables de su incorporacion al interior de las células, lo cual fue primero demostrado
con la AQP Fpsl en Saccharomyces cerevisiae (Wysocki, et al., 2001) y mas tarde en
mamiferos por la AQP9, la AQP7 y la AQP3 preferentemente (Liu, et al., 2002) debido a
que en pH neutro el arsénico (III), existe como As(OH);, que es reconocido por las AQP
como un soluto neutro similar al glicerol (Liu, et al., 2004). Finalmente, también se ha
comprobado la capacidad de la AQP9 para permitir el paso de arsénico (III) monometilado
en pH neutro, en ambos casos, de manera dependiente al gradiente de concentracion (Liu,

et al., 2006).

Las AQP son una subfamilia de proteinas involucradas en el metabolismos de
grasas (Verkman, 2005) y en funciones de permeabilidad y migracion celular (Agre, et al.,
2002). Pertenecen a la familia de las AQP, que son proteinas de membrana, de bajo peso
molecular (24-30 kDa), que son poros selectivos al agua y canales multifuncionales que
transportan glicerol, urea y otros solutos, siendo estas tltimas las AQP, que en mamiferos

incluyen a las AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10 (Borgnia, et al., 1999). De éstas, la AQP9 es



la que brinda permeabilidad a la mayor cantidad de solutos, incluyendo carbamidas, purinas
y pirimidinas (Tsukaguchi, et al., 1998) y se expresa en pulmén, higado y leucocitos

(Tsukaguchi, et al., 1999).

1.5.2. Metilacion del iAs

Una vez que el iAs ha entrado a la célula blanco es metilado por la arsénico (III)
metiltransferasa (As3MT) que emplea como sustrato formas de arsénico trivalente y como
donador de grupos metilo a la S- Adenosyl- L- Metionina (Ado-Met). Si bien, dicho proceso
fue descrito desde 1933 por Challenger y colaboradores, la enzima As3MT, responsable de
la biotransformacion, fue identificada en 2002 (Lin, et al., 2002) y su proceso atn hoy en

dia no se ha logrado dilucidar en su totalidad, existiendo dos propuestas:

a) La metilacion oxidante del arsénico propuesta por Challenger y colaboradores
(1945, 1951) en la cual se lleva acabo la metilacion oxidante de compuestos de
arsénico (III) alternados con la reduccion de arsénico (V) a arsénico trivalente, por
lo que se generan en secuencia las especies mono-, di- y trimetiladas de arsénico,
ademas de comprender las especies trivalentes como metabolitos intermediarios y
postular la necesidad de un sistema reductor. Esta hipdtesis se ha probado in vitro
con varios reductores como los son la tiorredoxina (TRX) la glutarredoxina, (GRX)
y el acido dihidrolipoico (DHLA) (Mukhopadhyay et al., 2002). Waters y
colaboradores (2004) en ensayos In Vitro mostraron que el sistema
TRX/TRXR/NAPDH en buffer de fosfatos (100 mM) y 1 mM de Ado-Met es el

mayor estimulante de la actividad catalitica de la As3MT, generando solo



compuestos trimetilados pero también dimetilados en la presencia de 5 mM de
glutation (GSH); por otra parte con el sistema de GRX/GSSG-Rd/NAPDH la
actividad catalitica es menor y dependiente de GSH, aunque es posible observar

metabolitos monometilados de arsénico.

b) La metilacion dependiente de complejos arsénico-glutation, propuesta por
Hayakawa y colaboradores (2005), postula que los complejos de arsénico con GSH
son el unico sustrato de la As3MT, y que la actividad catalitica no es oxidante.
Debido a ello, la generacién de compuestos metilados es en secuencia y las especies
trivalentes se consideran como metabolitos finales, los cuales son oxidados en
ambientes extracelulares. En ensayos in vitro en buffer de fosfatos 25 mM con 1
mM de Ado-Met y varias concentraciones de GSH se demostr6 la generacion de
compuestos mono y dimetilados de arsénico (III), asi como dimetilados de arsénico
(V) de manera dependiente a la concentracion de GSH. Por otra parte, en un ensayo
in vivo, la exposicion a arsenito de sodio de ratones deficientes de y-glutamil
transpeptidasa (GGT) enzima responsable del catabolismo y recaptura del GSH en
el tubulo contorneado proximal de la nefrona, se observé la excrecidon urinaria de
arsénico triglutation As(GS); y de metilarsénico diglutation MA(GS),, pero no de

dimetilarsénico glutation DMA(GS) (Kala, et al., 2004).

1.5.3. El glutation y enzimas antioxidantes relacionadas

Los modelos de metilacién antes descritos presentan en comun el uso del poder

redox intracelular proporcionado por GSH, el sistema TRX/TRXR/NAPDH o bien el



sistema GRX/GSH/GSSG-Rd/NAPDH para metabolizar el iAs, lo que concuerda con la
generacion de estrés oxidante por la exposicion a dicho metaloide y realza la importancia

de estudiar la funcion de estas enzimas, ademas de determinar su modulacion por arsénico.

El GSH, y-glutamil-cisteinilglicina, es el tiol intracelular més abundante, cuyas
principales funciones son: servir como antioxidante, participar en el metabolismo de
xenobidticos como desintoxicante, ser un reservorio y transportador de cisteinas, modular
la proliferacion celular, ayudar a mantener el potencial redox celular y participar en la
sintesis de ribonucleotidos (Lu, 1999). La oxidacion del grupo sulfhidrilo (-SH), presente
en el residuo de cisteina del glutation, le permite existir en forma reducida (GSH) u
oxidada, como un complejo disulfuro (GSSG) (DeLeve, et al., 1991), el cual es reducido a
GSH por la flavoenzima NAPDH dependiente, glutation reductasa (GSSG-Rd). En estado
basal existe una relacion entre GSH y GSSG de 10:1 (Meister, 1988b), cambiando ya sea
por el consumo de GSH o bien el aumento de GSSG, lo cual proporciona un buen estimado
del estado redox celular (Dalton, et al., 2004); en ambientes mas reducidos se observa
proliferacion celular, en ambientes oxidados, células diferenciadas o que no estan
proliferando y, en ambientes muy oxidados se observan mecanismos de muerte celular

como necrosis y/o apoptosis (Schafer, et al., 2001).

El higado es el 6rgano con la mayor cantidad de GSH, alcanzando concentraciones
de hasta 10 mM (Meister, 1988a), aunque es producido a partir de sus precursores en
practicamente todas las células (DeLeve, et al., 1991). La sintesis, a partir de sus

precursores L-glutamato, L-cisteina y L-glicina, implica dos pasos dependientes de ATP:
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L-glutamato + L-cisteina + ATP — y-glutamil-L-cisteina. + ADP + Pi [1]

y-glutamil-L-cisteina + L-glicina + ATP — GSH + ADP + Pi [2]

En la biosintesis de GSH, el primer paso es el limitante y es catalizado por la -
glutamil-cistein sintetasa (y-GCS), la cual es un heterodimero dependiente de Mg*" o Mn*”,
compuesto por una subunidad catalitica pesada (y-GCSy, 73 kDa) y otra regulatoria ligera
(y-GCSy, 31 kDa), las cuales se encuentran unidas por un enlace disulfuro, que puede ser
modulado por GSH, generando una regulacion no alostérica (Huang, et al., 1993). Por otra
parte, la concentracion de la enzima se debe en gran medida a la concentracion de su RNA
mensajero (MRNA), ya sea por el aumento en su transcripcion o bien por el cambio en su
estabilidad (Wild, et al., 2000). Su actividad o transcripcion es inducida por una gran
variedad de factores, dentro de los que se encuentran: el estrés oxidante, las citocinas, la
radiacidn ionizante, el estrés calorico, la inhibicion de la y-GCS, el consumo de GSH o su
conjugacion, la prostaglandina A,, la presencia de metales pesados, los antioxidantes y la
insulina (Lu, 2000; Townsend, et al., 2003). En contra parte, una deficiencia proteica en la
dieta, el tratamiento con dexametasona, la eritropoietina, el factor de crecimiento
transformante TGF-f, la hiperglicemia y la fosforilacion de la y-GCS, inhiben su actividad

o transcripcion (Wild, et al., 2000).

Como ya se ha mencionado, el GSH es capaz de encontrarse en forma reducida u
oxidada, en forma del complejo disulfuro GSSG, sin embargo, también es posible encontrar
complejos de GSH con proteinas, evento denominado glutationilacién, el cual es un

mecanismo de proteccion contra la oxidacion irreversible de sulfhidrilo en proteinas y
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como reservorio de GSH ante un estrés oxidante, ademas de jugar un papel clave en la
regulacion celular ya que las proteinas glutationiladas son inactivadas (Ghezzi, 2005a;
Niwa, 2007). Los primeros en observar dichos complejos fueron Brigelius et al. (1983;
1982) quienes mostraron que en higado cerca del 1% del GSH total se encuentra formando
complejos con proteinas, ademds dependiendo del estado redox celular es posible encontrar
del 20 al 50% del GSH formando dichos complejos (Gilbert, 1984). Existen varios

mecanismos para la formacion de proteinas glutationiladas, el principal es:

PSH + GSSG — PSSG +GSH [3]

donde PSH es una proteina con una cisteina libre. Este mecanismo implica que el cociente

GSH/GSSG es determinante para la glutationilacion.

Aunado a éste, existen otros mecanismos como el de oxidacion directa; oxidacion
del grupo sulfhidrilo de proteinas a &cidos sulfénicos, formaciéon a partir de S-
nitrosoglutation o bien; por el ataque del radical hidroxilo (OH") al grupo sulthidrilo de una

proteina:

PSH + OH" —» PS’ + H,O [4]

PS" + GS'— PSSG [5]

La reaccion [5] es particularmente importante ya que se ha observado que es llevada

acabo por la GRX (Starke, D.W. et al 2003).
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Como lo muestra la reaccion [3], dichos complejos son inestables y es posible
revertirlos por medio de la accion enzimatica de oxidorreductasas como GRX y TRX, las
cuales se caracterizan por poseer el motivo CysXXCys en su sitio activo, y son reducidas a
su vez por GSH/GR y TR, respectivamente (Holmgren, 1989; Ghezzi, 2005b). Las GRX o
tioltransferasas, son una familia de enzimas de bajo peso molecular con funciones de
oxidorreductasa, peroxidasa y glutation-S-transferasa (Niwa, 2007), que son altamente

especificas para la reduccion de proteinas glutationiladas, donde la reaccion es:

PSG + GSH — PSH + GSSG [6]

En mamiferos se conocen dos isoformas de GRX, la GRX1, citosdlica, que, ademas
de su funcién en el mecanismo de glutationilacion, estd involucrada en la sintesis de DNA,
en la regulacion de factores de transcripcion y en procesos apoptéticos (Holmgren, et al.,
2005) y la GRX2, mitocondrial, que protege del daiio provocado por la cadena fosforilativa

(Holmgren, et al., 2005).

Como se muestra en la reaccion [3], las cisteinas libres de las proteinas interactuan
con GSSG, de manera dependiente de la concentraciéon de este ultimo, sin embargo,
también es posible que los residuos de cisteinas formen enlaces disulfuro inter e intra
proteinas, lo que trae consigo un cambio conformacional y la inhibicion de su actividad.
Las enzimas encargadas de conservar los grupos sulthidrilos libres son las GRXs y las
TRXSs, aunque la eficiencia de la TRX es varios 6rdenes de magnitud mayor en reducir este

tipo de enlaces (Arnér, et al., 2000).
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Las TRXs son proteinas de bajo peso molecular (12 kDa) que se encuentran en
todos los organismos vivos (Stefankova, et al., 2005). En mamiferos se han descrito dos
isoformas, la TRX1, citos6lica y nuclear, y la TRX2, mitocondrial. La TRX1 es cofactor de
las peroxirredoxinas, encargadas de la reduccion del peroxido de hidrogeno (Watson, et al.,
2004); asimismo estd involucrada en la sintesis y reparacion de DNA, es cofactor de las
metionina sulfoxido reductasas y de las sulfato reductasas (Powis et al., 2001); regula
factores de transcripcion como NF-«kf, procesos apoptoticos (Hayashi, et al., 1993; Saitoh,
et al., 1998) y es la responsable de mantener un ambiente reductor en el nucleo, lo que

permite que factores de transcripcion se unan al DNA (Watson, et al., 2004).

En condiciones basales, cerca del 95% de la TRXI1 citoplasmatica y nuclear se
encuentra en estado reducido (Nkabyo, et al., 2002; Watson, et al., 2003); ademas, puesto
que su concentraciéon es mucho menor que la del GSH, se ha postulado que su principal
funcion se encuentra en procesos de sefalizacion celular (Watson, et al., 2004). Por otra
parte, estudios realizados por Nkabyo y colaboradores (2002), asi como por Trotter y Grant
(2003) muestran que el estado redox del GSH y de la TRX se regulan de manera
independiente, puesto que TRX se mantiene reducida aun bajo condiciones en que el GSH
ha sido consumido y oxidado; aunque, también se ha demostrado, que TRX1 puede ser
glutationilada, inhibiendo su actividad, lo cual sefiala cuando menos una conexidn entre

ambos reductores (Casagrande, et al., 2002).
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1.5.4. Excrecion y eliminacion del arsénico

Una vez que el iAs ha sido metabolizado en el higado, es excretado hacia la bilis y
hacia el torrente sanguineo. La excrecion hacia la bilis se realiza en forma de conjugados
con glutation. El arsénico (III) triglutation, As(GS)s, y el monometilarsénico (III)
diglutation, MA(GS), (Kala, et al., 2000) son excretados a través de transportadores como
la proteina de resistencia a maultiples farmacos 2, MRP2. Un transportador ATP
dependiente, ubicado en la membrana canalicular de los hepatocitos y que pertenece a la
superfamilia de transportadores ABC. (Kala, et al., 2000). MRP2 se encarga de excretar
aniones organicos como glucurénidos, bilirrubina, complejos glutationilados, y complejos

sulfatados. (Vernhet, et al., 2001).

Por otra parte, la excrecion de arsénico al torrente sanguineo se lleva acabo en parte
por otros transportadores MRP’s (Kala, et al., 2004) y aunado a ello el arsénico (III)
monometilado, como ya se ha mencionado, sale de las células a través de la AQP9 (Liu, et

al., 2006).

Finalmente, el arsénico es eliminado del torrente sanguineo por el rifidon. En la orina
humana se encuentran metabolitos metilados como el dimetil arsénico (V), DMA, en una
proporcion de 50 a 70; el monometil arsénico (V), MMA entre 10 y 15% y una pequefia
porcion de iAs (20%) (Aposhian et al., 1997). Sin embargo, en la mayoria de las especies

animales, se eliminan cantidades menores de MMA (<4%; Hughes, 2006).
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1.6. Mecanismos de accion del iAs y sus metabolitos

Resulta importante destacar que las formas metiladas trivalentes han mostrado una

mayor toxicidad que las especies inorgénicas, por lo que el proceso de metilacion se

considera en realidad como un proceso de bioactivacion (Thomas, et al., 2001). Se ha

demostrado que el iAs y sus metabolitos metilados, participan en una amplia gama de

procesos dentro de las células entre los que podemos mencionar:

Alterar el balance entre la generacién de especies reactivas de oxigeno y las
enzimas y elementos antioxidantes, mejor conocido como la generacion de estrés
oxidante (Barchowsky, et al., 1999). La bioactivacion del arsénico consume el
principal antioxidante no proteico, el GSH (Hei y Filipic, 2004); induce la NADPH
oxidasa, que genera superoxido (O,") el cual libera el hierro (Fe) de la ferritina
generando radicales hidroxilo a partir de la reaccion de Fenton (Kessel, et al., 2002;
Halliwell, y Gutteridge, 1992; Applegate, et al., 1991), genera dafio oxidante en
DNA, proteinas y lipidos (Kessel, et al., 2002). En contraparte, activa factores de
transcripcion relacionados con la induccion de enzimas antioxidantes como Nrf2,

NF-xB y AP-1 (Pi, et al., 2003; Barchowsky, et al., 1996; Hu, et al., 2002).

La mayor parte de los eventos celulares como la proliferacion, la diferenciacion y la
apoptosis son coordinados y mediados por transduccion de sefiales, debido a ello
cualquier modificaciéon en dichos procesos traerd consigo alteraciones en las
distintas actividades de la célula. El iAs y sus metabolitos son capaces de generar

cambios en estos procesos, pues aumenta la fosforilacion de cinasas de tirosina de
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manera dosis dependiente (Hossain, et al., 2000), asi como de cinasas ser/thr (PKC),

aunque la cinasa modulada y su efecto cambia segun la dosis y el tejido estudiado

(Qian, et al., 2003; Bode, et al., 2002).

* Inhibe la disponibilidad de 6xido nitrico en plasma, donde funciona como dilatador
de vasos sanguineos, lo que conlleva a desordenes del sistema vascular periférico y

cardiaco (Gurr, et al., 2003).

* Finalmente, la exposicion a iAs genera en el DNA aberraciones cromosdmicas
como la formacidon de micronacleos, deleciones, intercambio de cromatidas
hermanas y aneuploidias (Vega, et al., 1995; Mahata, et al., 2003; Hackett, et al.,
2001), ademas de inhibir la reparacion de éste y generar uniones DNA-proteinas

(Gonsebatt, et al., 1997; Ramirez, et al., 2000)

1.7. Estudios realizados para evitar o revertir los dafios ocasionados por iAs

A nivel mundial, el nimero de seres humanos expuestos a concentraciones de iAs
que rebasan la normatividad en agua es de alrededor de 10 millones. En varias areas
geograficas con esta problematica se estdn haciendo esfuerzos por interrumpir esta
exposicion. Sin embargo, estas medidas son costosas y llevan tiempo en llevarse a cabo.
Por esta razon es necesario investigar acerca de estrategias que permitan aliviar o revertir

los efectos en el organismo de la exposicion previa o que aceleren su eliminacion.
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Existen una amplia gama de trabajos en los que se describen los efectos del empleo
de diversos compuestos quelantes. Ante una exposicion aguda se han empleado agentes
como el dimercaprol (BAL), el acido 2,3-dimercapto-1-propanosulféonico (DMPS) y el
acido meso-2,3-dimercatosuccinico (DMSA) aunque sus efectos ante una exposicion
crénica son controversiales porque pueden modificar el metabolismo del iAs favoreciendo
la formacion de metabolitos mas toxicos como el MMA(III) (Aposhian et al., 1997). Por
otra parte, el empleo de retinol fue descrito desde los afnos cuarenta (Hall, 1946) y mas
recientemente retomado por Thiaprasit (1984) con el cual se observan mejorias clinicas e
histologicas. Otros métodos son la combinacidon de vitaminas con minerales o con DMSA
para acelerar la excrecion de arsénico (Ahmad, et al., 1998; Bangladesh Arsenic Control
Society, 2003) ademas del empleo de melatonina, debido a sus propiedades antioxidantes
(Pal, et al., 2005); o de compuestos que activan la transcripcion de enzimas antioxidantes,
como el sulforafano (Shinkai, et al., 2006), y la ingestion de folato, debido a que es el
precursor del Ado-Met, el cual es indispensable para la metilacion del iAs (Gamble, et al.,
2006). Finalmente, Misbahuddin y colaboradores (2006) emplearon por 16 semanas
extractos del alga Spirulina adicionada con Zn como método para aumentar la excrecion de
iAs de pobladores de Bangladesh que habian estado expuestos cronicamente, observando
una mejoria en las lesiones en piel asi como una disminucion en la concentracion de este
metaloide en uflas y cabello, aunado a un aumento en la eliminacidon por orina. Estos

antecedentes son la base de interés de nuestro estudio.
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1.8. La Spirulina (Arthrospira sp)

La Spirulina (Arthrospira sp) es una cianobacteria fotosintética filamentosa, no
diferenciada, que presenta pared celular Gram-negativa y que se reproduce por fision
binaria transversal (Rippka, et al., 1979). Habita cuerpos de agua con pH alcalino, ricos en

depdsitos de bicarbonato de sodio y con una salinidad elevada (Vonshak, et al., 2000).

Ha sido empleada como fuente alimenticia por poblaciones de México desde épocas
prehispanicas (Ramirez, et al., 2006). Su composicion es rica en nutrientes, como proteinas,
vitaminas, minerales y carbohidratos, por lo que en la actualidad se emplea como
suplemento alimenticio (Xue, et al., 2002). Un estudio realizado por Babadzhanov et al.
(2004) demostro que el contenido de proteinas en Spirulina es del 65 % del peso seco, las
cuales contienen todos los aminoacidos esenciales; ademas contiene compuestos fenélicos,
glicolipidos, polisacaridos sulfatados, acido folico, acido y-linoeico, una amplia gama de
vitaminas como la C, la By, la B, la Bg, la By, la E y la D y pigmentos como lo son los

carotenoides, la clorofila y la ficocianina.

Diversos estudios de toxicidad crénica han demostrado que es inocua (Chamorro et
al., 1985; Chamorro, et al., 1995). En modelos de roedor el consumo subcrénico de 30 %
del peso del organismo de Spirulina por machos, hembras virgenes, hembras prefiadas y
por crias de hasta 21 dias no estuvo asociado con efectos adversos durante el tiempo de
gestacion, ya que no se observaron alteraciones en marcadores histologicos, hematologicos,
ni en la sobrevivencia, el crecimiento y la fertilidad (Salazar, et al., 1996; Salazar, et al.,

1998). Premkumar, et al. (2001), observaron un aumento en la concentracion de GSH, asi

19



como de la actividad de enzimas antioxidantes por la ingestion de 0.025 % peso/peso de
Spirulina durante cinco dias en ratones Swiss albino, ademas de observar una disminucioén
significativa en la genotoxicidad, evaluada por el indice de micronucleos, generada por una
exposicion a ciclofosfamida y mitomicina-C. Se observd también este efecto
antigenotoxico dado por el suplemento de 0.1% peso/peso de Spirulina en ratones Swiss
albino expuestos a cisplatino (Premkumar, et al., 2004). Ruiz Flores et al. (2003)
demostraron el efecto anticlastogénico de la Spirulina ante la hidrazida maleica por el
bioensayo de Tradescantia. Ademas se ha mostrado que es capaz de ejercer efectos
inmunomodulatorios tanto en roedores como en humanos, aumentando la produccion de
anticuerpos y de interferon gamma (Hirahashi, et al., 2002). La administracion de

Spirulina tiene capacidades hipoglucemiantes (Mani, et al., 2002; Kato, et al., 1984).

Finalmente, cabe sefialar que los elementos encontrados en la Spirulina a los que se
les ha adjudicado efectos benéficos incluyen a los compuestos fendlicos, carotenoides,
clorofila, y principalmente la ficocianina (Miranda, et al., 1998; Jaime, et al., 2005;

Vadiraja et al., 2000; Chamorro et al., 2002; Peto, et al., 1986; Bhat, et al., 2000).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a sus potenciales propiedades antioxidantes, hepatoprotectoras, asi como el
aumento en la eliminacion del arsénico, nos interesa investigar en un modelo animal, el
efecto del pretratamiento con Spirulina sobre la transcripcion de genes de enzimas
antioxidantes y de transportadores que participan en el transporte, metabolismo y

eliminacion del arsénico.

21



3. HIPOTESIS

Con base a estudios previos donde se observa una modulacion positiva de los
sistemas antioxidantes por la ingesta de Spirulina, ademas de evitar el efecto provocado por
ciertos agentes toxicos en modelos animales e in vitro se espera que module negativamente
la transcripcion de los genes que participan en el transporte y/o positivamente la

transcripcion de genes antioxidantes y de eliminacion del arsénico.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto sobre la transcripcion de genes de enzimas relacionadas con el
metabolismo del iAs en ratones CD-1 expuestos a diferentes dosis de arsenito de sodio

previamente tratados con Spirulina.

4.1. Objetivos particulares

Evaluar en tejido hepatico los niveles de RNA mensajero (MRNA) de: AQP9,

MRP2, y-GCS;, GRX1y TRXI en ratones tratados con 0, 2.5, 5y 10 mg/kg/dia de arsenito

de sodio durante 9 dias.

Evaluar en tejido hepético los niveles de mRNA de: AQP9 MRP2, y-GCS;, GRX1, y

TRX1I en ratones que ingirieron 2g/kg/dia de Spirulina durante 30 dias.

Evaluar en tejido hepatico los niveles de mRNA de: AQP9, MRP2, y-GCS,, GRX1, y

TRXI en ratones tratados con 2g/kg/dia de Spirulina por 30 dias y que al dia 21 de este

tratamiento recibieron 2.5, 5 y 10 mg/kg/dia de arsenito de sodio durante 9 dias.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1. Tratamiento de organismos

Se usaron ratones machos CD-1 de 4 semanas de edad de 30 1 g, dispuestos
aleatoriamente en grupos de 3 organismos por caja. Se aclimataron por una semana con un
fotoperiodo de 12 h luz, 12 h de oscuridad y alimentados ad libitum con croquetas Teklad
Global 2018S (Harlan®) en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM. Posteriormente, fueron tratados con arsenito de sodio, Spirulina y arsenito de

sodio méas Spirulina del siguiente modo:

a) Como control positivo, tres grupos (de tres organismos cada uno) fueron tratados
respectivamente con 2.5, 5y 10 mg de arsenito de sodio (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) por kg de peso, por dia, via oral (por medio de sonda gastrica) durante 9 dias,
con base al método de exposicion propuesto por Rodriguez et al. (2005);

b) Como control de los efectos de la Spirulina (Spirulina sp. en polvo, GENIX®) se
dosifico un grupo con 2g kg™ de peso por dia, via oral, durante 30 dias;

c) Para determinar el posible efecto protector de la Spirulina sobre una exposicion a
arsenito de sodio, tres grupos recibieron el tratamiento con Spirulina y a partir del
dia 21 se sumd la dosificacion de arsenito de sodio antes mencionada;

d) Un grupo analizado como control negativo recibié agua desionizada como

tratamiento.
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Tanto las soluciones de arsenito de sodio como las de Spirulina fueron preparadas
diariamente usando como disolvente agua desionizada. Para determinar de manera precisa
las dosis administradas, los animales fueron pesados diariamente; cabe aclarar que durante

el tiempo de exposicion el acceso al alimento y agua fue ad libitum.

Un dia después de la tltima dosis de cada tratamiento los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical. El higado fue extraido, lavado con solucién salina al 0.9 %, para

remover el exceso de sangre, y congelado a -80° C para su manejo posterior.

5.2. Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA fue llevada acabo conforme al protocolo general del Trizol®
Reagent, Invitrogen® (Chomczynski et al., 1987; Chomczynski, 1993). Brevemente, se
homogenizé cerca de 50 mg de higado en 1 mL de Trizol® y se incubé durante 15 min;
posteriormente se elimind el material insoluble por centrifugaciéon a 12,000 g por 10 min a
4° C; se afadieron 0.2 mL de cloroformo, se agitdé la muestra por 15 seg, se incubé a
temperatura ambiente por 3 min y se centrifugd a 12,000 g por 30 min a 2° C; seguido, para
precipitar el RNA, se recuperd la fase acuosa, se le agregd 0.5 ml de isopropanol, se incub6
a temperatura ambiente durante 30 min y se centrifugd a 12,000 g por 10 min a 2° C; se
removié el sobrenadante y se lavo el pellet con 1 mL de etanol al 75 %, posteriormente se
centrifugd a 7,500 g por 5 min a 2° C; finalmente se dejé secar el pellet de RNA a
temperatura ambiente, se disolvié en 15 uL de agua libre de RNAsas previamente calentada

a 45° Cy se guardd a -20° C.
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Para determinar la integridad del RNA (con base a la observacion de las bandas
correspondientes al 28 Sy 18 S del RNA ribosomal) asi como el grado de contaminacion
con DNA, se analiz6 1 uL de cada muestra en un gel de agarosa al 1 % ademas de realizar
un PCR con oligonucle6tidos para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, GAPDH

(més adelante se especifica la secuencia de éstos).

5.3. RT-PCR semicuantitativo

Con el RNA extraido se empled la técnica de RT-PCR con oligonucleétidos
Oligo(dT) para obtener cDNA. La enzima empleada para ello fue la Transcriptasa Reversa
del virus de leucemia Murina (M-MVL RT, Promega®) conforme al método del proveedor.
Brevemente, en un microtubo se colocd 1 pL de Oligo(dT), 3 ug de RNA total, 1 yL de
dNTPs 10 mM vy se llevé a un volumen final de 12 uL con agua desionizada; se calento la
mezcla a 65° C por 5 min, se colocé inmediatamente en hielo y se dio un pulso en la
microcentrifuga; después se afiadieron y mezclaron 6 pL del buffer de reaccion 5X M-
MLV RT (Promega®), se incubd a 37° C por 2 min y; finalmente se afiadi6 1 pL de la M-
MVL RT, se incub6 50 min a 37° C, se inactivo la reaccion calentando a 50° C por 5 min 'y

se guardd a 4° C.

A continuacion, se analizé el nivel de expresion de mMRNA de proteinas implicadas
en la internalizacion, metabolismo y excrecion de arsenito de sodio en el higado como son:
la AQPY, la y-GCS,, la TRX1, la GRX1 y la MRP2. Como referencia se utilizaron los niveles

de MRNA de la GAPDH. Para ello se emple6 la Platinum® Tag DNA Polymerase de
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Invitrogen®. Las condiciones utilizadas, asi como las secuencias de los oligonucleé6tidos

para dichos experimentos se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleotidos y condiciones empleadas en la determinacion de niveles de
expresion de mRNA para distintos genes de interés.

Gen Oligonucledtidos (-Io-rg) Ciclos A"ESE)CG“ I}Angl\cl:ll]z
Garor 198 580 50 0% 100 ey e 0 w0
40P ol 32 208 hog agg aac atg gta 60 25 27 2
ocs, £ 308 190 tte 99 act gta s wo
TRXI Rl got cg cat goa TEE gac tee aca gte 60 30 100 2
GRXI Rl o gaga tea gat cac tge ate cgo cta g 60 30 100 2
MRP2 ol 35 &g geg tac teg eat ca 61 25 250 2

Una vez realizado el PCR se prosiguio a analizar las muestras en geles de agarosa al
2 %, a 100 V por una hora. Posteriormente, se tifid con bromuro de etidio al 0.01 % y se
obtuvo la imagen con el fotodocumentador Gel Logic 200, Imaging System® (Kodak®) para
su analisis densitométrico con el software ImageJ® version 1.36b (Nacional Institutes of

Health) ajustando los valores obtenidos con la siguiente ecuacion:

Densidad optica de la banda = Log(10)(255/x)

donde x es el valor dado por el programa al seleccionar la banda, que corresponde al amplicon

obtenido de cada PCR.
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Una vez conocida la densidad éptica para cada amplificacion, la expresion relativa
se obtuvo del cociente de cada experimento entre su control interno (GAPDH) vy, por

ultimo, los valores obtenidos se dieron en porcentaje respecto al control negativo.

5.4. Anadlisis estadistico

Para evaluar el efecto del tratamiento con Spirulina, la exposicion con iAs per se,
asi como la co-exposicion de iAs con Spirulina, se utilizo la prueba de andlisis de varianza
de dos vias con la prueba posterior de Holm-Sidak usando el software SigmaStat
(SigmasStat version 3.10 para Windows, Systat Software). Las diferencias se consideraron

significativas cuando p<0.5.

Ademas, en vias de determinar alguna funcién en la modulacion de la expresion de
MRNA de dos genes, se prosiguié con un analisis de correlaciéon con la prueba de » de
Pearson a través del software GraphPad (GraphPad InStat version 3.05 para Windows 95,
Software, San Diego California USA, www.graphpad.com), la asociacién se considero

significativa cuando p<0.05.
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6. RESULTADOS

La extraccion por medio del método de Trizol® permitié obtener RNA total en
condiciones Optimas y con baja contaminacion de DNA, como lo demuestra el PCR
realizado como control positivo con oligonucleotidos para la GAPDH (Figura 2), donde

solo en la muestra 3 (Figura 2, derecha) es posible determinar contaminacion. Para dicha

muestra se volvio a extraer RNA.

G f U] |
R et i s P e e o 0 o e
RNA total
- % F E R OR B i
— 240pb
- q - 1BS. - - :
| PCR de RNA total
de higado de ratones CD-1
. Soaw
- B SRR —

Figura 2. RNA extraido de higado de ratones CD-1 tratados con distintas dosis de arsenito de

sodio, Spirulina o ambas. Izquierda: el RNA total, se observan las bandas del 28 S y 18 S
ribosomal; derecha: PCR de GAPDH con RNA total.

Debido al nlimero de tratamientos empleados, se analizaron en conjunto los mRNA

de las 5 proteinas estudiadas por cada tratamiento, como es posible observar en la figura 3.
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Figura 3. Muestra de la manera en que se analizaron los PCR’s obtenidos por tratamiento. Gel de
agarosa al 2 % para el cDNA amplificado por PCR del control interno y las 5 proteinas estudiadas,
del tratamiento dosificado con Spirulina 2 g/kg/dia por 30 dias y 2.5 mg/kg/dia de arsenito de sodio
durante nueve dias.

Interesantemente, el efecto del arsenito de sodio sobre la transcripcion de AQP9,
gen de la proteina encargada de su transporte, se vio inducida significativamente so6lo a la
dosis de 10 mg/kg/dia cuadruplicando los niveles del grupo control (p<0.013). Por otra
parte, los animales tratados solo con Spirulina no presentaron cambios en sus niveles, sin
embargo, en el tratamiento conjunto es posible observar que la Spirulina no sé6lo evité la
induccién observada en la dosis mayor (p<0.05), sino que lo mantuvo en niveles cercanos

al control (Figura 4).
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Figura 4. Efecto en el nivel de mRNA de AQPY en higado de ratones CD-1 expuestos por nueve
dias a distintas dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. El control negativo recibié agua
desionizada. Los valores se muestran en porcentajes respecto al control negativo. Cada valor
representa la media + S.D. * p<0.05 respecto al control negativo; a p<0.05 respecto al control
positivo. La barra vacia corresponde al grupo expuesto a arsenito de sodio con tratamiento de
Spirulina

El mRNA del transportador de membrana MRP2, al igual que el de AQP9, mostr6
una induccion significativa solo a la dosis mayor de arsenito de sodio (p<0.009), y dicha
induccion fue evitada, permaneciendo con valores cercanos al control, cuando se
administré previamente Spirulina (p<0.05). Por otra parte, aunque en los tratamientos
expuestos a 2.5 mg/kg/dia de arsenito de sodio con o sin Spirulina mantienen niveles
transcripcionales cercanos al control, entre ellos se observa una diferencia siginificativa

(p<0.05; Figura 5).
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Figura 5. Efecto en el nivel de mRNA de MRP2 en higado de ratones CD-1 expuestos a distintas
dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. El control neg. recibié agua desionizada. Los
valores se muestran en porcentajes respecto al control negativo. Cada valor representa la media
+ S.D. * p<0.05 respecto al control negativo; a p<0.05 respecto al control positivo. La barra
vacia corresponde al grupo expuesto a arsenito de sodio con tratamiento de Spirulina

La transcripcion de la subunidad ligera de la y-GCS fue inhibida en todas las dosis
de arsenito, observandose el mayor efecto en la dosis de 2.5mg/kg/dia (p<0.009). Por el
contrario los ratones tratados por un mes con Spirulina mostraron un incremento
significativo en la transcripcion (p<0.05), mientras que en el caso de los animales que
recibieron el tratamiento de Spirulina y arsenito de sodio mostraron un decremento dosis
dependiente, logrando en las dosis de 2.5 y 10 mg/kg/dia una inhibicién alin mayor que

solo con arsenito de sodio (p<0.05; Figura 6)
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Figura 6. Efecto en el nivel de mRNA de y-GCS; en higado de ratones CD-1 expuestos a distintas
dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. El control negativo recibi6é agua desionizada. Los
valores se muestran en porcentajes respecto al control negativo. Cada valor representa la media +
S.D. * p<0.05 respecto al control negativo; a p<0.05 respecto al control positivo. La barra vacia
corresponde al grupo expuesto a arsenito de sodio con tratamiento de Spirulina

El arsenito de sodio indujo la transcripcion de GRX! cuando los animales fueron
tratados con 2.5mg/kg/dia de arsenito de sodio, mientras que dosis mayores inhibieron esta
induccién. Por el contrario, la Spirulina indujo la transcripcion dos veces con respecto al
control (p<0.05), pero cuando los animales fueron tratados con Spirulina y arsenito de
sodio se observa una disminucion de los niveles de mRNA por debajo de los niveles control

y a los grupos tratados solo con arsenito de sodio (Figura 7).
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Figura 7. Efecto en el nivel de mRNA de GRX! en higado de ratones CD-1 expuestos a distintas
dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. El control negativo recibié agua desionizada. Los
valores se muestran en porcentajes respecto al control negativo. Cada valor representa la media +
S.D. * p<0.05 respecto al control negativo; a p<0.05 respecto al control positivo. La barra vacia
corresponde al grupo expuesto a arsenito de sodio con tratamiento de Spirulina

Con respecto a la transcripcion de la TRX1, solo la dosis de Smg/kg/dia de arsenito
de sodio aumento6 significativamente la cantidad de mRNA (p<0.009), mientras que la
Spirulina indujo su transcripcion (p<0.05). De igual manera que lo observado con GRX1,
los tratamientos de Spirulina mas arsenito, muestran una inhibiciéon de la transcripcion

respecto al control y a los grupos tratados s6lo con arsenito (Figura 8).
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Figura 8. Efecto en el nivel de mRNA de TRX! en higado de ratones CD-1 expuestos a distintas
dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. El control negativo recibié agua desionizada. Los
valores se muestran en porcentajes respecto al control negativo. Cada valor representa la media =+
S.D. * p<0.05 respecto al control negativo; a p<0.05 respecto al control positivo. La barra vacia
corresponde al grupo expuesto a arsenito de sodio con tratamiento de Spirulina

Con base en los resultados obtenidos, se investigaron asociaciones en la modulacion

del mRNA de los genes estudiados bajo los distintos tratamientos.

El nivel de mRNA de MRP2 correlaciona de manera positiva y significativa con los
niveles de mRNA de AQP9 en los tratamientos dosificados so6lo con arsenito de sodio (r =
0.8894, p< 0.001; Figura 9A). Por otra parte, se observd una correlacion positiva y

significativa en la modulacién de los niveles de mRNA de TRX! y GRXI, en los
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tratamientos de Spirulina mas arsenito de sodio (» = 0.9962, p < 0.0001, Figura 9B). Para el
resto de los genes estudiados no se encontrd correlacion significativa alguna (Datos no

mostrados).
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Figura 9. Correlacion entre el nivel de mRNA de proteinas en higado de ratones CD-1 expuestos a distintas
dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. A, Correlacion entre la proporcion de cambio, relativa al
control, de MRP2 y AQPY bajo el tratamiento de 0, 2.5, 5 y 10 mg/kg/dia de arsenito de sodio (r = 0.8894,
p<0.001). B, Correlacion entre la proporcion de cambio, relativa al control, de TRX 1 y GRXI de los
tratamientos expuestos a 0, 2.5, 5 y 10 mg/kg/dia de arsenito de sodio mas un pretratamiento de 2 g/kg/dia
de Spirulina por 30 dias (r = 0.9962, p<0.0001)
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7. DISCUSION

Los resultados experimentales de este trabajo confirman hallazgos previos de
nuestro laboratorio que sugieren que el arsenito de sodio modula positivamente la
transcripcion de AQP9 (Torres M, 2007 en preparacion) y como se ha demostrado en otros
trabajos también modula positivamente la transcripcion de MRP2 (Figura 9A; Cui, et al.,
2004). Por otro lado, nuestras evidencias sugieren que la Spirulina podria impedir la
entrada del arsenito de sodio a las células inhibiendo la transcripcion de AQP9, como se ve
en la figura 4, en los animales tratados con Spirulina y arsenito de sodio. A este respecto se
ha observado que la resistencia o sensibilidad a arsenito de sodio de lineas celulares esta
directamente relacionada con la expresion de AQP9 (Sanders, et al., 1977; Wysocki, et al.,
2001; Liu, et al, 2002; Liu, et al., 2004; Liu, et al, 2006). Kuriyama, et al. (2002)
demostraron que el gen de la AQPY posee un elemento de respuesta negativo a insulina, lo
cual provoca que en estado de ayuno se induzca su expresion hasta 20 veces. Seria
importante demostrar si se trata del mismo o de otro factor de transcripcion el que estd
modulando la transcripcion en ambos casos. Por otro lado, encontramos una correlacion
significativa entre la expresion de estos dos genes que participan en la entrada y en la
eliminacion del arsénico a las células, si bien la modulacién de la transcripcion de los
transportadores MRP2 parece ser sensible a la cantidad de sustrato (Ballatori, et al., 2005).
Los factores de transcripcion asociados a la modulacion de la AQP9 son poco conocidos,
pero en nuestro caso la transcripcion del gen parece ser modulada positivamente por
arsenito de sodio y negativamente por el alga. Seria importante esclarecer los factores de

transcripcion involucrados en este proceso.
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Con respecto a la transcripcion de los genes que intervienen en la respuesta
antioxidante, resulta interesante observar que la Spirulina induce la transcripcion de la
subunidad regulatoria de la y-GCS, pero cuando los animales reciben arsenito de sodio se
observa una disminucidon dosis dependiente de la transcripcion. Sin embargo la Spirulina
inhibe el efecto del la dosis mas baja de arsenito de sodio, sugiriendo que la ingestion de

una mayor cantidad de alga podria proteger de la inhibicion provocada por dosis mayores.

Martinez, B. et al. (2007, en preparacion) midié el contenido de GSH en el higado
de los ratones tratados con arsenito de sodio y Spirulina. Cuando comparamos los niveles
de mRNA de la y-GCS; con los de GSH en los mismos animales se observé una correlacion
significativa como se puede observar en la figura 10. Si bien es necesario demostrar que la
modulacion de la transcripcion se expresa en una disminucion de la cantidad de la enzima,
la correlacion significativa con los niveles de GSH sugieren que la actividad y/o la cantidad
de la enzima estan disminuidas por efectos del arsenito de sodio.
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Figura 10. Correlacion entre la proporcion de cambio, relativa al control en mRNA de la
y-GCS; y la concentracion de GSH (nanomoles/g de tejido himedo) en higado de ratones CD-
1 expuestos a distintas dosis de arsenito de sodio con y sin Spirulina. r = 0.4968 p< 0.01
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Por otra parte, el simple hecho de suplementar la dieta con Spirulina, si bien induce
la transcripcion de la y-GCS), reduce la relacion GSH/GSSG observada en los ratones
controles (Martinez, en preparacion). Esta reduccion evidencia la presencia de estrés
oxidante (Figura 11) que podria explicar la modulacion positiva en la transcripcion de la y-
GCS,; en los controles que recibieron Spirulina sola. Este indice continua reducido en el
tratamiento conjunto de Spirulina y arsenito de sodio, por lo que es muy posible que la
metabolizacion del arsénico esté alterada en estas condiciones de manera similar a lo que
ocurre cuando se inhibe la sintesis de GSH por L-butionin-[S,R]-sulfoximina (BSO) (Kala,
et al., 2000; Liu, et al., 2001; Liu, et al 2003; Cui, et al., 2004), condiciéon que aumenta la
toxicidad y genotoxicidad asociada al iAs. Ademas, subraya la importancia de la
determinacion del GSSG y del GSH, puesto que en los trabajos de Cases, J et al. (1999),
Premkumar, et al. (2001) y Misbahuddin, et al. (2006), entre otros, se hace mencién a la
modulacién de la Spirulina en el contenido de GSH, pero en ningln caso se proporciona el
contenido de GSSG, que en nuestro caso resulta importante para entender o discutir el

efecto de suplementar la dieta con Spirulina.

Existen evidencias que indican que la Spirulina es capaz de inducir la actividad de
la bateria de enzimas antioxidantes como los son la GST (glutation-S-transferasa), la GPy
(glutation peroxidasa), la SOD (superdxido dismutasa) y la CAT (catalasa), ademds de
incrementar el contenido de GSH (Premkumar, et al., 2001; Misbahuddin, ef al., 2006). En
nuestro caso hicimos observaciones similares ya que los organismos que recibieron
Spirulina sola expresaron una modulacion positiva de la transcripcion de GRX y TRX. De
manera similar a lo comentado anteriormente, la elevacion de los niveles de GSSG (Figura

11) en las células hepaticas de los animales alimentados con Spirulina, podria estar
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modulando positivamente la transcripcion de estas proteinas antioxidantes. Desde este
punto de vista la administracion de Spirulina parece aumentar la transcripcion de genes de
la respuesta antioxidante, sin embargo no parece proteger a las células hepaticas del efecto
del arsenito de sodio ya que en los animales que recibieron primero Spirulina y luego
arsenito de sodio los niveles de mRNA de estas enzimas disminuyeron de manera similar o

mayor a lo observado en los animales tratados sélo con arsenito de sodio (Figura 6 y 7).
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Figura 11. Efecto en el indice GSH/GSSG en higado de ratones CD-1 expuestos por nueve dias a
distintas dosis de arsenito de sodio con o sin Spirulina. El control negativo recibid agua
desionizada. Cada valor representa la media £ S.D. * p<0.05 respecto al control negativo; a
p=<0.05 respecto al control positivo. La barra vacia corresponde al grupo expuesto a arsenito de
sodio con tratamiento de Spirulina. Tomado de Martinez, et al. (2007, en preparacion)

Por otro lado observamos que las dosis de 2.5 y 5 mg/kg/dia de arsenito de sodio
modularon positivamente la transcripcion de GRX y TRX respectivamente (Figuras 6 y 7),
lo que sugiere que es necesario rebasar cierto nivel de estrés oxidante para inducir su

transcripcion.

40



Dicha modulacion diferencial concuerda con la inhibicion dosis dependiente de la
TRXR observada en cultivos celulares de hepatocitos de rata (Shan, et al., 2001). Por otro
lado en un modelo murino empleado en un experimento similar a este trabajo, se demostrd
que el arsenito de sodio a una dosis de 10 mg/kg/dia fue capaz de inhibir la expresion y
actividad de una flavoenzima oxidorreductasa dependientes de NAPDH, la GSSG-Rd, en

higado y cerebro (Rodriguez, et al., 2005).

TRX y GRX, en estado reducido, regulan negativamente la activacion de la cinasa
reguladora de sefales de apoptosis 1, ASK1, la cual es una proteina cinasa cinasa cinasa
activada por mitogenos (MAPKKK) capaz de activar cinasas como p38 y JNK que inician
via de apoptosis (Ichijo, et al., 1997; Song, et al., 2003). Esta regulacion se debe a que la
TRX1 se encuentra unida al extremo amino terminal y GRX1 al extremo carboxilo terminal
de ASK1 inhibiendo su actividad de cinasa y activandola cuando se oxidan éstas. (Saitoh, et
al., 1998; Song, et al., 2002). Hansen et al. (2006) observaron que una exposicion aguda de
10 y 100 uM de arsénico en células HeLa oxida de manera dosis dependiente la TRX1 y
que una exposicion a 100 uM por cuatro horas, activa ASK1; entonces, la inhibicion
transcripcional de TRX1 y GRX1 observada en los organismos tratados con Spirulina mas
arsenito de sodio, aunado a su probable oxidacion, es factible que activen ASK1 y se inicie
un mecanismo apoptotico. Por otra parte, se ha observado que la oxidacion de los sistemas
que brindan el poder reductor celular, modifica la activacion de factores de transcripcion,
tales como AP-1, p53, Nrf2 y NF-«B (Horton, et al., 1999; Li, et al., 1999; Biswal, et al.,
2003), en gran medida debido a que TRXI es quien brinda el poder redox necesario que

permite la union de factores de transcripcion al DNA nuclear (Nishiyama ef al., 2001).
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Martinez, B. (2007, en preparacion) demostr6 que la induccion de enzimas
antioxidantes generada por Spirulina sola se podria deber al efecto oxidante provocado por
ella, puesto que el cociente GSH/GSSG se ve ampliamente reducido, sin embargo en
trabajos previos se observa un efecto protector y antioxidante de la Spirulina ante agentes
altamente toxicos como lo son la ciclofosfamida, la mitomicina-C, la simvastatina y el
cloruro de mercurio (Cases, et al., 1999; Premkumar, et al., 2001; Blé-Castillo, ef al., 2002;
Misbahuddin, et al., 2006). Nuestros resultados no parecen apoyar este efecto protector, sin
embargo la Spirulina podria generar una estimulo paraddjico, en donde una condicion
prooxidante limitada induce una respuesta adaptativa potencialmente protectora sobre un

segundo inductor de estrés oxidativo (Calabrese, et al., 2001).

Ahora bien, en el presente estudio es posible que este efecto no se haya podido
observar debido a las dosis empleadas de Spirulina o de arsenito de sodio. En el caso de
Spirulina, la dosis empleada fue mayor a la reportada en la literatura en trabajos enfocados
al efecto protector. Por otro lado, debido a la gran cantidad de sustancias nutritivas que
posee, es probable que implique un aumento en el metabolismo, y con ello la generacion de
estrés oxidante. Sin embargo existen estudios de toxicidad con una duracién de 13 semanas
en los que la Spirulina ha resultado ser inocua atn en dietas donde la dosis de Spirulina es

el 30% del peso de los organismos (Salazar, et al., 1998).

La Spirulina contiene elevados niveles de Fe, el cual se absorbe 60% mas que el
sulfato ferroso y otros complementos, elevando el hierro biodisponible en los organismos
(Johnson, et al.,, 1986; Sanchéz, et al, 2003). El Fe en su forma libre es un metal que

induce estrés oxidante y que podria participar de manera importante en el mecanismo de
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toxicidad del arsénico ya que se ha demostrado que provoca la liberacion de Fe de la

ferritina (Kessel, et al., 2002).

El trabajo de Misbahuddin, et al (2006) mostrdé la capacidad del Zn y de la
Spirulina empleados como suplemento en la dieta para facilitar la excrecion de arsénico en
personas que habian sido expuestas cronicamente, lo cual concuerda con el efecto
observado en el grupo tratado sélo con Spirulina en nuestro trabajo, ya que se observa una
induccién de los sistemas antioxidantes responsables de la metabolizacion del iAs. Cuando
los ratones fueron tratados con Spirulina y arsenito de sodio, observamos una inhibicion de
la transcripcion de los genes de AQP9 y MRP2 lo cual disminuiria la entrada y la salida del
arsénico a las células por lo que podria alterar la cantidad eliminada de arsenicales, sin
embargo no tenemos evidencias a este respecto, por lo que seria interesante comprobarlo en
estudios posteriores. Asimismo, seria importante conocer si los niveles de transcripcion

génica se correlacionan con los niveles y la actividad de las proteinas.

43



8. CONCLUSIONES

La transcripcion de A0P9 y MRP2 fue inducida por la exposicion a la dosis de 10

mg de arsenito de sodio /kg/dia.

La transcripcion de y-GCS; fue inhibida por la exposicién al arsenito de sodio.
Interesantemente, la menor dosis de arsenito de sodio genera la mayor inhibicion de la
transcripcion de y-GCS;, y conforme aumenta la concentracién se recupera a niveles
cercanos al control, entre esas dosis se observa una induccion complementaria de la

transcripcion de GRX1 y de TRX1 para las dosis de 2.5 y 5 mg/kg respectivamente.

La Spirulina induce la transcripcion de genes de enzimas antioxidantes.

En conjunto con el arsenito de sodio, la Spirulina genera cambios en el estado redox

a través de la inhibicion de la transcripcion de y-GCS, TRX1 y GRX1, ademas de disminuir

la relacion GSH/GSSG, sin embargo, no modifica la expresion basal de AQP9y MRP2.

Bajo éstas condiciones experimentales, la dosis empleada de Spirulina no fue capaz

de evitar la generacion de estrés oxidante generado por el arsenito de sodio, ain mas, lo

aumento.

Aunque no se determind la capacidad de la Spirulina para modular la entrada de

arsenito al tejido hepético, con base a la modulacion transcripcional observada para las
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enzimas evaluadas en este modelo, sugerimos que su participacion en la acumulacién de

arsénico en el tejido hepético seria muy limitada.
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9. PERSPECTIVAS

Evaluar el papel de los niveles de proteinas de AQP9, MRP2, GRX, TRX, en el

tejido hepatico de los animales tratados con arsenito de sodio, Spirulina y Spirulina mas

arsenito de sodio.

Evaluar la asociacion entre la expresion de las proteinas con la acumulacién de

arsenito de sodio y sus metabolitos en las células hepaticas.

Evaluar los posibles signos de hepatotoxicidad en los mismos grupos de

tratamiento.
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