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1.

RESumewNy

Desde el punto de viata'ta)’:lcologlco, el arsénico.es un metaloi-
de muy importante, La toxicidad de loa compueatos de arsénico inergf-
nico depends de su estado de oxidacién, siendo el As (III) el nmfs
téxico. !

Se tienen antecedentes d_e que la exposicién a arsénico afecta
entre otras cosas a la produccién da glébulas rojos y leucocitoes,
asf como sBu tiempo de sohrevivencla; los principales cambios que gse
han encontrado eugieren la presencia de diferentes tipes de anemia
{megaioblAsticn, hemolitiea).

El objetivo de este trabajo es evaluar losm camblos que se produ-
cen en poblaciones celulares en la sangrs de ratas durante la intoxica-
cién aguda y crénica. con arsénico inorgénicoc trivalente y loa poaibles
efactos en la mambrana de los eritrocitos.

En este trobajo B8e wutilizaron dos grupos de ratas intoxicadas
por via oral con monda gdstrica con arsenito de sodio {III); al primer
grupa ee le administrd 1.2 mp/kgfdia durante 8 gemanas. Posterlermente
las ratas fueron sacrificadas por puncilén cardiaca y a las mueatras

" da sangre obtenidas se les determind contec total de eritrocitos y
leucocitoa, valumen celiular medio, hemoglobina, hematocrito, distribu-
cidn del tamafio de eritrocitos y leucoclitos; se calculd el contenido
medic de la hemoglobina y la concentracién corpuscular media de hemoglo-

bina. Lna muestras de sangre fucron sometidas también o prucbas de

.



desarfo osmético .para evaluar su fragllidad y se les determind el
glutatidn rer:iucldo presente, Por otre¢ lade al plasma gque se obtuvo
por centrifugacién se le hicieron pruebas de osmelalidad y de niveles

de spdlo y de potasio presentes en él,

En el estudio agudo se encontrd un aumento 1n1.c1a1 en el nimaro
de eritrocitos, hemoglobina y cantidad medis de hemoglobina, y una
diaminucitn en el volumen celular medio, nlmero y distribucidén de
leucociton, 50 X de hemSlisis, glutatiSn reducido y nivelea de sodio
y de potasioc., Mientras que en el estudio crénico ge observs una disminu-
cidn en el nfimerc de eritrecitos, hematecrite y hemoglobina; volores
menores gque el contrel en la concentracién corpuscular media de hemo-
globina, nimero y distribuclén de leucocitos, glutatién reducido y

osmolalidad en el plasma.

Los resultades obtenidos en ambos eatudios sugleren 1la presen-
eia de anemia hemolitica producida por los cambios que se generan

en el eritrocito al estar en contacte con el arsénico.
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g T RODUCLCITION

1. ARSENICO

1.7 Heneaalidadea

El uso del arsénico tiena una gran tradicién histdrica, se sabe que
antes de Cristo se usaba come agente terapéutico; aproximadamen-
te 300 afles D.CGC., 1o chinos lo utilizaban para combntir las plagas
-de sus cultlves y todavia se utiliza como podeross veneno por lo que
ea comin asoclarleo con homicidios y suicidios.

Se cree que Napoleén fué Intoxicado con arsénice durante su destierro
en la isla de Sants Elena. Esta creencis se basa oan los sintomas que
presentd al morir y con loa altos niveles de arsénico encontrades en

muestras de su cabsllo E'3.

T.2 Adpectos quimicos

El areénico es ol vigésimo elementc mds abundante en la tierra. Tiene
propiedades metaloidea, su peso atémico es 74.%; su nGmero atdmice
es 33 ; su punto de cbullicién es de 180°C. Se encuentra ublcado en
el grupo VA de la tabla periodica. El arsénico aparece en la natu-
raleza en los estades de oxidaeldén =3, +3 y +5 principalmente; es
raroc encontrarle como un alemento libre 56 « Con loa estados dec oxida-
cldén +3 y +5 puede formar muchos compuestos inorghAnicos y orginices
como el pentdxido de arsdénica (AnEOE). triéxido de arsénico (Aazca),
fcido arsénico (H 38304). dcido arsenioso (H3 ABDa o H.l'\sf.!'2 ), &cido
arsanilico, #Acido dimetilarsinico. En el estado reducido -3, se encuen-
tra principalmente formande arsina qus es un gas soluble en clorofor-

mo, benpcenc y agua.



Los compuestos de arsénico inorgénico trivalente mis comunes son
tridxido de arsénico (que se obtiene principalmente come subpreducto
de la refinacidén de plome, cobre, cine y ore}, arsenito de modio y
tricloruro de arsénico. Los compuestos pentavalentes de arsénico inorgfi-
nica més importantes =son pentdxido de argénico, #cide ortoarsénico
y arseniates. Los compucstos orgflnicos tamblén existen en formas triva-
lentes y pentavalentes. Las formns pentavolentes mas comunes son Acido
arsanilico, #cide metilareénice y &cido dimetilarsinico (deido ca-
codflico}.

El é4cido arsénico metilade se deriva del #cido arsénico m.u:l(lJH.)‘1
por reemplazo de uno o mAs grupos hidroxilo con grupez metile para

formar:

Acido metilaradnico CHa— 2’5— OH
1
o
0
7
Acido dimetilersinico CI|3- li‘s - O
I::I'i3
*0
Oxido de trimetilarsina CHG- 1As - CH3
CH

3



1.3 Paoduccidn minera
_Dend'e ei- pﬁntn de vista toxicolégice los metzles mfs importantea que
1lp‘prdducen en México sont plomo, arsénico, antimonio, cadmle, selenio

¥ mercurio. La produccién mundial anual de arsénico ea aproximadamente

" de 35,000 Ton.

TABLA 1

PRODUCCION MUNDIAL DE ARSENICO (TUN/ANO)(S)

1982 1983
Namibia ) 1895 2000
Francia 52400 5000
México 3590 3452
Peri 2200 2200
Suecia 4000 4000
U.R.5.S. 8000 BOOO

Otros poises 800 300



México_ ea unc de loa primeros cinco productores mundiales de arséni-
‘ca, Los valores de su produceién nacional se muestran en la tabla
II.

TABLA II

PRODUCCION DE ARSENICO EN MEXICQ 3,17

Al Ton/ARD
1978 4165
1977 4350
1978 4730
1979 4950
1980 5250
1981 4936
1982 3590
1583 asaz
1986 5374
1887 4816

Estados Unidos consume cerca de la mitad de 1la produccidn mundial
y produce para su consumc interno cerca de la mitad de lo que con-

aume 64 .

1.4 Obtencidn

El arsénico Be obtiene por la refinacidén de metnles, generalmente
en forma de polvos por procesos de sublimacién, principolmentes como
producto secundario de la refinacién de plome, cinc y cobre. El &xido
de orsénico (III) (As _O_), es el producto principal que se obtiene

23
por este proceso induatrial.
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Existe en la naturaleza como sulfuro. El mineral mas comin que contie-
ne cantidades importantea de arsénico y que a.e-ut.n.lza para su obten-
cién es la arsenopirita 3 . En los minerales ﬁe 'énc'uentra formando
argeniuros de cobra, niquel,- cinc, -hierro, plomo, plata, ore, asi
come édxidos y sulfures. S '

.

7.5 Diginibucidn en el ambiente

El argfnico es un elemento ampliamente distribuido en la naturale-
za. Su ceontenlde en la corteza terregtra eos generalmente mepna  de
2 mg/kg, algunca minerales come plrita pueden contener haata un 5%
de araénico 33. El arsénico se entuantra en el ambiente en forma de
compuestos inorgénicos y aorgdnicos, en su estado de oxidacién triva~

lente o pentavalente 33.

1.5.17. Suedo

El rango de concentracidn natural de arsénico en el suslo va de 0.1
a 42 ppm. Se ha cncontrado en rocas {gneas y pledrn arseniaca en concen-
traciones de 118 ppm y 1.0 ppm respectivamente 86 | E) areénico como
slemento 14bil, eatd sujeto a muchos procescs en el suelo, Bajo ciertas
condiclones puede ger oxidada, reducldo, volatilizado y adsorbido
93 . Poca cantidod de arsénico estd presente en forma de compuestos
golublea y es probablemente la forma disponible para que las plantas
puedan absorberlo 54.

El grado de incorporacidn de arsénico por las plantas estd relaciona-
do aparentemente con la concentracién de arpénico soluble en el suelo,
la composiclén quimica del suele y la especie de las plantas 37 n
arsénico puede reducirse y metilorse en el suelo, pero este proceso
es lento. De 10 ppm aplicadas, sdle ! o 2 % es velatilizado como dime-

tilarsina (ClglyAsH en 160 dias 64,



Los plaguicidas arsenicales son la fusnte de mayor confnminuciﬁn
del suelo ademis de los procesos ambientales naturales y de los aubpra-

-ductos resultantes de las operaciones mineras 34.

1.5.2 Aize

Las principales fuentes de arsénico =n ¢l aire son la refinacién de
matales no ferrosos, la c¢ombustién de carbdén, operaciones de fundl-
cién ¥ el usBo de compuestos arsenicales como plaguicidas.

La combustién del carbén produce aproximadamente 6,5 X loag As/Bilo
en el ailre urbano. Las plantas generadoras de energia eléctrica que
utilizen la combustidn de carbén, pueden occasionar una grave contami-
nacién por orsénice, encontréindose entre 6 y 51 % del arsénico total
emitido c¢omo arsénico inorginico trivalente y el resto como pentava-

lente 29.

1.5.3 Agua

Se ha encontrade arsénice en diferentes aguas naturales, incluyendo
agua de mar, manantiales, ries y lagos. La concentracién que =e ha
determinade en aguas dulces cstdé en el rango de 0.002 a 0.068 mg/l,
mientras que en agua de mar el range es de 0.002 a 0.004 mg/l
31,70 .

El arsénico en el ogua puede provenir tanto de fuentes nnturales
como por actividades humanas. Tanto el arsénico, cadmio y selenio,
son componentes importantes de los combustibles fdsiles y pueden cousar
probleman bioldégicos en el ambiente acufitico cercane a las plantas
donde se utiliza aste tipo de combustible, El arsénico es metilado
por hongos y bacterias tante en agua como en les sedlmentos. Lao

formas metiladas il encuentran en concentraciones menoregs



que las formas inorgdnices J‘5._ .

La concentracién narmal de arsfénice total en agwa de beblda tiene
gran wvarlaclén en las diferentes partes del mundo. En diversas regic~
Kuevas Escosia en Canadh ea » Antofagastn w»n Chile

nes tales come
1,28 , el nivel de arsénico sobrepa~

312 y la Comarca Lagunera en México
#a los valores wméximes recomendados por 1a Drganizocidn Hundiml de

la Salud {OMS) (menog de ©0.05 mg/l), habiéndose obaervads cascs de

intexicaclonea crénicas por arsénico,

fe5.%. Alimentod g virca

En les alimentoe, los niveles de aradnice generalmente se cencuentran

por debajo de 1 mgikg con excepeién de lez alimentes marines, en dondo

sa han encentrado niveles superliores .
La mayoria del araénico gque se encuentra en los organismos marines

eatd en forma de organccompuestos solubles tante en grasa como en

ogua, ya que las formas liposelubles pueden ser convertides en hidroso-

lubles por tratamiente con dcido.
La capacidad de los organismos a bioacumulnr arsénico es bien conocti-

da 7 « La acumulacidén estf afectadsa por varios factores talss como
la temperatura y salinided del medio y ademda el tamaRo del organis-

mo .
El vino que se elabora con uvas que fueron rociadas cton ingectici-

das argenicales puede contensr nivelegs elevadas de arvasénico. Se han

obaervado niveles mayores de 0.5 mg/l; la mayer parte del arsénico
21

estd presente en su forma inorgdnica trivalente -
Tamtrién se han chaervado niveles oltos de araénice en algunas aguns

winerales embotelladas, mientras que los endcoatrados en las cervezas

no gon de aipnificacidn 11.
Se encontrd arsénico en el tabaco procedente del usse de arsenia-

to de plomo como insecticida en este fipo de cultives. En la actunli-
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dad, los ‘niveles c’lé-qréénicé‘ha}{ disminuido ya que se ha reatringido
‘el uso de estn sustaneia: del 10 al 20 X del contenido total de arsé-
nico‘__en‘clgnr_r_‘!.llba'. ‘8¢ volatiliza al momento de fumarlos, permane-

“clendo el resto en la colilla dal eigarro 3.

1.6. . oo deld ansdnico

a) F.n'medl.cina. Desds el afio 400 D,C, se han utilizado ampliamente
’ comﬁuoatou de arsénico lnorgdnice en humanos como agente terapdutico,
para el tratamiento de leucemia, psoriesis, asma crénica, anemia
perniciosa, dafios parasitaries, neumonin ¥y comoc ténico (molucidn
de Fowler) 33 . Existen evidencias deo su uso en el tratamlento de clncer
en la plel, aunque nctualmente en éste aspecto su empleo es muy res—
tringido 39.

Los compuestos de arsénico orpénlico se utilizaron para el tratamiento
de la sifilis y trepanomatosis. Actualmente ne prescriben en algunns
partea como farmace antiparasitario para humanoa.

En veterinaria, el fcido orsanilico es usado como aditivo alimentl-
cio principalmente en aves de corral 19.

b) En agricultura y silvicultura. Muchos de los compuestos inorgé
nicos de arménico se utilizan cemo herbicidas en el cultive del alge
dén: el arseniato de caleio se usa como insecticida para el contrel
del pgorgojo del algodén y del gusano de las hojas de algodonero
92 | Los narseniatos de pleoms y de caleio son insecticidas empleados

para combatir lns plagas en el Arbol de "goma".

c) Otros. El arseniate de Bodic y de cinc son utilizades como
pregservatives de madera 64 . ‘También se utlilizo en la industrin del
vidrio, en la metalurgia especialmentc en aleaciones de plome y Glti-
momente se ha incrementado su empleo en lo industria clectrdnica

as
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1.7 Toxicocinetica

La comprensidn de la toxicocinétlea de los compuestos de arsénico
es diffeil, ya que &sta vorf{a en funcién de la forma quimica del com-
puesta de arsénico eatudlada y la especle animal prebada.

1.7.1 Abaorcidn

Las principales vias para la introduccidn de compuestos arsenicales
en el organismo son: via respiratorin, muy importante en exposicién
coupacional; via oral, fundamentalmente a través de los alimentos,
agua ¥y medicamentos que contienen arsénico y de menor importancia

la absorcidn a travée de la piel 27'85.

1.7.1.1 Abasoacidn porx el taacto acapizatorio

La exposicidén a arsénico inorginico a través de 1m inhnlacidn ocu-
rre ocupacicnalmente o &l fumar cigarrillos, aungue también puede
ser inhalado en forma de aerasol.

Después de la inhalapcién sigue la abaoreidén que puede tener 1y -
gor directamente en 2]l tracto reapiratorio o en el tracte gastrointes-
tinal como conseccuencia del aclaramiento mucociliar. La retencidn,
deposicién y absorcidn por el tracto respiratorio depende de la solu-
bilidad del material inhalade y del tamailo de la particula del ma-
terial 33.

1.7.1.2 Abaorcidn gastracinteastinad

La abgsoreidén del arsédnico inorglnico por el tracto gastrointestinal

as produce después de la ingestién de medicinas, alimente o agua que
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lo contenga o como resultado de la inhalacién de é&ste y subsecuente
aclaramiento muceciliar. Lo absorcidn gastrointestinal dependerd de
factorea tales como la solubllidad de los compuestos de arsénico.

Algunos estudins indican que el arsénico presente en alimentos mari-
nos ¥ on agua, ga facilmente absorbido (70 a 30 %) por el tracto gastro-
intestinol, y esta absorcidn depende del tamoiio de 1las particulas
y del pH del jugo géistrico 27.

En un estudlo se observé uno abporcidén cercana 2 B0 % en un indivi-
duo expuesto arsénico al cual se mantuvo con dieta controlada. La
concentracidén de As (V) en orina, estuvo aumentada durante las prime-
ras horps después de la ingestidén y la concentracién de As (ITI) en
orina fue cercana 0 los niveles normales de 1 a 2 ppb después de 20

horas de la ingestidn 2?

1.2.1.3. Abadoncidn por piel

Realmente existen pocos eatudios acerca dea la abBorcidn a través de
plel; sin embargo, se ha indicado que al tratar a ratas con diferen-
tes conceptracionas de argeniato de sodle, éste es absorbldo por la
piel, ademfis do absorberse por el tracto respirstorio, luego del contaoc-

to proleongado con eate compuesto 27.

1.7.2 Distaibucidn y acumulacidn

Una wvez absorbidos los compuestos aorsenicales, independientemente
de su forma, son transportados por la sangre a otras partes del orga-
nismo. Aunque no se ha definido un drgano blanco en la intoxicacidn
con arsénico gs conoce que éate se acumula fundamentalmente en higado,
pulmén, rifidn y bazo 73. Las concentraciones en misculo y huesos sl
bien son bajpss, dadn 1la gran ecantidad de tejido involucrade pueden

sar sitios impoertontes de acumulacién.
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En 1las ratas, el arsénico inorgénico se acumula en la sangre, espe=
cialmente en los erttrocltoﬁ: estn acumulacidn podrfa deberse al nl-
mero de grupos sulfhidrilo libres presentes en la hemcglebina y &
su posicién 53-

El arsénico me acumula también en pelo y uflas. Los niveles de arsé-
nico en estas muestras biolégicas se utilizan como indice de expo-
sicién m este tdxico, cuando ese ha eatado expuesto por un periodo
prolongado.

En algunos &rgenos, el nivel de arsénico cae répidamente con el
tiempo, mientras qde e&n otros come plel, cerebro y esqueleto, los

niveles de araénico disminuyen lentamente 16.

1.7.2 Bictranaformacign

La biotransformacidn del arsénico inorgénico se produce tonto en animo=-
lag como en humanos. Hay muchos mecanismos que pueden alterar la com-
posicién quimica o estado ffaico de los compuestos arasenicales. Es-
tos mecaniamos incluyen oxido reduceldn y metilaclén biolbglca.

La biometilacién del arsénico sucede @parentemente como un proceso
normal J‘6. El arsénico sufre una gran variedad de reacciones en sis-
temas acuosos heterogéncos incluyendo acomplejamiento y precipita-
cién. El pH es un factor clave en todss estas reacclones 45.

La oxidacién "in vive" del arsénico inorglinico trivalente a penta-
valente es bien conocida 222,29 +« Recientemente se ha demostrado
la reducelén "in vive' de arsénleco pentavalente a trivalente en rato-

nes, ratas y conejos 26'2?

El araénico inorgfinico es metilado "in wive" en animales 10 ¥y en
seres humanos 29 . encontrindese al dcido dimetilarsinico como la es-
pecie principal, mientras que el #dcido monometilarsénico estd presen—

te en concentraciones mia bajas.
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No #e ha observade la metilacidén "in vivo" de compuentos arsenica-
les inorgdnicos en sangre y orina humana y de ;:mr-x-o::us81 .

Los compuestos arsenicales tanto orgénicos como inergénicos pueden
sar oxidados o reducidos por microorganismoa, Las bagterias y el fiteo
plancton marine pueden reducir el arseniato a araenito y sc sabe gue
la oxidacién de arsenito a orseniotc es catalizada por bacterias.

La oxidacidén y reduecién de lom compuestos .arsenicales se produce

tanto por reaccidénes quimicas como bidticas.
T.7.%. Eliminacign

La principal via de eliminnecién del arsénico en humandog es l& orina,
elimindndose por este medio aproximadamente 70 % de la dosis adminia-
trada 57 86lo una muy baja proporcién de la dosis sne excreta por

heceg; tambisén puede ger eliminado en menores cantidaden 8 través
de cabelle, plel y uias.

La excrecidn urinaria de arsénice en humanos expuestos a As (III)
o As (V) es principalmente en forma de fcidos metilarsonico o dimetilar-
ginico. La mayer parte e¢s eliminade durante las primeras horas
{ 48 horas )} 94.

La concentracldn de arsénico en oripna, se ha utilizade como fndiece
de exposleidn: 8in cmbargo, s8¢ deberdin considerar algunos factores
eoma la dieta y el perfode transcurride entre la exposicidn y la to-
ma de 1a8 muestras. Se ha indicado que despuén de la ingentidn de
compuestos organoarsenlcales que se encuentran en la carne de cangrejo,

estos pueden ser excretados sin degradacidén metabdlica.
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1.8 Efectaa ‘t‘dx.i.c.ad

El arsénico produce diferentes efectoa téxices dependiendo del tiémpc
de expoaicién y de la concentracidn n.ln que se encuentre.

La dosia minima letal del tridxidea de arpéniece para seres humanos
ea de 70 a 180 mg.

I'..ﬁ toxicidad de los compuestos de aradnico inorgfnico varia de acuer-
cio a su eatado de oxidacién, encontréndose que el As (III) es mis

téxico que el As (V) 2!_!

As (III) NaAnoa via de admlnistracidn: intraperitoneal e
G5
en rata. LDSO 2.5 mg/kg
As (V) NaHAsO via de administracién: intraperitonecal -
en rata L050 8.0 mg/kp 65

Sa han abgervado que luego de 1la administrpcidn intraperitoneal de
compuantos de arsénico a ratas hembras en diferentes dins de gesta-
eién, ae producen afectos teratogénicos al administrar arsenito de
sodio, mientras que con arsénico pentavalente, atn en dosis mayores,

no se ohgervaron estos efectos 87.

1) Intoxicacién apuda, Los animgles normalmente sobreviven dosm

o tres dfms despudés de 1la intoxicacidn y prescntan signos do diatrrea,
a menudo con depesiciones senguinolentas; temblorea, célices violentos,
deblilidad, paso tambaleante, pulso rdpido, deshidratacién, riebre,
anorexin, contraccidn muscular, cdema facial y cambios en el funcio-
namiento del corazdén 76 s presentindose éatos sintomas también en meres

humanos 29.
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b) Intoxicacidn_ erdnica. Eate tipe de intoxicacidn se presenta

en personas expuegstas por largo tiempo a arsénico por inhalacién,
ingestién de alimentos y ague contaminada con araénico y se manifiesta
por lesjenes en la pilel y mucosaz, presentandose ocasionalmente a

nemia moderada y leucopenia, asl como alteraciones en los sistemasn

nervioso y cardiovascular.
El arsénico preoduce diferentes efectes en cada uno de los drganos

invelucrados y estos efectos varian de acuerdo al tipo de expesicidn.
En 1las tablas III y IV se reaumen los efectos provocados por el

arsénico inorgénico en diferentes drgancs y siatemas.
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TABLA III

INTOXICACION AGUDA Y SUBAGUDA CON ARSENICO INORGANICO

Organo o Sistema

Sist,

Sist.

Sist.

Sist,

Sist,

Reaspiratoric

Cardiovascular

Gaastrolintentinal

Hematopoyetico

Nervioso

Efecto Referencia
irritacién 29

ulceraciSn de mucoaas
edemn de pulmbn
perforacién dal septum

nasal

doflos vasculares peri- 40
féricosn 29
electrocardiogramaos anor-

moales 42
vémitos 27
diarrea

célicoa

sangre en heces

anemia 48
leucopenin a0
neurcpatia periférica a0

degeneracién tipo Walle -
riana.
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TABLA IV

INTOXICACION CRONICA CON ARSENICD INORCANICO

Organo o Sistema Efectos Referencio
Sist. Cardiovascular desordencs vasculares 29
(*Black foot diseaze")
aumento ecn incidencla B84

de infarto al miocardio

Siat, Respiratorio irritpeidn de‘mucosns 29
traqueobronquitis
insuficiencina respiratoria
tumores 52,68
chncer

Siat, Hematopoyftico dafios en médula &Gsea 80,82
cambios mogaloblésticos
granulocitopenia
pancitopenia

Sist. Nervioso neuropatias peciférices az
ancrocianosis

FPiel hipo o hipercromins 1
hiperqueratosis palmar y
plantar
tumares

cancer GB,52,.4

Higado hipertensién portal 59
alteracidén de sctividad enzi-
mitica en hepatocitos,



g

Organo o Sistema Efecto Referencia
Sigtema Reproducter aumento en ¢l nimero de abor- 23,61

- tos espontineos.
malformaciones en recién naci-
dos de mndres expuestas

Otros efectos aumento en la frecuencla de 66,67
aberraciones cromosdmican,
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1.9 ‘Mecaniamoas de toxicidad

Como se ha mencionada, lan toxiclidad del araénico III es mayor que
la del arsénice V. Los compuestoa de arsénico inorgénice trivalente
gon fundameptalmente reactives con log pgrupos sulfhidrile (- 5H)
85 , inhibfendo un nimero importante de sistemas enzimfticos dependlen-
te de estos grupes, entre glloa ureasa, glucosa oxidasa, f{umarasa,
piruvato deshidrogenasa, xantins oxidnem, etc 52,77 .

La toxicidad provocanda por ol arsénico pentavalente, sc debe a lao
capacidad de competir con grupos fosfato ocasionande inhibicién en
la produccién de ATP por el deeacople de la fosforlilacién oxidoti-
vai ademfis & su capacidad de reducirse a aroénico trivalente.

En 1la figura I, se muestra un ejemplo de la competencia de aracniato
por grupos f{oafato en la recaccién de gliceraldshido deshidrogenm -



RUTA . NORMAL PRESENCIA DE ARSENATC

-
‘D-gliceraldehido 3-(oafato+NAD* -D-gliceraldehido 3-fosfato+NAD
+ P - + anséi
1-3-difasfoglicerato + NADH + w* l-arseno 3-fosfoglicerato
m
m =
o
+ ADP 8 S + Hy0
£ B
g o no enziméatica
» o=
- = 5
Jd-foafoglicarato + ATP J=foslfoglicerato + Hﬁaﬂd
(no hay produccién de ATP)
Flg, 1 Unién de arsenato a glicornldehido 3~fosfato,

inhibiendo 1la produccidn de ATP {37)



1. 10 Caiteaioa de delaccidn dal tejido coraiderado en

eate ealudio

Exiaten Srgancs y glstemas oue debldo al lugar donde nme encuentran

ubicados y las funclones que reslizan en el erganismo, pueden aer

el blance de la occién téxica de un compuesto. Se cntiende como édrgang

blanco aquel sobre el cual una substanclo ejerce su efecto.
Se tienen varios antecedentes de la accidn téxica del araénice sobre

varies &rgancs tales come higepdo, r4ASn ¥y pulwmdn, ain embargo, son

pocas ¥y ajislados los antecedentes sobre los afecton observadoa direc-
tamente en songre; en estos eatudios se habla de la presencia de leuo
copepnia, trombocitopenina asf{ como de anemla megalcoblBatica y anemin
hemolitica 82,50 aunque no se ha padide precisar la causa de la produc—
cibén de la anemia.

Conuliderande la alta sensibllidod de
la expoalcidn de agenten tdxicos que pueden interf{erir en su desarralle
ademfis de que la sangre misma sirve de transporte de estos

log elementos sangulneas =a

celular,
agentes, se aclecciond o la sangre como tejido de eatudio yn que presen-
ta la poaibilidad de reflejar lus efectos adversoa del arsénico. Es
bien conocida la gran afinidnd que presenta 2@ aradnico trivalente
per loeg grupos tial, y en la sangre catan presentes estos grupos sulfhi-
en las enzimas y on laz pro-

drile formando parte dao la hemoglobina,
Por otra parte al congslde-

tefnas de las membranas de los eritrocitea.
rar que la principal fuente de energia en la sangre es el ATF ¥ que
au sinteale puede ser inhibida por la afinidad que tiens el arsénice

pentavalente por lon grupos fosfato, llegando a substituiries en el

metabolismo encrgdtico, ea de esperarse el poder apreciar algdn cam~

bio mignificativo.



2. SANGRE

2.1 SGeneaalidadeas

La sangre es un tejide que circuln. dentro de los vasos sangufneos;
su principal funcidén ee llevar los sustancias nutritivas y el ox{ge-
no a todas las células que forman los tejides, y retirar de ellas
los productos de eliminacién; frecuentemente eatd involucrada en reac-
clones adverses provocadas por sustancies quimicas.

La prol.iferaci&n de los elementos sanguineos es una de las principa-
les razones de Bu alta sensibilidad a agentes téxicos, que pueden
interferir con su deaarrollo celular. La densidad de la sangre fluc-
tua entre 1,084 y 1.060 mientras que su viscosidad er aproximadamen-

te 4.5 vacas mayor que la del ﬂguud:l .

2,2 Funciones

La 'sangre transporta oxigeno desde los pulmones hosta loa tejidos
y 1lleva coz deada loas tejidos a los pulmones; transporta ademis los
materinles alimenticlos absorbides, las hermonas y metabolites; inter-
viene en el mantenimiente del equilibrio Acido-~base del organiamo,
en el balance hidrico y en la regulacldép de ln temperatura corpo-
ral, Ademfis la sangre lleva para su eliminacién los desechos mata-
bSlicon a rifiones, pulmones, piel o Llntestino y constituye uno de
los mecanismes de defensa del organlsmo contra la infeccién por me-

dio de los leucoecitos y de los anticucrpos circulantes.
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2.3 Compoaicidn

La sangre estd formada principalmente por un liquido de composliclén
variable, el plasma, que contiene eritrociteos, leucoclitos y plaque-
tas, fibrindgeno, ademfis de hormonas, -prot.eirms. enzimas etc. Noemalmen-
te el volumen celular constituye alrededor de 45 % del volumen total

de ln aangre 62.

2ads? Plaama

El plasma es la parte fluida de 1a sangro, transporta muchos tipos
de sustancias de una parte del cuerpo a otra. Algunas de las austan-
clas transportadas eatén en solucidn, otras estén unidas a una o varlas
proteinas del plasma. El1 plasmn es una mezcla complaja de proteinas,
aminoficidon, carbcohidratos, lipidos, sales, hormonas, enzimas, anti-
cuerpos ¥y gases disueltos. Sus principales constituyentes mon aguo
{90 a 92 %) y proteinas (7 a 8 %) 25 | constahtemente toma ¥ lleva
sustancins que pasan a través de los capilares, por lo que cualquier
cambio en su componicidn inicia respuestss de uno o mia &rganos del
cuerpo para restaurar el equilibrio normal. El placma estd en equili-
brio dinfmico con ¢l flufdo interaticial que bafa a las células
¥ con el fluido intracelulor.

Tanto las proteinas del plosma, come 1a hemoglobina de los eritro-
citos son importantes amortigundores &cide base para mantener el pH
de las célulag del cuerpo en rangos estrechos.

La concentracién de glucosns en el plasma es cercaona a O.1% y es
acarronda por la sangre, luego de su absorcién en el intestine, higado
y ocasionalmente en todas las células del cuerpo donda es mataboli-

zada, para proporcionar la energia necesaria para el organismo 5 -
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2,3.2 Leucocilos o gldbulos blancoa

En lo sange se presentn cinco clases diferentes de glébulos blane (linfoeltos,
monocitos, noutrdfiles, ecsindfilee y basdfilos) sin easidernr las forrmas joverea o
immoduras, Les lewocitons tienen nicleo, puedm soverse alrededor y aln deslizarse a
guvio de lag parwdes de loo vason garpuineca. Son mucho mencs mumeroocn que 1o erd-
trocits, son corea de 7 000 poar milisetro oibico. Lo distintos lewocitos utilizn
1a corimte sanguinea sdlo parn =1 tronsporte ¥y ejorcen mu funcifn en los tejides,
despuds de abavdonar 1a sangre.

Lo morociton ¥y linfocitos se proheen en el tejido linfoide cowo el bam, timo y
nodoss linfdticog. Los neutrdfiles, ecsindfllos y basdfilos son prodeidos en la mixdula
&ea y huesos planos, paralelarmenta oon los erdtrocttos.

Cuondo la midula es estimilods los lewocites migrmn hacis las zonns de infeecidn,
estn proveca que pe acelere su preliferacién y libermeifn. las diferentes closes da
leweocitos ticnen una fincifn bim definidn, por ejoplo los gremlocitos y loa momociton
son 1o principal fuents de plréenos gue prodcen unn respucsta febril en la moyoria
de las infeccionss, mientrng los bosdfilos intorvienm en reacclones alérglens y loa
ecaindfilos puedm fagocitar coplejos ontdeene anticserpo y algnos microorgaiismos,
anque s fenos eficaces en mar bacterias que los neutrofilos que san quienes las
fagpcitan provocando sy muerte por la unidn de los grimulos de los peutrSfilos y monoci-
tos oon la vonola fagocitada, Este meconismo se utiliza como una de les defenson princi—
pales del orgmism contn agentes extroiioa,

2ede . Plaquelaas

Las plaquetas son fragmentos pequeiios de células redondns u ovales
{(de 2 o 3 y] presentes en le sangre circulante. Estos células se encuen-
tran en circulacién por un perfodo da 5 dins y después son atrapadna
por las células del sistemn reticuleendotelial. La sangre normal contle-
ne de 150 000 a 300 000 plaguetas/mm . }

~La mayoria. do las plnquetms gon producidas. por los megacariocitos
de 1ln médula &Ssen. La mayor parte de estos megacariocitos circulantes

quedan atrapados en los pulmones, .dnnde siguen liberando un nidmero
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importante de plaguetas.

Las plaguetas son metabdlicamente activas y necesitan un aporte
constante de ATP; su principal fuente de energfs es la glucosa. Con-
tiene todas los enzimas de lo vias glucolitica y también grandes canti-
dadea de glucégeno.

Las plaguetas desempefion un papel muy importante meclinica y quimi-

cnmente en la hemostasia y en lu reconstruccidn de vasos o1 .

2.3.% Eritrocitoa o gldbuloa rojoas

Normalmente los eritrocitos son producidos por la médula ésea y libe-
vadez a la ¢irculacidn, La vida media de los eritrecitos varia segin
la especie, en el hombre es de aproximadamente 120 dias, mientras
que en ratén ea de aproximadamente 40 dian y en conejo y rata alrede-
dor de 64 d[as75 . ’

Loas eritrocitos tienen forma bicdncova, oon discos homogéneos que
miden de 6 a 8y de difimetro y tienen un volimen promeric de B?qsen
seres humanog. El eritrocito es altamente deformable y zne adapta (4~
c¢llmente a cambles fisicos para permitir su paso o través de copila-
res de 2 a 3{| n de difimetro, mopteniende su Area superficisl, Lo cée
lula madura no contiens mitocondria, niclec o ribosomas .

Algunos de los constituyentes mfis importantes de los critrocitar
son la hemoglobina, el glutatién reducido y la membrana comunmente
eonoecida como estroma. En la sangre humana el nimero de eritrocitos
por milimetro clbico de sangre es de 5 400 000 aproximadamente. Su
principal funcidén es trapsportar la hemoglobina a través de la circu-
lacién, de modo que el transporte deo ox{geno hacia les tejidos y de
diéxide de carbono de los tejidos a los pulmones sea &6ptima. Para
facilitar el Intercambic gasecse, el oritrocito wviaja a travis de
capllarcs delgados y permite con esto un intercambioc répido.
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La sangre de seres humanos adultos contienen aproximadamente

15 g Hb/100 ml.

El nivel de glucSgene en eritrocitos es bajo ¥y los niveleg de
glucosa en la célula se mantienen principalmente por transporte acti-
Lz; glucoea en les eritrocltos, a travas
manticne el medio reducido para que

vo de la glucosa del plaama.
de un procesac metabdlico activo,
el hierro se conserve en su forma divalente.

Los niveles de 'sudio, potasic, calcio y magnesio,
e
. Estos niveles varfan

se mantienen

constanten por las bombas nat k" b4 ca*l Mg

en gl eritrocito con la dietan y el estado genernl del individuo.

Otro factor importonte ea la edad de las células, ya que los eri-

trocites Jjévenes, tienen mayores concentraciones de enzimas que las

células viejan y éstas =me vuelven méia concentradas y tienen mayor

peso especifico que los células jévenes, de modo que al centrifugar,

las célulan maduraa quedarin en el fondo.
Al finalizar su periodo de vida, laa células rojas son removidas

de la circulacién por el bszo, gque fagocitn a los eritrocitos retirdn-

dolop de la circulacidén lo que permite la introduccidén de células

nuevas.,

2. 3.4.1 HNemoglobina

La hemoglobina, componente principal de los glébulos rojos (90% del
peag sece), ez una proteina cenjugada que sirve de vehficulo poara el
Totalmente saturada, la hemoglobina

transporte de oxigeno y de CO P
La masa de

contiene alrededor de 1.34 ml de oxfgeno por granmo.

loa eritrocites de un adulto contiene unos 600 g de hemoglobina ca-

paz de transportar 800 ml de ox{geno 50,
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Una molécula de hemoglobina consta de dos pares de cadenns de poli-
péptidos (globina) ¥ cuntro grupos prostéticos hemo, cada uno con
un fitoma de hlerro en estado ferrcoso. El grupo hemo se combia de
forma reversible con una molécula de oxigeno o de didxido de carbo-
no.

La hemoglobina reducids es hemoglobina con hierre no asociado sl
oxfigeno. Cuando cada grupo hemo se nsoc-ia con una molécula de oxfigeno,
la hemoglobina se transforma en oxihemoglobina. Tante en la hemoglo-
bina reducida como en la oxihemoglebina, el hlerre permanece on &s8-
tado f{erroso. Cuando el hierro se oxlda al estado {érrico, se forma
metahemoglobina y 1la molécula pierde su capacidad para transportar
oxigeno o difxido de carbono. .

Fl catabolismo de la hemoglobina es realizado por las células
reticuloendoteliales, transformfndola en plgmentos biliares, hlc.:_
rra ¥ gloebina,

2.3.%4.2 Glutatidn aeducido (GSH] -

La integridad de 1la membrona plasmdtica depende del contenido de
glutatién reducido (GSH) preesnte en los erltrocites.

En los eritrocites sec encuentra la formo reducida de glutatidn,
aufique es normal una pequeila cantidad de glutatlén oxidado (GSSQ).

£1 glutatién es un tripéptido (f-glutamil-l-ciuteinglicina) ands-
geno  presente en levaduras, plantss y tejidos animales; interviene
en la proteccidén centra la oxidaciSn de los componentes de las mem-
branas, enzimas y proteinas celulares, forma parte del transporte
de nominodcidos y particlpn en el metabolipmo de clertos compuestos
endégenos; en gencoral es un agente Bctivo en la reparacién de dajjas
oxidatlves 2, 35



2%

ESTRUCTURA DE LA HEMOGLOBINA
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Molécula de glutatidn reducido (GSH)

Los glébulos ré_jos con un nivel deprimido de GSH 3on més senslbles

a la accidn hemolfiica de los agentea quImIcoa7B .

2 3%e? Membagna o estaomn

A pesar de gue los componentes de la membrana varfan segin la espe-
cie y ain en la misma espccie, se conoce que aproximodamente contlie-
ne 40-60 X de protefnas y 10-12 % de lipidos, La fraccidén lipidica
incluye 60 X de fosfolipidos, 30 % de colesterol libre y 10 X de co-
lesteral y grasas neutras.

Ademfis de las cinasas de proteinas, la membrana contiene deferen-
tes enzimas, entre ellas la deshidrogenasa de 3-fosfato de gliceral-
dehido, aldolmasa, cinasa de 3- fosfoglicerato, c¢inasn de adenilato,
ATP asa ¥y colinestrasa 50.

Dos caracter{sticas importantes de la membrana del glébulo rojo
Bon su permeabllidad y 81z capacidad de deformacién. Es importante
que In membrana conserve su elasticidad porque al disminuir su ca-
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pacidad de deformacidn provocaria secuestros y destruccidén de eri-
trocitos por el aistema reticuloendotelial.

" Lo membrana de! eritrocito ejerce un papel importante como moda-
rador de los componentes que deben entrar y aalir del glébulc rojo;
date controla su velumen por medio de la permeabilidad de su membra-—
na y el trabajo de la bombn de cationes. Dentro de lo célula sangui-
nea existen algunas moléculas entre ellas el glutatidn reducido ¥
la hemoglobina, que no pueden atravezar la membrana, 1o que producl-
rin un gradiente osmdtico ligeramente positive, pero para evitar un
volidmen excesivo en 1la cé&lula que pueda cousar su lials, el eritro-
cito me protege por el transparta active de sus anicnes y unA rela-

tiva impermeabilidad de sus cationes.

2.4 Caitacpoyeais

La destruccidén diaria de aproximadomente 2 X 1C 11 apitrocitos debe
compenaarse por la libergeidén del mismo niimero de gilébulos rojos
por la médula ésea. Hay evidencias de que la produceidn de eritroci-
tos estd bajo control hormonal, por medio de la hormona eritropoye-
tina, Se ha comprobade que el lugar principal, aunque nRo el dnico
de produceidn de eritropoyetina que aumenta el ndmero de precursores
de células rojas inmaduras os In médula émea, la cual cambia su aspecto
fisico; la grasa es reemplazada por células eritrolden y la forma
amarilla *"inactiva™ de la médula, se vuelve roja "activa". En condi-
clones de méxima estimulacién ln médula dsea es capaz de incrementar
su produccidn de células rojas de seis a ocho veces®2 |

La eritropoyeais en un embridén de un mes, se realiza principalmen-
te en el higado, el bazo y por un perfodo limitade, en el timo. El
higndo es el sitio principal para lan eritropoyesls del tercero al
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gsexto mes (fase hepliticn) y continia au funclén hasta la primera semana
de vide post natal.

El érganc primordial de origen de loa eritrocitos es la médula Saea
que diferencia y provee los precursorea de eritrocitos circulantes,
plaquetas y granulocites neutréfilos.,

El precursor rojo que se recconoce mis tempranamente ea al pronor-
moblaste, En esta fase, el desarrollo de la ecélula empleza con la
sinteals de globina y concentracidén de hiero, Hay un nficleo, mitocon-
dria y ribosomas presentes inicialmente en loa precursores del saritro-
cito y se mantienen a través de muchas divigiones mitSticaes. Se piensa
que un pronormoblaste pueds dar de 8-16 células rojas maduras en un
periode de 4 6 dias,

En serea humanos adultos normales los eritrocitos sélo se producen
en la médula &sea, aunque @n clertns circunstancias, la eritropoyesis
ge llava & cabo en el hfgado y bazo, que son Bitiocs donde pormalmente
pe produce la eritropoycsis fetal.

Algunos minerales come hierrc, cobre y cobalto, saon necnsn}lus para
la sritropoyesis normal; algtnas vitaminas B, especialmente BIE' é&cido
rélico, piridoxina, &cido ascérbico, Acido pantoténico y ribaflavina,
asf como el &cido nicotfnico y 1o vitamina E, también intervienen

en la eritropoyesis.

2.5 Metaboldiamo en los eaiirocitoas

Para que se regalice de manera eficaz el metabolismo en los eritroci-
tos, son de gran importancia la membrana celular, el sistema fosfato-
pentosa glutatidn, la glucSlisis por la vin Embden Meyerhof y la hemo-

globina; cuando hay camblos en cunlquiera de estos factores, se originan
tragtornos tanto en lo funclén como en la supervivencia de los critro-

eltos.
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El eritrocito es una célula metabdlicamente activa que cuando es
madura pierde sus mitocondrias; utiliza glucosa para llenar sus reque-
rimientos de energia, cerca del 90 % de la glucosa que utiliza, pasa
o lactate por 1lan via anaerdbica de Embden Meyerhof, el resto se meta-
boliza por la vifa pentosa-fosfato. Como no tiens mitocopndrin, =Bola
se obtienen 2 moles de ATP por mol de giucoaa metabolizada,

La energia proveniente de 1ln hidrélisis de ATP ase utiliza prinei-
palmente para el tronsporte activo de Na* y K* , ademfis de que inter—
viene en 1la conservacién de la permeabilidnd ¥y en la capacidad que
tiens la membrana del erltroclto para deformarse,

El motabelismo de la glucosa en el eritrocito por via glucolitica
produce 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG), que es esencial para el fun-
cionamiento normal de la hemoglobina.

La ruta pentosa-fesfato es de gren lmportanela para el erltrocito,
ya que por medio de éstn es que se genera el NADPH, el cual es esen-
cial para mentensr los valores normales de GSH quien conatituye la
principal defensa del eritrocito contra lesiones oxidantes 58 « En
la figura niimero 2 se muestra un esquema de la funcién de glutatién
frente a sustancias oxidantes.
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Fig. 2 Haaceidn del glutatién frente n sustancias oxidantes’?



Tante la enzima glutatidn perexidass tomo la glutatién reductasa,
tdon importantes para la reduccldn de lb()2 74._1.3 glutatién peroxidasa
debe disponer de un aporte contfnuc de GSH, que ha sido convertido
a GSSG por oxidacién. Cuando hay una acumulaclén de H202 B2 produce
oxidacidén de la hemoglobina, de manera irreversible y se precipita
formando los cuerpos de Heinz, que son cucrpos rigidos, Que impiden
la deformacién natural de 1lan membrana provocando lisis 20 . Ademéfg
se producen camblos en la estructura de la membrana, lo que puede
desencadenar una serie de reacciones ﬁrodncicndo la peroxidacién de

los 1fpidos.



35

Fig. 3 Hetaboliamo de les eritrocitos 25
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2;6 Deflectos :-.n;.imciti'.cod en loa zai..iawci.toa

Cada una de les enzimas que 1nterulenen en el metabollamu en los
eritrocitos es esencinl para su buen funcionomiento. Se han encontrado
dafectos genétlcou en ‘el metabolimmo en les erltrocltos que son res-
ponsables de por:. 1o mencs catorce . formas de anemia hemolitica. Al-
gunos de los ‘defectoa anzlmﬁtlcos demostirades se relacionan con 1a
deficiencia en algunas cnzimas tales c<omo glucoss 6 fosfato«dehidro-
genasa, 6 fosfogluconato-— dehidrogenasa, glutatién-—raductuad. gluta-
tisn ~sintetasa, glutatién- peroxidnsa, plutamil- cisteina -sintetnsa,
plruvato—quinasa. Los eritrocitos eon daficiencin de glucosa 6 fos-
fato dehldmgunaﬂa (6 GPD) mon mAs susceptibles a hemSlisis durante
lps infecciocnes, en ¢l periodo neconatal, bajo condiciones de stress
¥y principalmente bajo la administracién de fdrmacos como primaguing

¥y sulfamidas 6

. El mecanismo por el cual el déficit de G-6.PD per-
mite la hemélisis inducida por férmacos no se conoce con precisién,
peroe B8 relaclona de manera indirecta con la incapaclidad de mantener
niveles adecuados de GSH en el eritrocito cuando me expone a agentes
oxidantes, probablemente por deficiencias on la produccién de NADPH.
Las deficlencias de glutntién reductasa, glutotién sintetasa y Eglu-
tatidén peroxidasa producen sintomas que van desde aumento en la for-
macién de metahemoglobinemia, peroxidacién 1lipidica, formaclén de
cuerpos de Heinz y anemia hemolitica., Ln deficiencia de piruvato ci-
nasa {PK)} se caracteriza por la presencia de anemia crfnica hemoli=
tica y noesferocitica, La hemblisis se atribuye a 1la incapacidad del
eritrocite escaso en PK para manteéner niveles normalea de ATP, lo
cual provoca camblos fisicos en la membrana,

La determinacién de la fragilidad osmética se ha utilizado para
evaluar los dailos producidos por los agentes quimicos en la membrana
plasmitica de los eritrocitos. La membrana dofada permite el libre
intoercamblo de electrolites, lo que produce un hinchamiento en 1la
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célula por la entrada de mayor cantidad de agua y esto provoca gque
la membrana se agriete y se libere el contenido del eritrocito. Hay
'gx'qr;des variacionea en la suasceptlbilidad a la hemdlisia en los eritro-
citos ya que la fragilidad ecsmética estd en funcién de la edad celular,
es decir, las mis Jovenes o menea densas son mie reasistentes que lans
més viejas o muy densas. Loa cambios en lao fragilidad osmdtica podrian
indicar cambiios en la resistencia de la membrana.

Los individues qQue eatdn expuestos a apentes que causan hemblisis,
presentan un incremento en lns poblaciones de eritrocitos Jjovenes,
en el tamailo celular medic ¥ en la frogilidad osmética.

Ceneralmente se cncuentra una fragilidod osmética clevada en la
esferocitonis hereditaria y en las anemias hemoliticas idiopdticas
y saintomAticns adquirides, Por el ccntraric, una fragilidad osmética
deaminuida, denota un aplanamiento exceglvo de los hematies como en
la presencia de ictericin, en anemia sideropénlca, talunemia o anemin

de célulns falciformes 2?

2,6.1 Anemia

L& presencia de anemin es un sintoma que consiste en una reduccién
de los niveles @e hemoglobina clrculante, de tal forma que no es adecua-—
da la oxlgenacién de los tejidos periféricos. La anemia puede desarre-
llarse sl existe pérdida de sangra, producclén deficlente de eritroci-
tos o sl la destruccidén de los eritrocitos es exceslva, En el hombre,
también puede presentarse anemia como resultando de la deficiencia
de hierro,

La onemia =segun su mecaniamo de produccién se puede clagificar de

la sigufente manera:
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a) Eritropoyesis disminuidn. Laa causas pucden ser deficlendia de

o dcido fSlico (enemia megalobldstica) por abaorcién

vitamina 312
defectuosa o por insuficliencia de la médula Ssea (amnemin apléstical,

b} Pérdida de sangre. Provocnda por traumatismos o enfermedad como

lesién del tubo digeativo o trastornos ginecolégicos.

¢} Hembslisis aumentnda. EBta es una causa frecuente de anemin que

se debe bdsicamente a trastorneos hemolf{ticos hereditarios tales como
defectos de la membrana del eritrocito, deficienciss del sistema en-
zimitico via Tfosfate de pentosa glutatidn, daficiencia de enzimas
glucoliticas ¥ hemoglobinopatfas, as{ como trastornos hemolfticos
ndquirides, producidos por infecclones, agentes quimicos, agentes

rfiasicos y trastornos medindos por anticuerpos.

Para clasificar el tipo de anemia de acuerde a las caracteristicas
de los eritrocitoa, ea necesario determinar el nimero de gildbulos
rajos por unidad de wvolumen de sangre, la concentracidn de hemoglobina
¥ el voldmen corpuscular medio. Coft eatos datos es posible colcular
el hematocrito, el contenide corpuscular medio de hemoglobina (CMH)
¥ la concentracién corpusculsr media de hemoglobina (CCMH). En la
tabla V Be muestra la clasificacidn de anemia en aeres humanom.

Es importante clasificar el tipo de anemla presaente, ya que nos
permitird conocer mAs acerca de la patologia; por ejemple la anemia
asocliada con la enfermedad renal crénica, cosil siempre es de tipo

normocrdémico o normocftico y rara ve:z serd macrocitico.
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TABLA V

CLASIFICACION DE ANEMIA EN SERES
HUMANOS 25

TIPO VCM 1)
Macrocitica 94
Normec{tica 80 =834
Microcitica simple BO
Microcitica hipoarémica 80

VCM = Volumen celular medio

CCMH = Concentracifn corpuscular media de hemoglobina

CCMH (%)

30
30
30
30
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‘2.7 Aliearaciones hematoldgicas en caso de dailo

Se¢ sabe que cuando la sangre estd en contacto con diferentea l;ompuea-‘
tos quimicos se pueden presentar alteraciones en algunos de sus com-
ponentes; algunos de los cambios mis represgentativos me producen con
el uso de medicamentos, el contacto con contaminotites del ambiente
S con aditivos de los alimentes y en el alcoholiemo 50 » por ejemplo
se ha informade la presencim de anemin ¥ porfinurin en la intoxica-
cién por plomo, la presencla de anemin opléstica después de la expo-
sicién o benceno o en personas sujetas a irradiacién,

La exposicidn de los seres humpnos a araénico produce alteraciones
hematolégicas que Be manifiestan por la presencia de anemia, leuco-
penia y trombocitopenfa 48,90

Wenthoff y ecol 80 ¥y Feusaner y col
anemia encontrada en ln exposicién a arsénico es megalobléstica ya
que esta substancia inhibe 1la formacidén de &cido félico que es un
conatituyente gque se obtiene de la dieta, necesario para la madura-
elén tormal de los eritrocitea. Sin embargo, en el estudie de Kyle

y col 48 realjzado en seia personas expuestas a arsénico en diferen-

12 comunicoron que el tipo de

tes concentraciones, se informn la prasencia de anemia moderada en
todos loa pacientes, con incremento en el nimero de reticulocltos
¥ réplda desaparicién de Cr 51 en eritrocitos marcados. Los autores
sugieren gque la causa de la anemia Be debe parcialmente &8 un inecre-

mento de hemSlisis provocada por el arsénico.
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77 08 gETIVO

El objetivo de este trahsnjo e&s evaluar los cambios
que ae producen en las poblaciones celulares en la
aangre de ratae durante la intoxicacién con araéni
co inorgdnico trivalente y los posibles efectos en

la membrana de los eritrocitos.
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JI? DI SENO EXPERIMENT AL

3.7 Esquema de Laabajo

Este "trabajo se dividié en dos ctapas que consintieron en un eatudio
agjudo donde se administré una dosis alta lnica de arsénico trivalen-
te ¥y en un eatudio crénice con la administracidn durante ocho sema-—

nas de una dosis relativamente bajn dea aradénico.

.77 CLaludio aguda

8e wutilizaron ratas Wistar macho (200-250 g), que se mantuvieron en

Jaulas en grupos de gels ratas, con libre accesc a agua corriente
y alimento de laboraterio (nutricubos de Purina). Despudés de un pe-
riodo de adaptacién de cinco dies, sa les administré por sonda gés-
trica una doaia Unieca de 32.5 mg As/Kg como araonito de sodio (n=90).

Las ratas fueron aacrificadas por puncidn cardiaca bajo anecatesia
con &ter, después de 1,2,4,8,12,16,24,36,48,72,96,120,168,264 y 3386
horag de la administracién. Para cada porfodo ne sacrificaren seis
animales,

A la sangre obtenida se le adiciond EDTA sdédio como anticoagulante

(img/ml sangre).



3.1.2 Estudio cadnico

5e emplearon ratas Wistar macho con peso intcial de aproximadamente
120 g ¥ sec mantuvieron en Jaulas en grupos de seis ratas, con libre
stcess a agun corriente y alimenteo de laboratorio (nutricubos de Pu-
rinal. Luegs de un periode de adnptacidn, se les admipilsted por son-
da ghstrica uns dosis dinria de 1.2 mg Aa/Kp como arsenito de sodio
durante 8 sgemanas. Se realizé un seguimjento de peso a cada rata a
lo lorgoe de todo el estudi {ne=48),

Cada gemana se sacrificd & un grupo de sels ratas por puncidn car-
diaea. La sangre obtenidn se recolectd on viales que contenion EDTA

sédico pora impedir la coagualpcidn.
3.2 Mélodes y aecaclivoa

En cadn uno de los estudics se procedld a realizar las slguientes
determinaciones?

3.2.1 Condenido de glutatign

El contenido de glutatidn se realizé de acuerdo al método establecl.
do por Beutler y col , bosado en el desarrollo de colar formado

" al agregar 5,5'dithiobis 2-nitrobenzoico (DTHB) a compuestos sulfhi-
drilea. El método se realiza de ls siguiente monera;
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Reactivos:

Solycidn precipitante
de proteinas

Solucién de fosfato ncido
de sodio {0.3M)

Solucidén de 5,5'diticbis
2 nitrobenzolico (DTNB)

Procedimiento;

En un tubo de ensayo se ogrogaron 3 ml de solucidn precipitante
¥y te le ndicionaron 300 ul de sangre total, se agitsd y se dejé repopar
durante 5 minutes, dospués de los cuales la mezcla ge filtré en un
papal filtro Wwhatman No. 2. A 2 ml del filtrado se le agregaron

2 ml de la solucidn de fosflato.

1.67 g de Gecido metafon-
férico glacial + 0.2567
g de EDTA addico + 30 g
de NaCl en 100 m] de agua
deatilada. Se conserva -
a 4° C y tlena una dura-
cién de 15 dias.

57.72 g deo NaEHPO4 en
500 ml de sgun destilada.

20 mg de DTNB aforados a
50 ml cen una solucién de
citrato de sodio al 1%.
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Se prepard un blance con 2 ml de la solucldén precipitante de proteinas
¥ 2 ml de 1la golucién de fosfato.

-+ A las muestras listas para leer se les adiciond 0.5 ml de la galu-
cidn de OTNB ¥y se formd un compuesto colorida estable per poco tiem-
po {de 5 a 15 minuteos), que ae determind en un espectofotémetre d?
absorcioén lineal Coleman Juniar II A modele 6 :O(Pcrkih Elmer) njustado
con el blance a una lengitud de onda de 412 nm,

Loa cédlculas se hicieron de acusrdo a la f&rmula:

mg % sengre = F X 0,0, X

En donde:

F = Factor obtenido al calibrar el colorimetro con
un espectafotdmetro,
D.D = Densided Sptica de la muestra
Coeficiente de extincidn molar de GSH
nl de solucidn precipitante de proteinnn
ml de muestra de sangre
ml del filtrado
mi de solueidn de N:xzﬁf’t)‘1
ml de DTHE
peso molecular de GSH

=IUED

a4

g

3.2.2 Detetminacicn de faagiltidad asgtica

Lo determinaciénde la fraptildad de la membrann de los eritrocitas

se realizd segiin el mEtads de Beutler ¥ col 7 + €n =l que ge someten

las células sanguincas a un desalfo oamdtico, provecondo rupturs par-
cial o total de pu membrann y midiendo la ecantidad de hemoglobina
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liberada por el color presente en la muestra,

Reactivos:
Scluclidn base para hemSlisis 45 g NaCl + 17.2 g
Na..am’l‘.)d1 12 Hao -
1.07 g Na"aPO4 uao
en 500 ml de agun
degtilada,
Solucién amortiguadora salino 100 ml de solucidn
fosfato ’ base para hemélisis
en 1000 ml de uzo.
Solucicnes con diferente con A partir de la sol,
centracién de NaCl salino fosfato se pre
pararon soluciones con
diferentes porcentanjes
de MaCl.
Procedimientos

Se prepard una serie de tubos; en cada uno se pgregaron 5 ml de cada
concentracidn de solucidén malina fosfate, que va de 0.62 o 0.30% de
NaCl y ol tubo control se le adiciond 5 ml de agua destilada. A cada
ung de los tubos se agregaron 20 ul de sangrae, s¢ me2claron suavemente
¥y 8e dejaron reposar 30 minutos. Después del tiempo de reposo, se
les centrifugé a 2 000 rpm durante 5 minutos. Se mididé 1o abaorbancias
de cada muestra a 540 nm, considerando la hembélinis de la muestra
en agua como el 100% y utilizando agua destilada como blanco. Sc utili-
z6 un espectofotdmetro de absorcién lineal Coleman Junior Ila mode-
lo & :o(Perkln Elmer). El porcentaje de hemélisls se calculéd de ncuerdo

a la sigulente férmula :
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% Hemélisis = Abeorbancia problema X 100

Abscorbancia del tubo con agua

Los resultados pueden graficarse e¢n forma directa, formande la gré-
fica ncumulativa y as{ cobtener la concentracién de NaCl a la que se

produce el 50 % de hemblisis.

3.2.3 Detexminacidn de pardmeiros hematoldgicos

Para evaluar les cambios en sangre, sSe¢ realizaron determinaciones
por medioas electrénicos utllizando un Ceulter Counter modele ZB I,
de Coulter Electronics (USA); esta determinncidén sc basa en las dife-
rencias en la conductividad eléctrica entre las pa-ticulas y el dilu-
yente. Se utilizé un tubo con orificle de 100 yl ¥y la toma de la
muestra fué de 500 yl.

Soluciones:

Solucidn de Isotén II CC Coulter Electronlcsa
Solucidn de laoterge CC
Solucidn de Hemoterge CC
Solucidén Zap-oglobin II "

Condiciones inatrumentales pre la determinacién de leucocitos ¥

ertrocltos:

Amplificacién %
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Apertura de corriente R §
Ventana inferior . 10

* Ventana auperior o 4110
Huestra E 500 gl

I) Determinncién de eritrocitos.." Sa utilizd Isotdn II como medio
de dilucidn., Se hizo una dilucidn 1:50 000 con un dilutor Coulter
diiutter II de la sangre que luego se mezclé de manera suave y se

procedid a hacer las lectuyras da artrocltos,

IT) Determinacién de leycocitos,™ La mueatra de sangre Be mezcld
suavemente antes del muestreo y se diluyd con Isotdn II 1:500 median-
te el Coulter dilutter II, Unn vez realizada la dilucidén se agrega-
ron 3 gotas de zap-oglobina II que es el agente estromalizante y e

procedid a leer la cantidad de leucocitos.

III) Distribucién de particulas.™ La distribucidén depacticulas se
llevé a cabo utilizando el canallzador Coulter que es un analizador

del tamaflo de las particulas mediante sus pulsos eléctricos.

Condiciones:

Eritrocitos Leucocitos
Base de canal 10 12
Ancho de ventana 30 25
Rango 4K 400
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IV) Determinncidén de hemogleobina.— Para la determinacisén de hemoglo-
bina, se wutilizd la solucidn lisnda que se ocupé para el conteo de
leucocltos utilizande un Coulter Hemoglobinomster, E1 tiempo mfnimo
requerido para que el reactivo forme un pigmento estable es de doas

minutos.

Con ésta metodologfa se determind:

Recuento de eritrocitos millones / yl
Recuento de leucocitos milea / yl
Determinacidén de hemoglobina g/ 100 ml
Hematocrita { %)
Volumen corpuscular medio {r1 )

Por medio de los valores anteriores me pude calcular:
a) Cantidad media de hemoglobina {CMH) .~ Es el contenido en peso

de hemoglobina en un eritrocito medio Individual, expresado en pi-

cogramos (pg).

HCM = Hemoglobina X 100

No. de eritrocitos

b) Concentracién corpuscular media de hemoglobina (CCMH).~ Es la
concentracién medin de hemoglobina por 100 ml de eritrocitos.

CCMH = Hemoplohina X 100

Hemntocrito
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F.2.4 Deteaminacign de oamodlalidad ded plaama
La daterminacién de oasmolalidad se realizd por un métode que sec basa
cn el descenso del punto de congelacidn de la muestra.
Solucicnes:

Soluclén calibradera de 100 mCsm

Procedimiento:

Sa utilizd un oamdmetro de preciaidn Osmette modelo 3007, calibrado
n 100 m0sm., se tomd una muestra de 200 ql de plasma para determinar

la osmclalidad. Los reaultados sa oxpresan en mOam/Kg H,0.
3.2, 5 Deteaminacidn de sodioc g potasio del plasma

Se cuantificarsn las concentrociones de los iones Na® y K% en el
plasma por medio de un flamémetro marca Coleman modelo S1 ( Perkine

Elmer.,

Soluciones:

0.008 g K,iPO4 en 100

Estandar de K* 1 meq/l
ml de ngua destilada,
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Estandar de K~ 9 meq/l 0.078 g K,HPO, an100
ml de agua destilada

Estondar de Na® 110 meq/l 0.543 g de NaCl en
100 ml de agua des-
“tilada.

Estandar de Na® 40 meq/Ll 0.234 g de NaCl en
100 ml de agua des
tilada,

Procedimiento:

Se hace una dilucidn de la muestra del plasma 1:2 con ogua deatilada.
El volumen total reguerido es de 500 ul, Las muestras sec colocan en
vinles adecuamdos, El1 flamfmetro se calibré previamente con las solu-
ciones estandar, para lo que se utilizé un rango inferior y uno su-
perior; una vez callbrade el aparats se procedié a hacer la lectura

de lag mucsatras.



3.2.6 Tratamiento csladiatico

Tanto para ! estudio agudo como para el crénico los grupos utili-
zados eatuvieron formados por seis ratas cada uno; para cada grupo
ge  realizs el promedio dc les EBels volores obtenidos y la media
L error tipo de la media (ETM) (desviacién estandar) para ilns dife-
roantes determinaciones efectuadas, les resultadss cobtenides se com~
pararon con un grupo c¢ontrol. Para demostrar estadisticamente las
diferencias ques existen entre loa grupos de ratag intoxicadas y el
grupa contral, se utilizé la pruecba de t de Student, tomando como

valores significativos, aguelles que tenfan una p monor de ©0.05

p<n.05 ) 24,
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ESQUENXKA DE T RABAJO

N\

BAJO ANESTESIA CON ETER

SANGRE CON EDTA

DESAFIO OSMOTICO DETERMINACION DE GSH
3
%NaCl 1
0.62 \‘ POR INTERCAMBIO CON
DETERMINACION DE UN DISULFIDO PARA LI®
HEMOGLOBINA . BERAR UN COMPUESTO
COLORIDO.
0.30
v

DETERMINACION DE PARAME™
TROS HEMATOLOGICOS,

POR MEDIO DE UN CONTADOR
DE PARTICULAS
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¥ RESULTADOS

ADMINTSTRACION AGUDA.

Céludas Aanguinead,

Las ratas expusstas en forma aguda a 32.5 mg ﬁa/kg pregentarsn un
auments en el pimers de glébules rojos en laa primeras dos horas poa-
teriores & la intoxicacién; a las doce horas de la administracién
disminuys el velor de manera significativa (p<0.05}, para luego alcbnzar
valorea similares al control en el resto del periodo de observacién
{figura 1), mientras qus loa valores del volumen corpuscular medioe
de los eritrocitos (VCM] presentaron una disminucldén significativa
(p<0.05), obmervada alrededor de laz 72 hul;aa posterjores a lp intoxi-
cacién y un valor carcanc al control a los 6 dias de que fueron admi-
nistrados los animplea {(Tigura 2).

En las primeras 4 horas luego de la intoxicacidén, se obaervd una
elevacidn del 10% en el wvalor del hematocrito disminuyendo deapués
a valorea simlilares al control (figura 3); este valor se obtuvo direc—
tameante del Coulter Counter gtie lo caleula a partir del velumen celular
medio y estd relacionado con los valores que se obtuvieron en el nlmero
de glébules rojos, que también tienen simllitud con el valor de 1ln
hemoglobina en donde se obtuve un incremento de 15.7 g/100 ml que
corresponde al control, a 17.5 g/100 ml en la segunda hora posterior
a la intoxicacidén. En el resto del periodec de observacién se prasantd
una tendencia a disminuir obteniéndose el valor mas bajo aels dias
despufia de administrar el arsénico a loa animales (figura 4}.
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La caentidad medim de hemoglobinn (CMH) obtenida al considerar la
concentracidn de hemoglobina y el nlmero de eritrocitos . presentes
en la muestra presenta una disminucidn sigpnificativa de los valores
{p<0.05); el valor mis bajo se obtuvo 12 dims después de la intoxica-
cién (figura S). .

La concentraclén corpuscular medie de hemoglobina (CCMH) obtenida
al relacionar la hemoglobina con el hematocrito mostraron una tendencia
general a disminuir, excepto a las 48 y 72 horas de intoxicacidn en
que Be presentd un aumento aproximadamente del 4X con reaspecto al
control, La disminucién que se presentd loa Gltimos 7 dias del perfodo
de observacién fué estadisticoamente significativa {p<X.05) (fi-
gura 6).

Las curvas de distribuclén que muestran el tamaiio de los eritrocitos
presentaron un desplazamiento hacia menores volumenes en todo el perfiodo
de obaervacidn, lor datos de volumen menor y el valor de la amplitud
de lo curva al 50% més bajo se obtuvieron a los 14 dias de haber sido
administrades los animales {figura 7}.

Con respecto a las c¢élulas blancas, obsaervames la pregencia de
una disminucién en las primeras asemanas de la administracidn en el
nimers de leucocitos preaentes en las muestras con tendencia a aumentar
estes valores hasta olcanzar 8.8 x 103/ yl al final del periedo de
mientras que el wvalor del wvolumen celular medio de los
el valor

cbservacidn,
leucocites fué siempre mis alto que los valeres control;
mis elevado se presentd a las 96 horas de intoxicacién y representa
un incremento del 11.4% con respecto al control (Tabla I},

En los valores obtenidos de las curvas de distribucién de los leuco-

gitos, observamos un ligero desplazamienta hacia un mayor wvolumen

celular en la curva que representa el promedio de ratas sacrificadas
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TABLA I

NUMERQ DE LEUCOCITOS Y VOLUMEN CELULAR MEDIO EN RATAS
INTOXICADAS DE MANERA AGUDA CON ARSENITO DE S0DIO.

TIEMPO LEUCOCITOS veM n
horas / dias x 167 {r1)
1 6.05%1,08 75 + 2,22 6
2 5.31 * 1.07 74 * 3.84 6
4 5.92 * 0.55 74 * a.41 s
8 8.90 * 1.15 76 ¥ 3.0t . 6
1z 6.55 ' 1.16 72 ¥ 3,76 5
156 6.83 To0.39 . _ 76 * 4.0 a4
24 7.65 * 1.77 ' t "6’
36 6,90 * 1.08 - * -6
48 7.52 * 1.36 M 6.
72 a.56 * 2.a5 * oy
g8 8.88 * 1.43 6
S dims 8.7a *'2.41 R T
7 " 8.15 *.1.40 6.18 . 6
n -« 825 Y 2oL 4,76 6
14 6.70 * 1,19 .- 5.98 s
CONTROL 7.05 * 2,19 71 * s.72 &

n = Nimero de ratas sacrificadas en cada pericdo.
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luage da 2 horas de la intoxicacién, é&ste valor es similar al valor
control, sin embargo la curva que representa 14 dias de intoxicacién

mueatra un desplazamiento hacla menor volumen celular (figura 8).

Faggilidad vamdtica de {v4 esitrocifoa.

En la deoterminacién da fragllided osmética, los datocs expresados
coma 50X de hemdliais se mantuvieron peor debajo del waler control,
y preaentan una tendencia constante a disminuir (figura 9).

Al evaluar el grado relativo de hemSlisis representado por la pen-
diente eon la patte recta de la gréfica integral, sea observé un aumen-
to significativo de este wvalor dos horas después de la intoxicacién
y posteriormente loa valores disminuyeron hasta ser préximes al va-
lor control (figura 10}.

Las curvas de fragilidad osmética de cada grupo de ratas sacrifica-
das a diferentes tiempos se mostraron desplazadas hacla una menor
fragilidad de los eritroclitos y este desplazamlento es mas evidente
mientras méa tiempo dure la exposicidn, con excepcidén de la curva
que rapregenta S diag de intoxicacifén que presentsé el mayor desplaza-

miento (figura 11J).

Niveles de gluiatidn aeducido en dengae,

La concentracidn de glutatién reducide, ae viS dristicamente disminui-
da en las primeras 8 horas luego de la intoxicacién manteniéndone
por debajo del valor control en el reato del pericdo de observacién

(rigura 12).
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Qsmedalidad en piasma.

Respecto a los niveles de osmolalidad en el plasma se obgervd el miximo
ineremento (320 mDsm/kg H,0} deapués de 2 horas de la Intoxicacidn;
postariormente se presentd una disminucldn paulatina que se hizo sig-
niticativa (p<0.025) durante el perfodo de 6 a 12 dins posteriores
a4 la intoxicacisn (figura 13).

Nivedes de aodio y polasio en plosma.

Los volores de sodio en el plasma, fueron siempre menores que el con-~
trol; alcanzande la menor concentracién a los 7 dias posteriores a
1a intoxicacidn con un nivel de significancia de p<0.001 {figura 14).

Para el 1dn potasio, ne obtuvieron valores menores (10-30%) que
el control en todo el peridédo de observacidén, con tuna ligera tenden—
cia B recuperarse en los (dltimos dias de la intoxicacidén (fi-

gura 15),
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AMITNISTRACTIN CRONICA.

Células sgnguinens,

Las ratas administradas con una dosis diarie de 1.2 mg As/kg presenta-
ron inicislmente una disminueldn significativa (p<.001) en el ndmers
de esritrocitos can una tendencia & sumentar estoa valores Haatn llegar

4 un valor méxime de B.64 X mﬁlql en la dltima semana del perfodo

de observacidén {figura 16}, mientras que los valores del volumen cor-

puscular medio (VOM) de los eritrocitos presentaron un aumento Rlcan-~
zande wn valor miximo (69 1) en la angundm gemana de adminiatracitn
¥ posteriorments hubo una tendencia a disminuir para jgualar lea valores
de loa datas countrol (figura 17},

El valor de hematocrito presentd uvne disminucidn infeial ¥y luego

de 4 gemanap de Iintoxicncidn, rebasd el walor contrel aiendo el aumento

significativo en 1la Gltima semans de lntoxicacidn (p<0.001) (rigu-
éptod dates colnciden eon los renultedos obtenides en el nimero
que estén relscionades con la cantidod de hemoglo-
en donde ge presentd uns dismi-

ra 18},
de glébulas rojos,
bina presento en la céflula sanguinea,
nucisén inicial de eate valor can tendencia a aumentar alcanzande el
valor mixime en la opcteva aemona de la Intoxicacidn {(p<Q.05)} (figu-
ra 19),

Reapecta & la cantidad medis de hemoglobina {[CHM),
incremento Bignificativo de este valor (qu.OOEE) en la tercera somana
de ia administrecicén ¥y poAteriormente una tendencla significativa
a digminuir {p<0.0D01l)., Como se mencieond entericormentsa egte dato ge
cbtiene al relacichar la cantidad de hempglobins con €l namers de

se& obgervd un
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aritrocites (figura 20}, mientrns que los valores de CCMH, eatuvieron
todos por debajo del contrel y fueron estadisticamente significatives
las semanas 1,2 y 8 (figura 21).

Durante la primera semana de intoxicaclén se observd un desplazamiento
hacia volumenes mayores de la curva gQue representa la distribucisn
dal tamafio de los eritrocitos. Al rinal del perfodo de vhservacidn,
el desplazamionto de la curva fué hacia volumenes menores, Los valores
de amplitud de la curva fueron menores gQue el valor controgl en amboa
casas (figura 22).

En el nimero de leucocitos se observd una tendencia a aumentar pa-
ra llegar a un wvalor méiximo en la octava npemana de intoxjicacidn
{9.05 X 103[' yi) (Tebla I1I), mientraa que en el volumen celular medio
de los laucocitos se presentd &l valer miximo en la segunda semahns
de 1a intoxicacién, con el resto de dates carcancgs al valor control
{Tabla II).

Lag gréficas de distribuclién del tamaflo de los leucoclitos mostraron
un desplazamiento hacis volumenes menorea en las cé&lulas durante las
4 primeras semanas de intoxicacidén; posteriormente el desplazamiento
aa dirigid a volumenes mayores. Los valores del rango en el volumen
de los leucoeitos, fueren siempre ligeratente mds elevados que leos

valores contrel (figura 23).

Faggilided vandtica de dva eaitavcitos.

Los datos expresndoa como 50 % de hemdlisis, fueron mis altes que

el valor control con una tendencia constante a aumentar con una signi-

ficancla de pe0.05 {figura 24).
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TABLA XI

HUMERD DE LEUCOCITOS Y VOLUMEN CELULAR MEDIC DE LOS
LEYCOCITOS DE RATAS INTDXICADAS CRONICAMENTE CON AR
. SENITO DE SaGDIO.

TIEMPO LEUCQCITOS VoM
{gemanas) X107/ 1 {rL)

1 6.72 f1.41 7a X a2

2 7.44 % 0,94 75 X 4,59

3 a.7a .32 S mtses

4 7.87 %2078 .. moiaam -

5 5.96 22,01 . 7424

6 7.87 21,72 g0 X s8]

7 7.08%1.0° . . &8Z2pz.00

] . ew4atpas . 7 ¥ 2,58
Control 7.05 £ 2,19 71 L 5.74

pP<0.05

n = HNimero de ratas sacrificadas en cads periodo.
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Los datos del grado relative de hemélisls (que se obtuvieron de
la gréfica integral) mostraron valores mayores que el control, presen-
téndoge el valor mas alto en la quinta semana de intoxicacidén (p<0.05)
¥y poaterlormente una tendencia a disminuir para ipualar a los datos

control {fipura 25).
En las curvas de fragilidad oamética se¢ observd un desplazamiento

hacia valores de mayor (frogilidad osméticn en 1los  eritroci-

tod {figura 26).

Niveles de glutatidn acducido en aangae.

Loa niveles del glutatidén reducido fueron siempre mos bajos que el
control obsarvandoge una disminucidn dristica del nivel de GSH en
sangre durante la primera semaha posterior a la intoxicacién cen

tendencia a alcanzar valores control (p<D.001).

Oamadadidad en plasma.

Los resultades que se obtuvieron respecto a la asmolalidad del plas-
ma mostraron una disminucidn significativa las tres primeras semanas
de la intoxicacidn (p<0.025); en las semanas siguientes hubo una ten~
dencia a aumentar hosta fgualar los datos control {figura 28).
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Niveles de sodiv y de potesio en plasma.

La primera aemana de intoxicacién se observd un aumento =significa-
tivo (p<0.025) en los niveles de naodio plosmatico, disminuyendo des-
puées en las asigujentes semanas (p<U.001) para finalizar con una tenden—
cia a recuperar sus valores control {figura 29}, mientras que el nivel
del iSn potnsio aumentd hasta alecanzar el valor mbxime durante la
quinta semana de la intoxicaclén (p<0.05}, disminuyendo posteriormente

hasta valores menorss al control (figura 30}.
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vV 075Cus7on

El uso de los metales, sales metdlicas o Sus compuestos orginicos
producen un incremento en el rlesgo & presentar cfectos téxicos en
poblacicnes humanas; con el apogeo de la edad industrial, se ha presen-~
tado una alta frecuencia en las enfermedodes especialmente en lag
de tipo ocupaclenal.

En México, e8 importante el estudie de los efectos producidos
por el arsénico ya que ocupacionalmente existe exposicién a este elemen-
to en una parte importante del pais por su alta produceldn y la difu-
#16n del use de compuestos arscnicales en la ipndustria electrdnica
89 , ademfis del problema de exposicidén no arsénico a través del agua
de bebida en la regidén conocida como Comarca Lagunera, ublcada en
los estados de Durangoe y Comhuila.

Eatimncionss reclentes sebre 1la mognitud de este problema indican
que en términos de poblacidén expuesta en el area rural de esta regidn
exinte un nimero importante de personns (400 0G0} expusstas a niveles
superiorea al limite miximo permisible de arsénico en agua de bebj-
das {0.05 mg/l). Los efectos en lo snlud que se atribuyen al arsénico
mas comunmente observadoa en dicha zona son queratesis palmo plantar,
hipo e hiparcromias y la enfermedad denominada "black foot dimenac".

Se observé que la mayoria de las personas afectadas por el araé-
nico en eata regidén pertenecen al grupo productivo y conforme aumenta

la edad, inerementa la proporcidén de individuos afectados con signon
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de hiperqueratosis palmo plantar ¥ disecominsg, 1

Se sabe que el arsénico se acumula ficlilmente en sabgre y siendo
éeta e} medio de transporte y contacto del exterior con el interior
del organismo, ademfis de ser una muestra blolégica fécill de obtsner
fue blanco de evaluaciones de los pardmetros hematolfglcas que nos
paermitieran conocer los efectes producldes en el organismo debido

o la exposicidn a arsénlco.

Este trabajo se dividié en dos etapas: un estudio agudo adminis-
trande una dosip {nica de 32.5 mg/kg ¥y un estudio crénice con una
doais de 1.2 mg As/kg dioariamente durante B semanas. Estas dos par-
tes del trabajo se hicieron con el fin de conocer las posibles diferen-
clas y simlilitudes en los dos tipos de intoxicacién, ya que se tienen
antecedentes de diferentes efectos producidos por el arsénico dependlen=-
do del tiempo y tlpos de exposicidn, ademfis de otros factores tales
como la dieta, forma en que =) tdéxice entra al organisme y el estado

de oxidacién del elemento quimico.

Existe poca informacién sobre los efectos que produce el arsé-
niee en el tejldo wsanguineo y laa oplniones son wvariadaa. Terada
¥ col 82 jndiean que el arsénico preoduce anemia hipopliistica; mientras
que Kyle ¥y col, a8 reportan que so produce ancmia de tipo hemolitica
¥y magaleblfstica. Al parecer en los pocos repartes encontradeos al

respecto los resultados coinciden en lo praesencia de anemia.
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En este estudioc al administrar 32,5 mg As/kg a ratas, no se pre-
senté nipguna muerte en los 90 animples intoxicados cbservindose
una cantidad anormal de liquido tanto en el estdémage como en el intesw
tino en los animales sacrificados durante las primeras horas posterlo-
res a la intoxicaclén; al sacrificar a los animales al final del
perfodo de observacidén no se detectd esta alteracién. También se chaer-
vd un incremente inicial en el nimero de eritrocitos (figura 1), en
el valor de hematoerito (figura 3) y en la cantidad de hemoglabina
(figura 4) y posteriormente una disminucién de estos valorea. Por
otra parte, se observd una dismlnucidén permanente en el volumen celular

madio de los eritrocitos (figura 2).

Eatas ohnervaclones nos permiten relaclonar los valeres obteni-
dos al inicie del estudico con el estade de los animales, ea decir,
el estado nnormal de intestino y entémngo pudo deberse a la transva-
cidn de 1lfquide & estos &rganes por efecto del arsénico. El aumento
tanto en el himero de eritrocitos como en la cantidad de hemoglobina
¥ el hemntocrite pudo haberse producide por medio de doa meconiasmes
diferentea: una alteracién en 1a médula ésea que provocara la produc-—
cién de mayor cantidad de eritrocitos como consecucncia de un mayor
requerimiento del organismo, o bien por hemoconcentracién que a su
vez puede ser producida ya sea por transvocién de liquidos o por diu-

resis.
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Estudios realizados anterlormente en el laboratorio 26 indican
la presencia do diureais a partir del cuarto dia ds la administracién
aguda de araénico con aumento en la excrecidn de sodin, por lo tapn-
to 1la nemoconcentracién observada en .nuestros resultados podria ser
producida tanto por la transvacién de liguidos come por la diuresis,
¥ consideramos poco probable que se deba a mlgiin efecto provocade
en 1la médula Ssea ya que el tiempo que el arasénico estuveo en el orga-
nismo fué muy cortoe para provecarle una alteracién. Innaca.dd(lgzm
indica qua en la intexicocidn eguda cen arsénlco no hay cambios en
el ndmerc de reticulocitos dentro de las primeras 24 horas de into-

xilcacidn.

Al exlatir esta hemoconcentracidén se deben csperar valores muy
altcs de loa pardmetros hemateolégicos determinados, =nin embargo sl
bien los datos observodos son por arriba del control, no corresponden
a 1la hemoconcentracién producida, lo que sugiere lp presencla de

nnemia.

Al analizar los valores calculados tante del contenideo de hemeoglo-
bina en el eritroclto individual {CCMH) (figura 6), como la concentra-
clén medin de hemoglobina (CMH} {(fipura S), se obaervs una disminu-
cibén importante de estos velores que nos sugieren la presencia de

anemia de tipo nemelitica.

Anteriormente el arpénico se utilizd en el tratamiento de leu-

cemia porque produce upa disminucidn en el nlmerc de leucocitos



29

(tabla I) a nimeros aproximadamente normales a8 + Nuestrosa resultados

muasstran gue el arsénico produce una disminucidn inicial en el nimero

dao leucocitos, probablemente debide a la aceldn directa sobre ésmtas

células ya que son el princlpal medle de defensa del orgenhisme y pro-

bablemente el aumento peaterior se debe A 1la propla recuperacién

del organismo. Estes resultados concuerdan con loa reportados por

Horse y col (1980) ng eatudios realizados en ratones. En eate estu-

dic golamente se¢ realizd el recuento de leucocitos totales, no se

hizo distincién entre 1los cince tipos de células blancas normales

{neutréfilos, linfocitcs, monocites, eocsindfilos ¥y basdfilos), lo

que probablemente nos hubiera dade moyor informacidn.

La prueba de fragilidad osmStica se realizé con el propdsito
de obtener alguna evidencia del camble en la forma del eritrocite

normal, ademis es de utflidad para caracterizar la edad celular de

la sangre. En general, las pruebas cuantitativoas para eritrocitos,
se utilizan para hacer algunos diagndsticos come el de anemia hemo-

1ftica producida por e8! uso de ciertoa fdrmacos. En el laboratorio,

ge utilizd el método mis comin para cvaluar lisis, en el gue se ob-
tiene uvna curva sigmoidea que es tipica de una diatribucidn continua
da la poblacidén, A partir de esta curva ne obtuvieron dos grdficas
que 8Son la de S0 X do hemdligis y la grérica del grado relative de

hemélisie; cada una proporcionn informacién sobre la poblacién ce-

iular.



Levander y col {(1977) sugierea aI1' empleo'de'l término "“grade re—
lativo de hemSiisis® al vlnlc.lt‘ de 1a ﬁéndi;ntg ‘shtenida en la parte
media de las curvas des rrngilidnﬁ roamﬁticé, 1nldlcnndo un valer menor
de la pendiente en aquellas donde la fragilidad oambtica estd dismi-

nuida,

Las curvas tipicas ds fragilidad cemStica {rfigura 11) y de con-
centracién de c¢lorure de sodic que produce el S0 % de hembSlisis
(figura 9) obtenidas con nuestros resultades indicon una dismipucién
de la fragllidad oambética de los eritrocitos expuestos a arsénico
en forma aguda. S5in embarge el valor de grade relative de hemdlisis
(figura 10) sismpre estuvo por arriba del valor control, slende signi-
ficativamente superior al inlcio de la intoxicacién, este probable-
mente Be debe a que el tipo de curvas de fragilidad ogmética obtenida
en animales expuestos smon un poco aplonadas lo que hace dificil 1la

medicién de 1a pendiente en la parte mediam de la curva.

Por otra parte, si tenemor presente la diuresls producida por el arsé-
nico, es de suponer que exista pérdida de plasmns, el eritrocito pler-
de su forma de disco bicéncavo con lo que se  vuelve mbes rigide y
al mismo tiempc mAs frégil. Asi encontramea también una disminueidn
de los niveles de sodic (figura 14), potaslo {figura 15) wvolumen
celular medio {figura 2), deol eritroclto expuesto a arsénico, lo gque

ocaciona que entre méis ngua al eritraclto provocando su hemblisis.
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El apsénlco tamblén produce alteracidn tanto en el manejo de
Vagua como de los electrolitos y puede provecar cierta alteracidn en
el funcionamiento del rifién 0 . En este estudio se cbaervé una diaminu-
cién en el ion sodis que sugiere que -tombién existe una pérdida de
agua extracelular para poder mantener normales los niveles osméticos,
lo que podrfn explicar la hemcconcentracién observada en exposicio-
nea agudas a arsénico. Estos resultados estan de acuerdo con la diure
8is y el incremento en la excrecién de sodio en orina reportado pre-
wviamente 30 . El =mpdic en el plasma también se encuentra disminui-
do cuando hay una produccidén mayer de aldosteronn como en el casoc
de sheck y se produce unn diamipucidén en el volumen del liquido ex-
tracelular 0 + E1 potasio es el prlru:i'pnl catidén que 8c encuentra
en el interior de 1la e¢élula, por lo que al haber una mayor perdida

de liquidg ge produce también una dismlnucién de este catidn.

Boasman ¥ Johnuonld(ls'fsl al estudiar la diatribucién del velumen
del eritrocito en sujetos sanos y enfermos, encontraron gue en pacfien-
-tes con onemin microcitica las griaficas de distribucién se encuentran
deaplazadas hacia valores menores de VCM, nl compararla con una dis-
tribuclén de eritrocitos controles,

En nueatro estudio encontromoa en los eritrocitos expuestos a
arsénlco un desplazamiento simllar al de los pocientes con anemia

microcitica {figura 7}.
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Las curvas de [ragllidad nsmética obt;enidaa ‘en 1la expaaicién
aguda a narsénico (figura 11), son similares a iaa' que se cbtienen
cuando existe esferocitosis. El mismo tipo de curvas ae.qbtlenen en
la exposicisén aguda a plomo 54 ¥ los autores sugieren qguas el eritro-
cite cambia su forma haclendose menas susceptible a la presidn oca-
mética,

Al evaluar log niveles de glutatién reducide en las muestras
da sangre (figura 12), encontramos valeres menores a los controles
durante todo el perfcde de observecidn y esta dimminucidn fue signifi-
cativa 12 horas despuéa de la administracién del araénico. Estan obser-
vaciones suglieren gque ya que el arsénice III tiena afinidnd por los
grupos 5H, probablemente esté Iinteractuando directamente con el grupe
SH de la molécula de glutatidén reduclide o bien interacclionando con
los Bgistemas enzimiticos dependientes de grupos ticles encargados
de regular la homedstasils colular, lo que provocaria la disminucidn
de los niveles de glutotidén reducido. Al producirse la oxidacién del
glutatidn reducide es posible que se formen cuerpes de Heinz que son
estructuras rigidna de hemoglobina despaturalizada, que altera la
membrana celular y hace que disminuya la capacidad que tiene el eritro-
cito de deformarse por lo que el bazo busca remover répidemente a
estag cflulags y esto puede ser una causas importante de hemdlinds,
La disminucidn que se produce en los niveles de glutatidn reducide,
hace que el eritreocito sea un buen blanco de agentes oxidontes prove-

eando zu deatrucceidn, y explicprfa la mayor fragilidad ocambtiea cobaer-

vada en eate estudio.
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En el estudie crénico encontramos que al administrar diariamente
1.2 mg As/kg a los animales, los wvalores del nimero de eritrocitos
(figura 16}, hematoerito (figura 18) y concentracién media de hemo-
globlna (figura 19), permenecisron por debajo del valor control durante
las primeras semanas, observidndose unn recuperacién de los valores
deopués de la quinta semona de intoxicacién que es cuando se ha obmer-
vado 1la presencia de diuresis en animales expuestos a arsénico en
forma erdnica 39 s aunque esta recuperacidn también puede deberae
al desarrollo de cierta tolerancia de]l animal hacia el arsénico,

Los individuos que estdn afectndoa por egentes que causan hemé-
lisis presentan mayores poblaciones de eritrocitos jévenes y sus célu-

las se reportan eon un tamafic celular medlo inerementado.

Al analizar la gréfica do distribucién de los eritrocitos (figu-
ra 22) sec observa un desplozamiento hacia un mayor volumen de part{-
eula con respecte al wvalor contrel, lo que indica que probablemente
el arsénico actiia sobre la médula Ssea activando la produccién de
eritrocitos, ya que &l volumen celulpr medio de upn eritrocito modure
es des 7 micras aproximadamente, micntras que los reticulocitos =mon
mayores y mfis visconos qua los hemat{ea maduros. Sin embargo, existe.,una
gran discrepancia sobre la eritropoyesis en presencin de arsénico:
Isancs (1928) y Morse y col (1980), indican una disminucién en 1a
produccién de reticulocitos, mientras que Limarzi (1943} y Kyle (1985)

indican un aumento. En el labeoratorio se realiraron algunos estudios
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para cuantificar el ndmero de reticulocitos, que sugieren un aumento
en su ndmero. Estos resultados no se presentan en esto l:rnbn_jb porque

no fueron sauficientes los datea para realizar el eatudio estad{sati~

ca,
En este estudio se observd un incremento en el nimero de leuco-

citos mientras que el volumen celular medio permanecié con valores

cercancs al contrel (Tabla IX). El aumenta en los leucocitos pudo

aer originade como defensa del organismo contra el agente extrafio
y liberados tante del bazo como de la médula édsea que scn sus princi-

pales lugares de almacenamients. La grdfica de distribucidn de leu-

cocitos {figura 23) indica gue existe un desplazamiente hacia un volu-

men de partficula mia pequefio que el control. De acuerde con England

¥y col estos camblos pueden deberse a que el elemento quimico proba-

blemente ejerce un daiflo cn la médula dsea.

Hay varios factores que pueden influir en la deformabilidad y
por lo tante en la fragilidad de leos eoritrecitoes y son su contenido

celutar, las propledades fisicas de la membraha celular que estin

influenciadas por el estado metabdlico del eritroecito y la forma dao

la célula., Loa eritrocitog que han perdido su forma blcdéncava y se

vuelven de forma esférica (eaferocitos) no pueden deformarsce para

pasar a través de los angostos vasos sanguineos, lo que probablemente

ayuda a au ruptura.
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Al nanalizar las pgr&fices de S0 % de hemblisis (figura 24) y de
fragilidad osmbtica (figura 2G), encontrames un aumepto de la fragili-
dad osmitica, en #ste caso también el volor de grado relative de hemé-
lisis es wmayor que el valor control (figura 25), pere no es signifi-
eativa sy diferencia., El tipe de curvas obtenidss sugieren ln presen-
cla de anormalidadez como la talasemia que se caracteriza por la pro-
duceién alterads de upa de lps cadenns polipeptfdecas de la hemoglo-
bina, produciendo anemia hemolitica, con gran cantidad de células

en dipna

Existen evidenclas de cambios de forma en la superficie de 1o
membrana de los eritrocitos provecados por metales pesadon (Pb, Mg,
Zn, Cu), que Be han relaclonado con un hloqueo de grupos sulfhidri-
lo en la estructura de la membrana. Sin embargo, cada metal interac-
tua de diferente monera con la membrana del eritrocite cousande dife-

rentes cambios en la fragilidod osmbtica.

También encontramos una disminucién en el nlvel de sodio
(figura 29) y potasio (figura 30) presents en el plasma con aumento

de su valor en la quinta semana de intoxicaciédn,

Al ovalupr los niveles de glutatidn reducido en las ratas into-
xicados con 1.2 mg As/kg (figura 27), encontramos disminuida su
concentracidn a lo largo del periods de chservacidn siendo aignifi-

cativa {p 0.001) en todos loz casos., Estan observaciones sugleren
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que al igual que en £l estudlo agudo, la gran afinidad del arsénice
trivalente por grupos tioles produce una disminucién de los niveles
de glutatién rveducide originande come consecuencia la hemdlisis

de los eritrocitos.

Es convenlente mencienar que aunque nuestroa resultados augleren
la presencia de anemla hemolitica en animales expuestos a araénico,

no descartamos 1la presencia de anemia megalobl&stica sugerida por

48,90

varios autores La presencia de este tipo de anemia se debe

basicamente n deficiencia de wvitamina B‘.L o de ficido félico y existen

reportes 83 de que el arsénico inhibe la conversién enzimitica de

2

dcido f6lico en sua derivados blologicamente actives.
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Vi € O NC L US T ONCES

El arsénlice provoca cambios en la forma del
eritrocito manifeatandose en el estudio agu
do con una disminucién de su fragilidas os_
mbtica y en el eatudlo cerémlico con un aumen

to de éata.

La disminucldn que al arsénico produce en -
los niveles de glutatién reducido sugiere

la interaccidn dol arsénico con grupos sul.
fhidrilo. Como la presencia de glutatién re
ducido esth directamente relacionada con la
integridad de la membrana del glébulo rojo,
puede ser una causa importante de que exls-

ta hemSliamisa.
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Exinte anemia en los animales expusatos a
arsénica y es mas evide;te en la intoxica
clén aguda, En ambos estudios la presen -
cla de mnemin no es tan clara debido a la
hemoconcentracién provocada por el efecto

diurético del arsénico.

En general se chaserva que el arsénico pro
voca dofios similares on el eritrocito ex-
pueato en forma aguda o crdnica, siendo Bu

diferencia en ticmpo ¥y magnitud del dafio.

El eambio més importante para efecto de es
te eatudio es la modificacldn que sufre la
membrana del eritrocito, sciialada tanto por
las varfaciones en loa niveles de plutatién
roducido como en la fragilidad oamética, en
donde se ha visto una clara afecclén que pus
do producir la ruptura parclal o tetal de su

mombrana lo que da como resultado que esca-
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pe fdcilmente su contenido.

El arsénico produce mnemia tante en la in
toxicacién aguda como en la crénica; en -
base a los reaultados ge puede clasificar
como anemia de tipo hemolitica. Debe conail
derarse que la presencia de anemin es un
sintoema y no un diagndatico, la gravedad

de esta depende de su causa fundamental més
que de su intensidad, y aunque no se puecda
corregir la que la produce, sigue siendos -
esencinl un diagnéastice exacto para que el

tratamiento sea adecusdo.
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APENDICE
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NOMBRE

concentracisdn corpuscul
lar medin de hemoglobi
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volumen celular medio
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