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RESUMEN 

El arsénico es un contaminante ambiental conocido como carcinogénico 
para el ser humano, aunque sus mecanismos de acción son desconocidos. 
Puesto que se han observado alteraciones en la segregación cromosómica en 
individuos crónicamente expuestos a altas concentraciones de arsénico en el 
agua de bebida, y se ha relacionado la presencia de aneuploidías con los 
procesos cancerosos (tanto primarios como secundarios), se evaluó el 
potencial aneuploidogéníco del arsenito de sodio "in vitro". Se incubaron 
muestras de sangre por 72 horas y fueron tratadas con varias concentraciones 
de arsenito de sodio durante las últimas 24 horas (de 1 µM a lxlo-10 µM). Las 
células se cosecharon y se procesaron las muestras especialmente para el 
análisis de aneuploidías. Se les clio un tratamiento hipotónico ligero por un 
periodo corto, se prepararon las laminillas goteando el material directamente 
sobre la laminilla a poca distancia y dejándolas secar al aire. Se evaluó el 
número de cromosomas por metafase en 200 células de primera y 200 células 
de segunda división para cada individuo. Se observó un efecto directamente 
relacionado con la dosis: la concentración de 1 11M fue muy tóxica y no se 
recobraron células ni metafases suficientes para la evaluació_q, la 
concentración más alta de arsenito de sodio que pudo ser evaluada (10 µM) 
indujo un 28.33% y un 22.4% de células hiperploides (con un número mayor a 
46 cromosomas) en células que se dividieron una y dos veces en cultivo 
respectivamente, y un 29% de células tetraploides (4n) en segunda división. Se 
observó una susceptibilidad individual diferente al efecto producido por el 
arsenito de sodio, éste efecto se confirmó con el análisis de la producción de 
aberraciones cromosómicas estructurales en cultivos controles y tratados 'con 
arsenito de sodio lxl0"2 µM. Se evaluó el efecto de arresto,de mitosis por el 
arsenito de sodio en cultivos de linfocitos tratados durante i,-f)oras.;Se 
dete~inó el ín_di~em.itótico (IM) en 5000 células por ca:\¡i iÍÍdh,id~pci ,El 
arsemto de sodio mduJo un 40.24% y un 12.93% (con 10 µM;rfO · µM 
respectivamente) del efecto producido por colcemid (este dáto 'se tomó c9.no 
el 100% del efecto para cada individuo). Los resultados indican que el arsenito 
de sodio tiene efecto tanto aneuploidogénico (aneugénicó) c'omo 'citostático 
(arresto en mitosis). Además se confirmó a través de los_ tres '.parámetros ~ -
evaluados (aneuploidias, arresto en mitosis y aberraciones crómosómicas 
estructurales), que uno de los individuos participantes en este estudio tuvo una 
mayor sensibilidad al efecto del arsenito de sodio que el resto de los 
individuos (P<0.05, prueba de X2 de heterogeneidad). 



ABSTRACT 

Arsenic is a well known human carcinogen, although it's mechanisms of 
action are unkíii:l\vn. Altered chrornosorne segregation has been obsetved 
in humans. exposed chronically to high concentrations of arsenic in well 
drinking.~vatér.and;that'.the presence of aneuploidy have been related with 
cancer dévelopnicÍÍfi-·Atieugenic potential of sodium arsenite was evaluated "in 
vitro", W.l~ole'.blÓod cultures were incubated far 72 hours and treated with 
several'conce;itratiol1s ofsodium arsenite during the last 24 hours (from 1 µM 
to lxJO"'\ltM)>Célls \V~reharv,ested andsamples were processed specially 
fo~ aneuplóidy' ~irnlysis'.Ashort hypotonic tieatnlent. was given, slides were 
air~dried. 111e rilunb.er of diromosomes' in each of 200 metaphases was scored 
in first·.anWs~coi1d divisioÍl cellsJor each•dónor. A dose-related effect was 
observed: :l"µM \vás }ér)i to~ic and n.ot enough metaphases could be recovered 

. .• .• ·..•. .• . • . .. • •··· . • .. . . • ·2 
far the analysrs;' the hrghest sodmm arsenrte concentratron evaluated (1 O µM) 
induced 'ª~~8;3J% and.a 22.4%ofhy¡ierploid,'éells, (with more than 46 
chromosomes) in· first ánd second divisióri' éeUs respectively, and a 29% of 
tetraplÓid ;cells• (4n) in· secon4· divisicin,"cells~fA different·· individual 
susceptibilit.Y. efféc¡' was ol:Íse..Vecl . 'and . c'onfirmed trough: the analysis of 
structural chromosonÍe aberrations iÍi control 0i:Úlfiíres ~d cultures treated with 
sodium. arsenite 1X10·2 ¡l1•.-['. Mitotic arrestánt eíf ect. of ~odium arsenite. was 
evaluated ii1 ly1~phócyte cultÜres ire~ted for 2 '¡foiJr"s; Miiotic.Index (MI) was 
scored in 5000 ée_~lsfor each'~?iéJr,: Sodiu.r~ ars§nite induced·a 40.24% anda 
12.93% (with 10 µM and .19 · µM respectivély) ~fthe efféct produced by 
colcemid (data ór{cólceini,d vías Íaken as a 100% of effect far each donar). 
This results indicatetlÚÍt~s'óctilim ars.eniie lias an arieuploidogeÍlic (aneugenic) 
effect and a cyto~tatic effect (Óiitosis arrestant): It was confirmed by the three 
parameters evaluated (aneuploidy/ n1itotic arrestan! effect ~nd structural 
chromosome abemrtions);tl)at one of.tne 'donors hada.significan! different 
sensibility to.scidium arsenite conípared fo íhe oiher three donors (P<0.05, X2 

heterogeneity test). 



PLANTEAMrnNTO DEL ESTUDIO 

Se ha comprobado que el arsénico es un carcinógeno humano 
ambiental, a pesar de que se desconocen sus mecanismos de acción es capaz 
de aumentar la incidencia de cáncer de piel, de vejiga, de riiión y de hígado 
cuando es ingerido crónicamente en el agua o los alimentos. Existen aún un 
gran número de comunidades expuestas ambientalmente al arsénico, ya sea a 
través del aire, del agua o de los alimentos, y esta contaminación puede ser 
tanto de origen natural como creada por el hombre. En la región de La 
Comarca Lagunera en México, existen fuentes naturales de arsénico que 
contaminan los mantos acuíferos de los cuales, las poblaciones aledaiias se 
abastecen de agua potable. En esta región se llevó a cabo un estudio piloto en 
cultivos de linfocitos de los individuos expuestos a altas dosis de arsénico en 
el agua de bebida. Los cultivos mostraron un incremento en la producción de 
aberraciones cromosómicas estructurales y alteración en la cinética de 
proliferación celular, se encontró además, un alto índice de células poliploides 
asociadas a la exposición crónica a altas dosis de arsénico en el agua de 
bebida (Gonsebatt et al., 1992). Puesto que éste primer estudio piloto no fue 
diseñado específicamente para realizar un anáHsis:'deLaneuploidías, y se 
encontró una frecuencia significativamente alia de ééluÍas poliploides en la 
población crónicamente expuesta, se decidió realizar lin estudio 'citogenético 
en cultivos de linfocitos humanos bajo condici.01ies controlad~s y específicas 
para la evaluar la presencia y el número de iíneuploidías y,· deterr!iinar la 
capacidad aneuploidógena del arsenito de sodio.ya que éste puede ser uno de 
los posibles mecanismos de carcinogénesis del arsénico. 
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HIPÓTESIS 

Al tener el arsenito de sodio afinidad por los grupos sulfhidrilos de 'las 
proteínas, es capaz de interaccionar con éstas interfiriendo con su 
comportamiento nonnal dentro de las células, de esta manera, si el arsenito de 
sodio interfiere con Ja polimerización de la tubulina en. el arreglo del huso 
mitótico, podrá producir células aneuploides y ·tetraploides e inhibir la 
segregación cromosómica produciendo arresto de las células en mitosis. 

OBJETIVO 

OBJETIVO GENERAL 

DetenÚinar la capacidad aneugénica del arsenito de s~dio. 
,_.·,--

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

- Dete~inf/el~ú~ero de cromosomas por metafase en 200 células de 
primera y200'célhlasde'segunda división en cllltivos de linfocitos controles y 
tratados con arseniiO dé 'sodio: ' . '.· ' ' 

. - betenriin~r~'e1 '11ú1rier/de linfocitosarres~acl;s en mitosis .en 5000 
células de cuJÚvos §ontro)e~ y CL;Jtivos tratados COIÍ 'arsenito ~e sodio. 

-Deterl11illa/1'a ~;ec~e1i~i~ ~e'.~berr~cibri~s · 6romosó~ic~~ • estiücttrales 
en 100 m~tafases de primera división en cultivos de linfocitos testigos y 
cultivos tratados con arsenito de'sodio: ' . 



INTRODUCCIÓN GENERAL 

La exposición a sustancias y agentes tóxicos se halla a menudo 
relacionada con efectos adversos en el desarrollo, la reproducción y/o la 
supervivencia de los organismos. La Organización Mundial de la Salud 
considera relevante el estudio y la valoración de los efectos que sobre la salud 
humana produce la exposición a agentes ambientales. Los estudios 
epidemiológicos han mostrado que ciertas enfem1edades o padecimientos en el 
ser humano, y muchas de las alteraciones que sufren los ecosistemas naturales, 
son producto de la presencia en el ambiente de sustancias, productos o 
conductas nuevas, generados por los cambios tecnológicos y sociales. Tomatis 
(1990) menciona que el 90% de los diferentes tipos de cáncer conocidos se 
originan por exposición ambiental u ocupacional. La actividad carcinogénica 
del arsénico en poblaciones humanas se encuentra documentada (IARC, 1980; 
WHO, 1981; IARC, 1987; Nordenson et al., 1978; Nordenson y Beckman, 
1982), aunque los mecanismos por los cuales ejerce sus efectos se 
desconocen. 

La exposición a concentraciones elevadas de arsénico en el agua de 
bebida se halla asociada a una tasa mayor de mortalidad p(Jr cáncer de piel, 
vejiga, hígado y riñón, por lo que el tejido linfoide resultrí;"desde el punto de 
vista epidemiológico, un tejido sustituto par¡¡ la identifiéáéión de daño, ya que 
sus componentes celulares monitoreán todo; el Órganismo~y se encuentran 
igualmente expuestos al circular por~ loit cliferenies tejidos .. La exposición 
crónica a este metaloide altera la; proliferáéiÓií y la integridad del material 
genético de estas células, lo que lcis convierte en marcadores sensibles y en un 
buen tejido de prueba. · 

EL ARSÉNICO 

El arsénico e!l un elem-enfo ubic~~ en la naturalezay esconsiderado un 
carcinógenci ,ambiental por la Agenda Internacional de mvestigación . en 
Cáncer (IARC); qÚ~;;además;. ha .asocia~ci 1.a~ exposición •humana .a este 
metaloide.con cáncer bronéogéniéÓ;.'cuandola exposición es j)Orj~halación y 
con cáncer de piel,; de:vejlga?de hígadÓ y M riñón;'cÚando la exposición. es 
por' ingestión tanto de ~gua co1110 de alimentos con alio eón.tenido de arsénico 
(IARC, 1987; Chen y Wang; 1990; Bátes y cÓls.; 1992). · . 



Fue el primer metal identificado· como· un carcinÓgcno (IARC, 1980) 
(aunque químicamente es descrito, como un metaloide, con'propiedadcs 
parecidas al fósforo y contoxicidad similar a la de _lnetales_ pesados como el 
mercurio y el plomo). s~ enc1ienirá mnpliainente distribuido én la ilaturaleza, 
en llUlllerosos nii1ier~les Cótno los iÍrsenuros de cobre, níquel y hierro, O como 
sulfuróu ó.xi<lo 'de arsénico: i:c!s compuestos metilados que se encuentran en la 
naÍuraleza son el 'resutiado'éfe l.a actividad biológica. El compuesto comercial 
más importante es eró_xido de iu-sénico (III), que es un producto derivado de la 
fundición de cobreohierro (Vahter, 1988). Los compuestos arsenicales son 
usados -principalmente en la agricultura y la silvicultura como pesticidas, 
herbicidas y silvicidas; se usan pequeñas cantidades en la industria del vidrio y 
de la cerámica y como aditivo en la alimentación del ganado (WHO, 1981 ). 

Las propiedades de este elemento eran conocidas por los b'Tiegos, 
Hipócrates recomendaba el uso del As4S4 para el tratamiento de úlceras. 
Muchos pueblos europeos utilizaban el arsénico en el alimento del ganado ya 
que incrementaba_ el peso. Se recomendaban diferentes soluciones arsenicales 
como tónico, ya que aumentaban el peso y el vigor de las personas._ También 
se le empleó,- ya sea en forma de compuesto inorgánico (solucióil di: FOwler, · 
solución de_~Donovan) o como organoarsenicales (Salvarsan; Neosalvarsan) 
para combatir.enfermedades como la anemia, la leucemia mieloéítica c~ónica, 
la psoriasis'fr el asma bronquial o la sífilis, la disentería amibiana, • la 
trlp311osomia~is y la tricomoniasis. En estas aplicaciones clínicas fui: en. donde 
se notarán sus efectos adversos, que descontinuaron su usó terapéutico (IARC, 
1980). D~1]ifc) de estos efectos, la intoxicac_ión aguda presenta dos tipos de 
manifestaciones' diferentes: gastrointestinales (vómito, diarreas y dolores 
abdominales)'. ltiierViosas (c:efalea, .crisis convulsivas y pérdida del 
conocimiento) (Tsuchiya et al:; 1977). Las manifestaciones en intoxicaciones 
crónicas inéluye'n: '\íieuritis~.périféri~a. •anemia moderada, leucopenia, 
problemas cardiovasduiares;. ci~osis, cáncer hepático primario y hepatobiliar 
(Díaz~Barriga et al., 1990). ' - ;i? 

METABOLISMO Y ~FE¿To:~DEL ARSÉNICO 

El arsénico se incorllora al organismo por ingestión o por inhalación, ya 
que la absorción a través de la piel resulta mínima (Vahter, 1988):: Cuando se 
encuentra en solución es más rápidamente incorporado que en estado sólido. 
Las formas inorgánicas son metabolizadas a través de reacciones de óxido­
reducción y metilación (Scott et al., 1994). 



El órgano más ·irnpm1antc en donde se. llevan a cabo. las.reacciones de 
metilación es el hígado(Klassel1; 1974; :Tam. et al.'~ 1978; Búchet y Lauwerys, 
1985). ·La reduéción de arséÍ1icoY~ a ariiéni~o m+. "in·· vivo",'. como reacción· 
preliminar/pará su:·~méíilación se· ha•,demóstradoeíi' rata, .ratón y conejo 
(Lennan .. y.Clarkson,: 1983iVaílie;; y Envall,:1983;: Vahter; yM~rafate, :1983) .. 
La actividad metilanie esÍá:Jqcál.izada'en•:el;citosol y;c;Íproceso requiere la· 
presencia/de:•gl¡jt~tiólí~:réduí:ido,;\ t.!lí.i¡)lc¡)óptinicl}cntre ~·(s ;•y/sf y; la·.· s~ 
adenosilÍnetionina ;cómo' donádor de)~étilos: \'iri~.vivo%' (Marafate YiVáhter;. 
1984; · Bucliety'La1l\ve"ry~/l98s):rséotf y¡'éó1s:· (1994) han :deíno~trado·qué el 
arsénico· .. v.t .. ·. es{'capaz· ~e•·ó~idai{al 'iglutaÜóri•redticid~"cori<1a 'iéüí!~orlli.tante 
redúcCiói1. del 'arsenatofa ,arseili!o en co~diciones' de.' pÍÚsiinilares a· las 
citosólicias'. •·'' ··"' . , é, 

. L~s· ~studios Íe~li~ados'"iri;vitri" .. Í1án'.d~~rnft~ad~~ ~~f el. ~r~é;1i60 tiene 
actividad clastogénica y,comutagériiCá'(i:eo.iiard y·l'.aUwe¡ys;tJ 980; Jáéobson­
Kram y'JM~ntalbiino.f\19~8S; l(ane1na'tliu .· é6al:~i; i 98q!'\yán~'et ·aL; 1982),. es. 
decir,. qúe es'cap~'de dafia~ al>Af)N:f,'d(auineniár la 'capacidad'rriutagénica 
de una serie de ~ÓmpúesÍos.con acii~idad geñótóxiéa'é'omprobada';cómo la IÍtz ... 
ultravioletay;tá sust#idi{alcjuÚiuíte'metiI n1etano'sulfoh'áto. (Okui yFujiwára; .. 
t 9&6;·Li yRossman/1989): Ií1<l1iéie irunbiéñ'íimj,tiudai:ióri'iéliiCa:en proieínas 
de estrés, (\Vételí"; C992):· IÍÍIÚbe ; itreparació11\del'd~o 'inducido.··. por la 
radiación llltravioleta ó'el 'metil meimio sülforÍato (Li y Rossman, 1989; Okui y 
Fujiwara,J986). •·e· · , · •· • · · 

... 

.,-::- -~ ~-

. Ennu~st1·ó ¡)ai~ ~xlsten'pobl~cio~~s 'rurales. expuestas crónicamente a 
arsénico. i?orgánic'oa;iravés ddaguac'de'.bebida. Esta exposición se ha 
asociado: con uná(elev'ada'¡)revalefrciá: de alteraciones•. cutáneas y cáncer de 
piel; • auna<lafr'á afec'ciones~'vasculares\' periféricas y otras lesiones . que 
disminuyen la caHdad}flaesperruÍza'de ~ida (CebÍián, 1983; García-Salcedo y 
cols:, 1984). Estúélios;siínilares'i,realizadqs ~n Taiwan demostraron que el 
hidróarsenicisíno no sólo se halla asó.ciado a una mayor incidencia de cáncer 
de piel;' sino qüe trunbién 's~ encúentra iÍlérementada la mortalidad debida a 
cáncer.deyejigií; di\ói1, pülmÓri,~IÍígaao ycolon.(Vahter, 1988). 

·. -; : ,:-~'-·._· ~·~::_.:·.: .. - ··:-.·_'.' ···:--:-::>·~~- .. >:~~' 
En variós estudios epidemiológicos Nordstrom y cols. (1978a, 1978b, 

1979a, 1979b)/ encuentran una élevación en la tasa de nacidos muertos y de 
abortos entre las mujeres qlle trabajaban o vivían cerca de fundidoras en 



Suecia. En Hungría, Barziinyi y cols. (1992) repmtan datos similares cuando 
compararon la frecuencia de nacidos muertos y de abo.rtos entre dos áreas con 
niveles altos (0.17-0.33 mg/I) y bajos (0.05-0. I mg/I) de arsénico en el agua de 
bebida. Por otro lado, se sabe que el 35% de los abortos espontáneos son 
causados por productos que tienen células con un número· cróinosómico 
diferente al diploide (Hassold, 1985). 

LAS ANEUPLOIDÍAS 

Las células somáticas humanas tienen un número diploide (2n) de 46 
cromosomas y las células genninales un número haploide (n) de 23. Se define 
actualmente como aneuploidia al cambio en el número de cromosomas del 
complemento haploide o diploide (en células genninales o somáticas 
respectivamente}, excluyendo a las células poliploides que presentan números 
extras de complementos completos (3n, 4n, etc.). Por otro lado se han 
considerado como heteroploides al conjunto de todas aquellas alteraciones 
numéricas en los cromosomas. Se ha incluido el ténnino de aneuploidia 
parcial para describir los casos en los que se presentan deleciones o 
duplicaciones de alguna región de un cromosoma y que, consecuentemente 
aumentan o disminuyen la dosis de genes particulares (Salamanca, 1990). 

«t> A nivel celular se pueden distinguir una serie de efectos producidos por 
las aneuploidías, estos incluyen: 1) cambio en la dosis de los genes (pueden 
ganarse o perderse genes que son reguladores de otros procesos celulares y 
alterarlos de esta manera), 2) un cambio en el balance de los genes reguladores 
(del tipo de oncogenes por ejemplo), 3) la expresión fenotípica de alguna 
mutación recesiva(áÍperderse el otro alelo, la expresión del primero se vuelve 
dominante), y 4) ui{cambioen laesiabilidad .del genoma (se ha repórtado que 
las célul~s· .• aiieupl;)idesTtiene~··· u.na mayor ·tenden.ciaa perdei-.;cr~mosomas 
completos o fragn\enios de e'sios en ·subsecuentes divisiones celuláres) (Yunis, 
1983);.' .. e• • . : • 

Se>han.~es~rito varios ~ec~nismos por los· que pueden producirse 
células . a;íeuplÓides ·. y/Ó poliplóides: . 1) afectando ·la ' poHmerización •·o 

. despolimerizai:iónide • la~tubulina durante el. proceso de la· fonnációri de 
microtúbutós iy el ,husó mitÓtico, 2) dañando elementos• esenciales para. el 
fuhcióriamiénto· dé'. la seg~egación cromosómica, como los centrómeros y 
cinetocorós, 3) rediicienºdo la cÓndensaciói1 de los cromosomas y produciendo 
crorriosomas rezagados, 4) dañando los centriolos y produciendo mitosis uni o 
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multipolares, 5)dafiando . la .. membrana nuclear a la cual esta asociada la 
cromatina, 6) alterando los procesos de citocinesis y no pennitir la división del 
material genético en dos células hijas (Oshimura y Barrett, 1986). 

Las sustancias que inducen arresto en mitosis (como el diazepam, el 
dietilestilbestrol y el colcemid) tienen efectos aneuploidógenos tanto "in vivo" 
como " in vitro" (Hsu et al., 1983; Liang y Satya-Prakash, 1985; Satya­
Prakash et al., 1984; Zijno et al., 1989). Se ha demostrado que varias 
sustancias con actividad aneugénica tienen también actividad clastogénica, tal 
como la hidroquinona, y que otros venenos mitóticos no se asocian con este 
efecto clastogénico, como la colchicina, el econazol, el clorhidrato y el 
diazepam (Wang-Xu y Adler, 1990). 

LAS ANEUPLOIDÍAS Y EL CÁNCER 

La investigación en el área de la genética, orientada al estudio de las 
neoplasias, ha sido fructífera no sólo porque ha permitido importantes 
avances en el entendimiento del fenómeno de la transfonnación maligna, sino 
porque también ha descubierto alteraciones cromosómicas útiles en el 
diagnóstico y en el pronóstico de las entidades neoplásicas y porque, con el 
conocimiento reciente acerca de los oncogenes y su funcionamiento, se han 
abierto perspectivas para la prevención y el tratamiento del cáncer. 

Desde los inicios del desarrollo de la citogenética se conoce que los 
pacientes con anomalías cromosómicas constitucionales presentan elevadas 
frecuencia de cáncer. Los niños con síndrome de Down (trisomía 21) tienen 
una frecuencia de leucemia agudá de 10 a 15 veces mayor que la que se 
presenta en los sujetos noñnales de la misma edad, también presentan 
neoplasias reticuloendoteliales'; siendo, una, de las principales éausas de muerte 
en estos individuos; los 'pácientes con~ síndrome de Klillefelter' tienen 
frecuencia de cáncer de mama similar- a la: de las mujúes que' no presentan 
esta enfermedad, pero los pacienteséónel síridrolnede·la disgeÍtesiagomidal 
mixta, y que presentan un cariotipo 45;xj~6,XY: o 46,X;dié(Yq) Íienen con 
frecuencia neoplasias del tipo , del gonadoblastomá o,'. del ; disgenllirioma 
(Salamanca, 1990). En los individuos'~on el'síndroÍne de Tumer,se presentan 
varios casos de tumores de la cresta. rieurá['EI tumor de Wilrns se ha-ásociado­
a la presencia de la trisornia del.cromosoma 18, y varios retinoblastomas y 
teratomas a trisomía del cromosoma 13. -
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Por otra parte, las células malignas muestran, con frecuencia, 
anonnalidades del número o de la estructura dtdos cromosomas. El número 
modal es el número cromosómico encontrado· con mayor frecuencia en ·la 
población de células tumorales, y la línea o estirpe celular es la constitución 
cromosom1ca más frecuente, teniendo en cuenta t.anto alteraciones 
estructurales como numéricas, esto indica una fuerte asociación del desarrollo 
y progresión de tumores con alteraciones tanto cualitativas como cuantitativas 
del genoma. 

Es característico encontrar en las células tumorales: aumento o 
disminución en el número de cromosomas; células pseudodiploides, que son 
aquellas que contienen un número cromosómico aparentemente normal pero 
contienen aberraciones estructurales; rompimientos con fracturas, fragmentos 
acéntricos, cromosomas marcadores, cromosomas diminutos, dicéntricos o en 
anillo. También suele observarse el fenómeno de la endorreduplicación, 
cuando los cromosomas se duplican pero no se separan y pennanecen unidos 
por el centrómero (Salamanca, 1990). 

Existen datos que indican una fuerte correlación entre la producción de 
aneuploidías y el desarrollo de neoplasias. Se ha asociado la aneuploidía con 
eventos primarios de carcinogénesis en algunas neoplasias y como un evento 
tardío o secundario en otros tumores, de los que podemos encontrar varios 
ejemplos en la tabla 4. 

Se han estudiado varías sustancias carcinogénicas que han demostrado 
tener actividad aneuploidógena. Los compuestos químicos que afectan tanto a 
la tubulina como a los microtúbulos producen aneuploidías con gran 
eficiencia. Ciertos compuestos que son capaces de afectar los grupos 
sulfhidrilos también inducen aneuploidías. Por ejemplo, el cloruro de metil 
mercurio, que tiene una gran afinidad por los grupos sulthidrilos, produce 
arresto en mitosis en células de mamífero. También existe evidencia de que 
los grupos sulthidrilos están involucrados en los procesos de condensación 
cromosómica (Oshimura y Barrett, 1986) y que pueden inducir cromosomas 
rezagados que queden fuera de una de las células hijas en la división. 

El riesgo a la salud producido por las aneuploidías, en términos de 
anonnalidades reproductivas y de desarrollo, ha sido bien reconocido 
(Hassold, 1985). El papel de los cambios cromosómicos numéricos en la 
carcinogénesis puede también ser muy importante. Los numerosos ejemplos 
de cambios cromosómicos numéricos no azarosos en tumores humanos y de 
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animales implica que tienen un papel biológico importante en la producción y 
desarrollo de un cáncer. 

En los afias 70's se estableció que algunos tipos de cáncer humano 
estaban asociados consistentemente con algunos defectos cromosómicos. En 
los 80's, el uso de métodos mejorados para cultivar células tumorales y para 
estudiar cromosomas humanos, han mostrado que los defectos cromosómicos 
están presentes en la mayoría de las neoplasias y que, estos defectos ocurren 
con mayor frecuencia en adultos que en niños que desarrollan están 
enfermedades (Yunis, 1980). 

El hecho de que comúnmente se encuentren duplicaciones o 
amplificaciones génicas involucradas en el desarrollo de tumores ha indicado 
que una dosis extra de algunos genes (sobre todo de genes reguladores) puede 
ser importante en las fases secundarias en los carcinomas (Yunis, 1980). 

Se han descrito tumores en los que se presenta un cambio no azaroso en 
el número de cromosomas. Existe poca evidencia definitiva de estos cambios 
en tumores sólidos aunque se han reportado algunos casos, la mayoría de las 
aneuploidías asociadas a procesos cancerosos están descritas en tumores del 
tipo linfoide (Oshimura y Barrett, 1986), (Tabla 4). 

Un número considerable de tumores primarios tienen únicamente 
cambios numéricos. Recientemente, la trisomía 7 y la monosomía 9 han sido 
encontradas como el único cambio cariotípico en algunos casos de carcinoma 
de vejiga (Oshimura y Barrett, 1986). 

Se ha sugerido que las aneuploidías y los cambios cromosómicos en 
general juegan un papel muy importante en las etapas finales de la progresión 
maligna, también existe evidencia de que la aneuploidía es importante en los 
procesos de progresión tumoral de álgunas neoplasias. Un número 
considerable de tumores tienen cambios cromosómicos numéricos como el 
único cambio en el cariotipo no sólo en el cáncer primario sino también en 
condiciones premalignas (Oshimura y Barrett, 1986). 
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DETERMINACIÓN DE LAS ANEUPLO!DÍAS 

Las pntebas para detenninación de la producción de aneuploidías aúu 
no se encuentran bien desairnllados. Existen varias razones para ello: 1) se 
necesita invertir mucho tiempo en el conteo de cromosomas, aún más que para 
el análisis de abe1Taciones cromosómicas; 2) las 'preparaciones de cromosomas 
para análisis citogenético inevitablemente introducen una pérdida artificiosa 
de cromosomas al diseminar las metafase¡ que incrementan el nivel basal en el 
ensayo y, por lo tanto disminuyen su sensibilidad; y 3) aunque se ha dado 
mucha atención a la no disyunción meiótica, que juega un papel primordial en 
la generación de aneuploidías constitutivas en el hombre, se le ha puesto poca 
atención a la inducción de aneuploidías en células somáticas, parcialmente 
porque los efectos clastogénicos han sido utilizados como indicadores de 
actividad tanto mutagénica como carcinogénica. 

Generalmente se recomienda que los ensayos de aneuploidías se 
realicen con niveles basales o controles menores al 5% de células aneuploides 
y que puedan existir pruebas suficientes de la procedencia de un grupo de 
cromosomas, tales como mantener la misma coloración, condensación, tamaño 
constante y una distribución espaciada de las células para que los resultados 
obtenidos en los ensayos no sub- o sobre-estimen el efocto aneuploidógeno de 
las sustancias (Cimino et al., 1986). . .. · ~" 

Los sistemas existentes para estudiar aneupl~idl~s e~;células somáticas 
de mamíferos están limitados principalmente. a ensayos Cit?genéticos. Este 
sistema tiene una sensibilidad limitada; Existe unagrán necesidad de 
desarrollar un ensayo· genético en ei' c1Í¿I 'se puedán · es.tÍldiar los efectos 
aneuploidogénicos de distintos agentes en células de mamífero tanto "in vivo" 
como "in vitro". · 
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TABLA4 

Alleración 

Trisomías 

Tri1omía1 
Pardales 

Monosomías 

Monosomías 
Parciales 

RELACIÓN ENTRE ANEUPLOIDIAS Y CANCER 

Cromosoma 
1 

Enfermedades asociadas 
Cáncer de vejiga 

3 
7 
8 
9 
12 
17 
19 
21 

lq 
Sp 
6p 
7q 
J2p 

0 

16q 
17q 

5 
7 
16 
17 
22 

lp, 
Jp: 
6q 
7q 
llp 
llq 
13q 
16q 
20q 

Linfomas, Leucemia linfocitica crónica 
Cáncer de colon, linfomas, melanoma 
Cáncer de colon, cáncer de vejiga, leucemia mielocltica aiiuda 
Cáncer de vejiga 
Linfoma, seminoma, leucemia linfocitica crónica 
Leucemia mielocitica crónica 
Leucemia mielocítica crónica 
Leucemia linfocítica aguda 

En una gran variedad 
Cáncer de vejiga 
Melanoma, retinoblastoma 
Melanoma 

.Seminoma 
Cáncer de vejiga 

·"· .• Leucemia mielocitica crónica 

Lellceinia mielocítica aguda secundaria 
Leúcemia mielocítica aguda secundaria 

· Retinoblastóma, ti>fnor de Wilms . · 
. : .Itetiríoblastoma, cáncer de colon 

Meningioma · 
'. ,, . 

·· · Neurobl~stoma, rnelanoma, leucemia secundaria 
Pulmón · · · · · 
Linfol11a de Burkitt, melanoma, cáncer de ovarios 
Leucemia linfocitica aguda 
Tumor de Wilms 
Leuceniia mielocítica aguda 
Retinoblastoma 
Leucemia mielocítica aguda 
Policitemia 
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Ancnic in the Envircnmen1 and ils lncidencc on HeaJth. 
t:111"cnul1J Je Chile. Santia¡o, Chile. ~fay 1992. 

GENOTOXIC ANO "NON·GENOTOXIC" EFFECTS IN ARSENIC 
HUMAN EXPOSURE 

M.E. GONSEBATT1, R. Mo"fER01, L. VEGA 1, H. e •••••. J. ESPINOSA1., G. G••dA·VAlo.u'. 
L.M. del RAZO'. M.E. CEORIÁN2 and P. 0STllosKv-WEoMAN1. 

ABSTRACT 
Two groups o/ indi1.1idua/s wilh dif/trent txposurt by drinking wa1tr contaminated with As were 
studitd, starching /or genoloxic and "non·geno1oxic" makers for human e.zposure 10 arstnic 
(AJ}. B/ood and urine Jamp/es wert collce1cd. Organic ar.cenic reprtsenltd 8M o/ 101a/ arstnic 
exc~tlion, whi/e 1~ rtm<Jining was inorganic ar.cenic. 1ñt highly expostd groMp had lú&~r 
levels of dimt!lhylated ar.renic (p < O.OS}. '/'he cytogeM/ÍC Sludies perfor,,,,,d in whole blood 
lymphocyte cultures sho1ved a higher although not significan/ (p > O.OSJ,freqoency of complu 
chromo.lontal aberrallons, and the variationfrcquencyin theHGPRTassay was a/so llOI significan/, 
lymphocyte cycle ltine1ics and 1he propor1ions o/ polyploid ,,,,,1aphases ulúbited significanJ 
diffcrencts belWÚn tht groups studied. Thesc obser1.1ations may showevidence of "nottgenotoxic" 
efft€1S o/ arsenic-human eXpos1Ut. 

Kct •nrd1: Human moni1orin1; Ancnic. 

INTRODUCTION 

Arscnic (As) is a human cnrcinogcn (IAKc, 1987). 
Severa! slud~es ha~c sh~"'."Ó its ~"in Y!tro1

.' mutaécnic 
ac1ivi1y. (lacobson~Kráni • and .• Montalbáno, 1985), 
whil~ the inío~mat~o.n ~~ exposcd human subjects is 
few .and ~o~~dictorY. High frequcncies oí sistcr 
chroma1id exchanges (sce) and chromosomal aber· 
rationS (cA) .have,been·reported in individuals ex~ 
posed 10 lhi.s' metal. for occupa1ional and medica! 
rcusons (Nordcnson et al .. 1978, 1979; Burdo!' c1 

al .. 1977;· Petres el ·al .. 1977; Wcn e1 al., 1981). 
NevcrlheJcss there are also negative dala (Burdoí et 
al .. 1977; Nordenson el al .. 1979). The Environ­
menlal Protcction Agency (CPA) has considered 1ha1 
these rcports ha\IC sorne limiuitions and thereforc the 
data on As exposure are nol conclusivc (EPA, 1984). 

A study was dcsigned aiming to look forbiological 
mark~rs ofarscnic cxposure in individuals Lhat drink• 
water with clcvated levcls oí As and that have u high 

incidence of cancer and other skin diseases (Cebrián, 
el al .. 1983). 

The frcqucncy of scE, CA and mulations in lhc 
hypo.wnlhine guanine-~bosylllll!lSÍ"""° (HGPRT) 
locus, in pcripheral blood lymphocyies from expostd 
individuals, wcre evaluatcd aiming to invcstigale lhc 
genotoxicity of exposure. Additionally, lhe rnqucn­
cy of hypo and hypcrdiploid cellsand !he lymphocyle 
prolifcration kinetics wcre scored to look for ••nonª 
gcnotoxic effccts". Organic and inorganic arsenic 
le\lcls in urinc wcre also detennined. 

MATERIALS ANO METHODS 

Group selection 

11 individuals (9 ícmalcs and 2 malcs)from 1 popula-
1ion wilh 0.39 mg/L or As in lhcir well-w11er (98\\\ 
oí it in ils penravalcnt form and lhc rest lrivalent) 
wcrc considered us highly cxposed individuals, 13 

1 ln11.11u10 de lnvcai1ac1oncs Uiarnédit.11, A.I'. 70228, 1;SA!i4, 04510 Mélico, D.r. 
i CL'il\llSíA\l, l'N, (Mésjco) D.F. (Mhic.o). 

IS 
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individuals (11 females and 2 males) from a popula­
IÍOll when: As In drinlcing was 0.060 mg/L were 
ev1lualtd IS 1 low-e1posun: group. 

For all groups the individuals studied wen: be-
1wcen 21 and 62 ycan old. 

Dala on lhe clínica! suuc of individuals, lhe dwa· 
lion oí exposwe ID As vía drinlcin¡ waru, smoking 
anddrinlcin¡ habits, OCClllJllÍonal and medical hisrocy 
- oblained by queslioonaires and physical e•· 
ninalion. · 

S.•pHn1 

Venous and rn1 void urine Simples wcre obcained 
early in die dly, coded and 1e111 by lit(appo1ima1ely 
3 •J. Blood samples wm 1101 n:fri¡Claled 11111 upon 
llrival ID die laborllory were nipódly pnx:essed ID 
1111\ die lymphoc:ycc cul!UROS and llle llOlllT asuy. 
Urillt -ples wcre llored in plllcic bollles • 4'C 
..i prolllCl.ed from li¡ht unlil die uwlysis - per· 
blned. 

Dltt.,.lulioll ol As la ••lae 

Urill& -ples - diaClled ~Ínl ID Coi 
(1911). Thc dclaminalions o( orpnic and inorpnic 
ancnic - mllk willl 1 Varilll AÁ 17' MOmic 
Dorpcion specuoplloromel equipped wilh 1 model 
6S YlpClf senerMion ICCCUOI)'. All lllWUICl!lallS 
- nl8de lllin1 1 dclllerium blckpoqnd conectot. 
l'Mze-driecl ISine Sllndald iefeience material for 
llOlic rneulJ (llM 2670) WIS lllllyud for As and 
-. values widlin +9'6 of ccniíled values. 
Cawlinine in urine - measured ICCOnlin¡ ID 
llouncs end T•wssky (1945). Al species were deler· 
mined ICCORlin¡ ID Ñll 11 al., 1984. 

M•ll~1lclt1 11 lllt HCPaT locus 

11le _, wa performed as described elsewhere , 
(Oill'olky·Wea- e1 al., 19íl7). Brielly, pcriphetal 
lllaod lympbacy!CS, sqwaled by F'ICOll-Hypeque 
"81rifuplioft - Cl)OllRlerYed 11 • 70'C in IPMl 
1640meclium willl 101hucolo¡ous plasm1and 7.S'll> 
dillledlyl sulpho1ycle, 11 1 cellul• clensity of 101 

c:ell/ml. The cuhures for lllq11111ine (TO) selec1ion 
· - ICI up llll:l lhlwin¡ die cclls • 1 clenli1y ol S 

alOcclll/ml inlM 1640widlM1111Dloous plasma, 
llilaullled willl lllo\ md incubllod 11 37'C for 24 h. 
BnlJ 4 1 111"" M finll canccntralion) wa lddcd ror 
die laa 16 h ol culun. lllCllbllion wu ended willt 
0.1 M cilric ll:icl llld cubwta were liaed willl 
medlanol: ICCIÍC ICid (7:1.S). 

Slides for microscopic evaluation wen: prepared 
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and siained by die Ouorescence plus Giemsa (FPO) 
leehnique (Perry and Wolff, 1974). The label inde1 
of control preparations WIS calculaled IS follows: 
LI, a No. of blue nuclcVSOOO evalualtd nuclei. In 
lhe TG cullure prepaiaúon, LI, • No. ol blue nuclei 
lmulanlS)/lolal number of nuclei recovaed from TG 
culwres. The vr inde1 is lhe celculaltd u: LIJLI •. 

C11oene1lc 1tudlts 

Lymphoc)'le cullwes were ~ and blneSled 
•48 and 72 hu previously lqlOtled (Ollrosty·Wea· 
man •' al .. 1986). Microscopic prep1r11ions were 
aained willl die F10 mahod. The analysis o( CA 11111 
ICE was perlocmed in 100 conseculive í1111-diviJion 
melaphues and in 30 c:onse::ulive ~ clivisions 
meiaphlses, respeclively, aU willl 46 CCllllOmefts. 
The proponion of polyploid cells and ol eeUs willl 
44, 4S, 46. 47 or48 ~In 50-ulive 

mellphlses. - lllo ecored . 
The proponion ol finl. IKGlld llld dlSd or suf>. 

IOqUClll (MI, M2 and M3 re1P11Clivcly) metapllasel 
wu clelen'llined in 100 COllleallive mitosis, ID ciny 
out die llUdy Oll proliferalion ldnelics. 

RESULTS 

Anenic levels found in urines are sllown In Tibie 1. 
The val ues were conecccd in relalion ID excRCell 
creatinine u 1 measure ol urine c:onceNl'llion. Ar· 
senic emetion by low eaposed subjecU weie on 
average 10 limes lower dll,ll lhose found in hi¡hly 
exposed ones. Oimelhyllled and melllylud anmic 
fonns constituled in 1ven¡e, in bolh poups betwem 
70- 80'11> of IOlll anenic eacretion. Hi¡hly eaposed 
indi viduals showed higher proponions of climelhy· 
lalCd arsenic 1nd lower of monomelhylated anmic 

Hiah ElpGouto i..w~ ... 

Anenic/ 1.565 t 0.916 0.121 t 0.090 
CflltiniN 
cu..-i¡ 
•Orpnic n.6S t 6.0T IZ.ZZ t 9.10 
An&nic 
•DM 15.70 t 11.71• 76.41 t 9.JI' 
Arta1ic 
•MM 11.JO t S.90' ZUI t..,,. "-v .... n.o J4.I 
olllet- (21-62) CH6) 
•a. . ..,. P e o.m. 
DM.-rtNol. MM:-rlo .... 



(p < O.OS), while lite percemage or organic arscnic 
was similar in bolh g10ups (p > O.OS). 4 highly ex· 
poscd individuals showed skin lesions such as: hY· 
perkerawsis, hypo-and hyper-pigmen1ation and skin 
homs, no sldn lesions were round among lite lowly 
exposed. No correlation was found between age, 
tlme of rcsidence in the area. skin lcsions and ex· 
creted As. 

The cyiogeneúc studies revealod no differcnces 

bctwecn the frequencies OÍ SCE in bolh gtOllpS 

(Table 2 A and B ). The typcs and írcquencies of CA 

are al so presenled in Table 2. The average per<entage 
of chromosomal abcrrations found wcrc similar in 
lile high and tite low-exposure gJOUps, nevenheless 
lile fttquency or complex chromosomal lberralions 
like dicentrics, rings and translocations, found in lhe 
high cxposed individuals was 0.73'*i which i5 mORO 
titan four times lite pen:eniage found in lhe low ... 
posed group (0.16%). 

T1blt ZA. Chromosomal 1bcn11ions. se.E. and Vf in individuals 
wilh hi&h ~•posure. 

lndiv. '""' (í, del. 

1 8 
2 2 
3 8 
4 ' s 2 
6 4 
7 s . 2· 
8 . 4-. 
9 

.. , . z· 
10 11 : 2 
11 3 

% S.09 · 0.82· 

cr. eK. cnn. del. 

1 
3 
2 

0.73 º l.45·.::· 

.'. 

X SCEt S.D. 

10.s t 3.9 
9.6%3.9 
8.2:!:3.8 
6.S l: 2.2 
6.H2.4 

I0.6:t4,I .:.· •. 
·1.6 ± 2.7 
7.S t3.I 

10.0 t4.2 
·ND··· 

10.S i 3.2 

Table 28. Chromosoma(8~rrations, 
0

s.c.i .~d Vf in .. i.ndM~uals · >: 
· wilh low ckposur~_ 

lndiY. g1ps cr; del cr.u. .cnn. del. · crm~,eJ., .X SCE:t S.D. 

12 4 3 .. IO.S t3.I 
13 2 1 .10.1 ±2.4 
14 3 8.0±2.9 
15 1 :9.H3.I' 
I~ 6 6.5±3.1 
l7 6º 7.0:t2.l 
18 8 --eod>lD 
19 4 NDº 

.20 ... ·6-- 6.9 ±3.0 
21 6 7.2 :!:2.S 
22 7 9.7±3.J· 
23 8 16.6 :t 4.2 
24 1 '8.2 :t 3.4 

~ 5.ll o.91 0.16 1.32 0.16 9.1 :t2.7 
cr. del: dtromosornc: delction1; cr.u.: chron101amc c1than¡c1. 
cnn. del: r.:htumaUd dt1tlioru, c::nn. e•.: 'hn>m1l.id e.t.tl\1n1c1. 
ND: no1 dett:mtined. 
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vr 

6.99 
1.66 

• 2.19 

9.66 

.. 3.28 
"-3.20. 

S.OH 2.99 

vr 
6.36 

2.2S 

O.DO 

4.S7 

. 1.19 
. :, :.l.72 

0.68 

.· 2.42 :t 2.26 



The frequency of lymphocyles resistan! 10 1hio­
guanine in high exposure subjeclS was lwice as high 
as lhal found in low exposure individuals (Table 2), 
however analysis with lhe KruskaJ-Wallis tesl sho­
wed no significance. 

Higher frc.¡ucncies of polyploid cells wcre found 
in lhe high exposure gmup (p < 0.05) lhe proportion 
of hypcrdiploid cells also elevated allhough no1 sig­
nifican1ly (p > 0.05) (Table 3). 

The analysis of lhe proponions of MI, M2 and 
MJ in 48 and 72 h whole blood lymphocy1e cultures, 
showed thal lhere was a higher average pcroeniage 
of (M 1) in the cultures of !he high exposure subjccl, 
who also had a low proportion of MJ. (Figure 1 ). 
A chi·square iest showed signifocance p < 0.05 al 
72 h. The average generation time (•ar) (lveu and 
Tice, 1982) was of appro•imalely 19 h for thc low 
exposure group while it was of 28 h for the high 
exposure gmup. 

DISCUSSION 

The exposure lO As was dclermined by mcasring As 
levels in the well water and in !he urine ofindividuals. 
As concentra1ion in water, for the high exposure 
grOllp WllS 8 times highcr than lhc maximwn limi1 
rccommcnded by WHO while !he average lOlal As 
conccnwtion in urine froon exposed individuals 
(Table 1) was 10 times thal considered accept:ible 
for non-occupationaJ exposure (wHo, 1981). As lhe 
only souree of waler for these 1owns is lhe well water 
contaminaled with As, !he duration of resideni;e was 
considered an accurale measure of chronic exposure 
(Table 1). Highly exposcd individuals showed greal­
cr perceniages oí dime1hylaled and lower of mono­
methylaled !han the low exposure individuals while 
!he proportion of organic arsenic was similar in bolh 
groups. This probably represents a higher capacity 

folaure J. Kinecics o( lymphocyte prolifcration and A.O.T. 

00 " 

•i.11 -M2 QM:J • o\OT 

10 methylale As duc 10 !he chronic exposure lO highcr 
doses. lnorganic arsenic represenled 2()111, or lOlal 
arsenic excreüon. 

The higher propoction or polyploid cells in !he 
exposed group seems to indica1e that As eapo~. 
impairs appropriale first cell division 1nd !hit could 
resull in !he slower replicatioo kinetics observed in 
the lymphocy1e cultures rrom highly exposcd in­
dividuals. 

h has bccn shown (Goosebal! et al .. Ibis volume) 
lhal, in vitro inorganic arsenic inhibilS lymphocyle 
stimulation and pmliferalion, while Walder et al., 
1971, reporled lhal immunosup¡nssed paticnlS de­
vcloped skin lesions and skin cancer similar to !hose 
observed individuals chronically e<posed to As 
(Cebrián et al .. 1983; Cebrián, 1987). Thus, chronic 
As exposure could impalr immune cell response, 
allowing damaged cells in 1he skin escape immune 
syslem surveillance, survive and evenlually be trans­
formcd in malignan! cells. 

In conclusion, although sorne of !he individuals 

Tablt l. Proponions oí m<taphues wilh polyploid ond aneuploid number oí tluomosoma 

Numbcr oí chNJmosomeJ/metapltae 

44 45 46 47 48 POlyploid 

Hi¡h MI 0.0611() 0.1345 0.7181 0.0600 0.0145 0.0011 
eapo1ure M2 0.0714 0.1349 07211 0.0456 0.0079 0.0119• 

Lo .. MI 0.0338 0.1369 0.7861 0.0369 0.0061 0.0030 
uposure M2 0.0615 O.U07 0.7523 0.0338 0.0030 0.0030 

•p < o.os. 
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fcom die high uposure group showed clinical signs 
or hydroarsenicism, we could no1 find a clur 
genoto•ic effec1 in !he paramerers studied. "Non 
¡enotodc" m«hanism due U> As e.posure are more 
evident. Polyploid (cuadryploid) second division 
me1aphases are more frcqucn1 in !he hi¡hly e.posed 
¡roup and lhe cell cycle kinetics delay comllltd 

wíth lhe in vilro errects of inorganic arsenic sallS on 
GO.G 1 lymphocyies. Tbcse íaclS give evidenc:e for 
"non genoro•ic" ml:(:hanisms of action, mDA likely 
by inhibiting or iniencting wilh differen1 aypes of 
proJeins: inhibilin¡¡ Dt<• repair (Li and Rossman, 
1989), cell division andlor !he immunotosical ca· 
pa;i1ies of individuals. 
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Summary 

Arsenic is a well known carcinogenic environmental pollutant althoúgh 
its mechanism of action remains unknown. Since altcrations in chromosomc 
segregation have been observed in individuals exposed to J1igh concentration 
of arsenic in the drinking water, the aneuploidogenic potential of arsenic was 
evaluated "in vitro". Whole blood cultures were incubated for 72 hours and 
treated with various concentrations of sodium arsenite for the last 24 hours. 
Cells were harvested and samples were processed specially for aneuploidy 
evaluation. The number of chromosomes in 200 metaphases of first and 
second division cells we~~ scored. A dose-related etfect was obseived: the 
highest concentration (10 µM) induces a 28.33% and 22.4% of hyperploid 
cells in first and second division respectively and 29% of tetraploid cells. The 
colchicine-like effect of arsenic was also evaluated. Mitotic arres! was 
evaluated in cultures treated for the last two hours. Sodium arsenite can 
produced a 4~124% and a 1~ 1~3% of the colcemid etfect (mitotic arrestant 
effect at JO -µM and 10 µM respectively). A different individual 
susceptibility effect was observed in both parameters and confirmed with the 
chromosome aberrations levels induced by arsenic in the same donors. Data 
indicate that sodium arsenite has an aneuploidogenic and a mitotic arrestan! 
effect. 

Key Wo1·ds: Sodium Arsenite, Human Lymphocytes, Aneuploidy, 
Mitotic Arrest. 
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INTRODUCTION 

Aneuploidy is a deviation from a multiple of the diploid state, that can 
occur by the presence of an extra chromosome or chromosome segment or by 
its absence (Hook, • 1985). This abnormal distribution of the genetic material 
among daughter cells is associated with 35% of human spontaneóus abortions 
and has been also observed in association with malignánt• frrulsfonnation 
events (Hassold, 1985; Conti et al., 1986; .Oshimurá and Barrett, 1986). 
Environmental exposure to aneuploid agents is tlÍerefore·ar concem. 

Chemicals that. inter[erci with the. polym~ri~iiii~n 'Ütubulin by binding 
to the sulfhydryl residues. of tne protein rnolecúies) iÍ'ÍdÚcé ·. niitotic · arrest and 
aneuploidy in laboratory •.• t.est•systems (Hs1i\áia(I sii¡ya:Prakash, .·1985; Liang 
and Brinkley, 1985): Sorne. ofthesC'agents'·are 6r erí'\,ifoÍ1mental importan ce 
such as sorne herbicides, fu~gicides and'organi~·~Ólvents (Liang and Brinkley, 
1985). • .. , 

- :.·'-\~:~~< .-.',;~:·:.·;,;5·;_ ): ·: 
· Arsenic is a'.c • .lrciriogenic"eríViro~mental poHÜtant (IARC, 1987), It is 

generally thought that'íh~; tcixicitycof arseniéi is ¡(lí1e t.o inhibition of critica! 
sulfuydryl •. containin'g'.erieyÍneg! byi·triva,lent?át'senic:~(SqÜibb•·. and · Fowller, 
1983). Arsenite (As III); tktrivalent•fóim ofin'iírganic'farsenic has a high 
affinity for protein> sÜlfuY':dryl}¡gro~~sH\'a!lter;~;1988f Altere(! cytosl<eletal 
structures weré obseiveél irl'JT3"cellstreaÍed.\Vitl;;á¡.senité'(Chou,. J 989): The 
fluorescently-taggiid ·; rurtiki~i!tocilOi~? · .. áiitib~d:Y;1téd1n.ique;· treyealed .. · •. that 
arsenite-treated humán · 1yinphocyies'showed 'a lsignificanfclastogenic 'activity 
and an increase of. iíuélei with ntore,sthan,'the;, Íwo \expécted; (diplciid) 
hybridization regions, sUg'gésting'tl1at(the;:~riv~lenf'ársenic éould al~o induce 
chromosome-unbalanced cells (Eastmond Íirúi .Tuck'ér, i 989)>: : · 

.. , .. : 
·;. 

A chromosome aberration. · 'ruíaly~'¡5 ~ pe;.:roriuecÍ '~in}perlpheral blood 
lymphocyte cultures from individuais\enviroiimeiÍÍally.~e~p~sed, to arsenic, 
revealed a high proportion of polyploid:~ec6nd 'división cells (Gonsebatt et al., 
1992). Since this observation could be the}esÚJ(Cífarse'nic a'ffeéting anaphase 
spindle movement we investigaté.ú~ero!ential;ru1eugéniC°iínd polyploidogenic 
(heteroploidogenic) effect of sodium:·arsénité ;·¡ií;hurnaii lyínphocytes, using 
bromodeoxyuridine to differentiatefirst from s~cond division metaphases, and 
a moditied cytogenetic harvestiÍig technique to avoid chromosome loss. 
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MATERIALS AND METHODS 

Two types of experiments were conducted: One experimental protocol 
was designed to investigate if sodium arsenite could induce aneuploid and/or 
polyploid cells in actively proliferating lymphocytes, the otber was designed to 
evaluate the induction of mitotic arrest (cytostatic effect). Sodium arsenite 
(NaAs02) obtained from Sigma, was dissolved in sterilized culture medium. 
Each donor was sampled twice, data reported represent tite mean of both 
experiments. 

Aneugenic effect 

Peripheral blood was obtained from healtby donors (two males aged 28 
and two females aged 23 and 36). Donors did not take any drug for at least one 
week before sampling. Duplicate 72 hour lymphocyte cultures were started as 
follows: 0.5 mi of blood in 6 ml of RPMI culture medium supplemented with 
1% of L-glutamine and non-essential amino acids (Gibco), 32 µM of 
bromodeoxyuridine (Sigma) and 0.2 mi of phytohemagglutinin (PHA) 
(Gibco). Cultures were incubated for 72 h at 37ºC with exposure to ars~nic for 
the last 24 h before harvesting. '!;he doses tested ranged from 1 to t O µM. 
Culture media and colcemid 10 µM were used as negative and positive 
controls, respectively. 

Harvesting and scoring. 

Two hours before harv;sting 0.2 mi of colcemid (Gibco) was added to 
each culture and incubáiéd foi-'2 h at 37ºC. Cells were centrifuged at 300 x g 
for 10 mio. After the,.su¡Íematant was removed, the cells were placed in a 
hypotonic solution:,KCI O~IM (Dauford, 1984) at 37ºC during 10 min. Cells 
were then fixed and wáshed with chilled methanol-acetic acid 3: 1. Slides were 
prepared speéially for aneuploidy scoring, dropping the cells gently on the 
microscope slides, air dried at room temperature and.stained by the Perry and 
Wolff(l974) method. 

200 metaphases at first and second division, respectively, were analyzed 
to determine the frequency ofheteroploid cells, classifying them as hypoploids 
(when less than 46 chromosomes were present), hyperploids (when more than 
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46 chromosomes were prescnt) and tetraploids (when approximatcly 92 
chromosomes were present). 

Mitotic arrest 

To investigate the induction of mitotic arrest by arsenite, whole blood 
lymphocyte cultures from 5 healthy donors (two males and three females, 4 ot 
them were the same donors as before) were treated with sodium arsenite (same 
concentratiogs as before) for the last two hours of culture. Culture media and 
colcemid 10 µM were used as negative and positive controls, respectively. 

Harvesting and scoring. 

At 72 h, cells were centrifuged (300 x g ) for IO min. After the 
supematant was removed, the cells were placed in a hypotonic solution (KCI 
0.075M at 37ºC) fer 30 min. Cells were fixed and washed with methanol­
acetic acid 3: l. Slides were prepared and stained as described elsewhere 
(Gonsebatt et al., 1992b). The proportion of mitotic arrested cells was 
determined by scoring the mitotic index (MI), as the number of metaphases in 
5000 mononuclear cells at least, using the following formula: M.I. = Number 
of metaphases/ Total number of nuclei scored. 

Data obtained with colcemid treatment was taken as 100% of 
accumulated metaphases for each individual and data obtained with arsenic 
treatments and control was compared to this value. 

Chromosomal structural aberrations 

Chromosomal structural aberrations induced by 1 O .z µM of arsenic 
were analyzed in 100 first division metaphases with 46 centromeres, for each 
individual. The types of aberrations scored were: (a) Breaks. Defined either as 
those discontinuities in the DNA chain which are larger than the thickne.ss of 
the chromatid or as a displaced piece. (b) Rearrangements. Included in this 
group are both chromatid-type figures, cliaracterized by the abnormal 
arrangement of the anns of one or severa! chromatids which forrn multiradial 
configurations, and inter-chromosomal rearrangements resulting in rings and 
dicentrics. (e) Multifragmentations. This group is comprised of cells in which 
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more than 10 breaks were obscrvcd. (d). Pulverizations. lncluded in this group 
are cclls in which ali ofthe chromosomes are fragmentcd. 

Statistical analysis 

An heterogeneity chi
2 

test was used to compare the response of ali the 
individuals among them on the three parameters scored in this study 
(heteroploid cells, cytostatic effect, and chromosomal structural aberrations). 
The proportions of heteroploidy and cytostaticity were compared using a 
Student's "t" test, both at a P<0.05. A variance analysis (three way ANOVA) 
was used to compare individuals considering ali parameters together with a 
P<0.05. This analysis showed that the individuals maintained the same 
behavior through ali parameters in ali the concentrations employed except in 
the positive control (colcemid 10·2µM). lncrements in ali parameters kept the 
same proportion in the 3 parameters evaluated within ali individuals, and the 
susceptible individual always had a higher proportion than the others in ali 
parameters analyzed. 

RESULTS 

As shown in tables 1 and 2, arsenite induced hypoploidy, hyperploidy 
and polyploidy in tirst and second division cells in ali four donors. The 
frequency of heteroploid cells observed in controls ranged between 4.5 and 
5% in first division cells (Table 1), and between 4.5 and 7.5 % in second 
division cells (Table 2). 10-i µM of trivalent arsenic induced similar 
frequencies of hyperploid and tetraploid cells as those observed in the positive 
control, and more heteroploid cells than colcemid al the same concentration 
(I0.2 µM). No effect was observed in two individuals with the lowest dose 
employed (!0·10 µM). 

The frequency of aneuploid first division cells (y=2.91(x)+43.78, 
r2=0.57) presents the same trend as the frequency of aneuploid second division 
cells (y=3.86(x)+61.1 I, r2=0.68) when compared to the dose (Figure 1), levels 
of heteroploidy in second division cells are higher due to induction of 
tetraploid cells (Student's "t", P<0.05). As the statistical analysis showed there 
was an individual that had a different behavior with respect to the sodium 
arsenite induction ofheteroploidy (individual 1) (chi2

, P<O.OS). This donor had 
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higher lcvcls of ancuploidy and polyploidy induction with the highcst doses 
(P<0.05). 

Table 3 shows the mitotic indexes obtained when sodium arsenitc was 
evaluated as a mitotic arrestan!. A dose-response effect w¡¡s observed in each 
individual (Figure 2) (Student's "t", P<0.05). Cltromosomes obtained from 
arsenic and colcemid treated cultures ltad the same condensed appearance. 
Donor one, the most sensitive indiv!~ual (P<0.05) sltowed 83% of the effecl 
induced by colcemid al adose of 10 µM, while the others had about 30% of 
the colcemid effect. Arsenic showed less mitotic arrestan! effect than colcemid 
at tite same concentration (Table 3). 

1 µM of sodium arsenite was veiy toxic in ali experiments even when it 
was present in the cultures for just two hours. No scorable metaphases were 
recovered from cultures treated with 1 µM of sodium arsenite. 

Chromosomal aberrations scored at 10·
2 

µM of sodium arsenite 
treatment (Figure 3), supported the data on the different individual 
susceptibility between the donors of this study. TI1e sensitive individual (1, 
P<0.05) had a 66% of cells with aberrations and a total of 118 chromosome 
aberrations in 100 cells analyzed. Tite most frequent types of damage found 
were chromatid breaks and cells with multiple chromosome and chromatid 
breaks. Tite other donors ltad about 30% of aberran! cells and a mean of 53 
chromosome aberrations in 100 cells. Donor number 1 showed again .increased 
sensitivity (clti2 for heterogeneity test, P<0.05) with respect to tite evaluation 
of chromosomal structural aberrations (Figure 3). 

DISCUSSION 

Tite treatment of proliferating human lymphocytes with sodi.um arsenite 
resulted itÍ the induction ofaneilploid and polyploid cell.s: TI1ese results are in 
agreemeM'witlt the an.eÜ(JloidogeniCeffec~obser\.ed lri ársenite-treated human 
lymphocytés ·.by Eastinond. and< Tucker (I~89).r Tlie classical • inétliod · of 
counting chroinosólnés at·Íneíaphase'resúlts i1íore.po\verfül :than the aiialysis 
with · tluoresceÍ1tly:1agged;ant.ikinetochoré atítibodyor·· FISH;techtÍiqtÍes, .it 
givesmore iriforrnation, altliough it is ~cire laborious. Baséline'levels arou.nd 
5% of an'eup!Óid cells weré obtairi in this study ás Cimino eta!. (1986) have 
suggested 'ror "in viÍro" testing of aneugenic agents. . 
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There are severa! mechanism of aneuploidy induction involving 
centromeres, kinetochores and proteins of the mitotic spindle (Galloway and 
[vett, 1986, Cimino et al., 1986, Barrett et al., 1987). Arsenite affinity for 
sulfltydryl groups of proteins is well characterized (Vahter, 1988). Liang and 
Brinkley (1985), reported that compounds that bind to sulfhydryl residues of 
tubulins and preven! polymerization also induce mitotic arres!. TI1is effect 
might explain the mitotic arres! induced by As m and the higher frequencies 
of second division polyploid cclls that might originate from disruption of the 
mitotic spindle and the chromosome migration to the cell poles at the end of 
the tirst "in vitro" cell division. 

Arsenite induced higher frequencies of chromosome unbalanced cells 
than colcemid al the same molar concentration, nevertheless colcemid was 
more effcctive when we compared the mitotic arrestan! capacity. This could 
indicate that the mitotic spindle inhibition is not complete, or that arsenic has a 
distinct mechanism of action compared to colcemid. 

The differences found in the individual susceptibility could be due to 
differences in metabolism of the arsenical salts. [t is known that sorne 
individuals have different capacity of drugs biotransforrnation (Wiencke and 
Yager, 1992; Ostrosky-Wegman et al., 1986). Many of this differences are at 
the genetic leve! and related to the enzymatic capacity of detoxification. 

TI1e exposure of human lymphocytes to arsenite concentrations similar 
to those observed in the blood of exposed individuals (approximately JXI0-
6µM) (Vahter, 1988) induced chromosonie unbalanc_ed cells. There is evidence 
that arsenite (1 OOµM) altered cytoskeletal structures fo 3T3 cells (Chou, 
1989), while dimethylarsenic acid (200µM) indliced polyploid V79 cells 
(Endo et al., 1992): The aneugenic ca¡)ácity_ofarsenic salts cÓÍlld be one of 
the mechanisms bywhich expostire to this inetalloid'exeris;its co-mutagenic 
and/or co-carcinogenic-éffect (Barretfet al., 1989 arid Rossman et aL, 1986). 
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TABLE l. PERCENT OF HETEIWPLOIDIES IN FIRST, DIVISION CELLS. 

DONOR TREATMENT %HYPOP. %2N %HYPER. %.4N 

1 10.0 82,5, 7.5 o 
2 COLCEMID 9,0 84.0 ,·.7.0 o 
3 I0.5 83.0 6.5 o'.· 
4 7.0 90.5 " -, ·:·2:5 o 

X:ts.e. 9.1±1.34 85±3.22 'Ú±l.98 : o 

1 24.0 - 49.S 
~--'.,·:<:'·';;~:··' 
.. ·28.0 ;. o.s 

2 "'111+ 20.0 60.5 s:s 1.0 
3 10.J pllf 6.5 86,0 - 6.0 -·e,.: o 
4 IS.O 74.S ' 10.0 o.s 

X:ts.e. 16,3±6,53 67.6±13,83 : 13:1±8.71 0.5±0.35 •• 
1 27.0 ~r:~;L 

'6:0:- o 
2 "'111+ 18.0 " " 6:0 o 
3 10 .. pM 12.0 , 83.S,. -.-

.·. >é 
4.5 ·º 

4 12.S 80.0', '.'. Ú~: •, . o 
" X:ts.e. 17.4±6,03 75:4±6,64 ' ,, 6±1.06 o .. 

2ú'' 
.. · .. 

1 17.5 6.5.• 'º 2 As 111+ 7.0 "- ·-4,5. o 
3 IO"'pM 10.0 :,.86.S . u.u-- o 
4 10.0:: " -·-85.0'.Y 

·- o 
X:ts.e. 11.1±3.88 -·:_ 8Ú±6.ll9 -: 4.9±L08 o •• 

-~ .. 
70 1 ,5.0 

2 As 111+ o1:5 -o -

3 10'11 ¡iM ·- - 2.0. o 
4 2.0 o 

X±s.e. 2.6±1.38 o .. 
·_.-_.-, 

1 . 6,0 :92 . .5: 1.5 . o 
2 As 111+ 5;5 92.5 2.0 o 
3 10'111 µM . 6,5 92.0 ,. · 1.5 o 
4 ,.,·.1.5 •. , 91:0 .-.•1.5• ·o 

X±s.e. .·6.4±0.74- . 92±0.61 1.6±0.21 o •• 
1 5.0 95.0 o o 
2 CULTURE 4.0 -95.5 0.5 o 
3 MEDIUM 4.0 95,5 0.5 o 
4 5.0 95.0 o o 

X±s.e. 4,5±0.5 95.2±0.25 0.25±0.25 o 
•non·homogeneous valucs on hetcroploidy data; .. P<0.05 (student's "t" test). s.e.: standard error, 
o/.UVPOP .: pen:cnt of hypoploid cells, %HYPER.: pcrccrit ofh)'pcrploid cells. 
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TABLE 2. PERCENT OF HETEROPLOIDIES IN SECOND DIVISION CELLS. 

DONOR TREATMENT o/oHVPOP. %2N %HVPER. %4N 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

1 
2 
3 
4 

COLCEMID 

X±s.e. 

A1111+ 
10'2 pM 

X±s.e. 

Al 111+ 
10,.pM 

X±s.e. 

As 111+ 
IO"'pM 

X±s.e. 

As 111+ 
tff" µM 

X±s.c. 

As 111+ 
lff.10 pM 

X±s.e. 

CULTURE 
MEDIUM 

x=s.e. 

10.0 
12.0 
9.0 
6,5 

9.3±1.98 

24.5 
18.5 
6.5 
16.5 

16.5±6.48 

23.0 
19.5 
14.0 
IS.O 

17.8±3.61 

12.5 
8.0 
14.0 
12.5 

11.7±2.25 

10.0 
4.0 
9.5 
10.0 

8.4±2.53 

5.0. 
4.0 
8.0 
7.5 

6.1±1.67. 

78.5 
73.0 
71.0 
83.0 ' 

76.3±4)1 

49.S 
66.S 
73.0 -
61.0 . 

62.5±8.62 

56.0 .· 
65.0 
61.S 
66.0 

62.1±3.91 

1.5 
9.0 
8.0 ·' 
s.o· 

- ).3±1.47 

11.5 
9.0 . 
13:0 

. ,13.5 
-.: 11.1±1;75 -

··.12.5 
1.0· 

·•::: .12.0·. 

9.0 
6.0 
12.0 
I0.5. 

9,3±2.22 

8.5 
::s.5 

12.S 
;1.s 

9.3±1.92 
" ·•11.5 
I0.8±2.1~ 

'º·º -n~~º- 7.5 
79,5·· . ?f·' .,_~· ·'5.0 
69.5 -.c. 9:0-'. ''7.5 --

75.0 •' 7.5 : . 5.0 
73.5±4.08 8,5±1.06 6.25±1.25 

.i1.s ;< 1.sc 
:·83.o- :.· . 6.5 

.: .. 82 o ;.- . <·:·.: 4.0 

/8Ú; < .5.o 
81±2.09' - 5.1±(35 

'93.5 
90.0 . 

--8Ú··· 

.· i.5 -
2.5 
3.0 

5.0 
7.5 
4.5 

••!.O 
. 3.5: 

2.5 
.,:·s9.5 .":'· · . . 2.0. . .. 1.5 
89.9±2.48 ' : 2.3±0.56 . ' '2.1±0.96 

5.5 .dÍ3.5 0.5 . 0.5 
1.0 ·91,5 •· o• -. o.5 

3.5 .. · ' .•..• :::~.-.·.:; . .. LO . L5 
5.4~~.24 93.2±1.03 -~5~g.:i5,;~·o.1~g,43 

• 

•• 

.. 

.. 

.. 

•non•homogeneus values on hetcroploidy data, up,<0.05 (studént's "t" tcsti, s.c.:'staiidanl error, 
%HYPOP.: percent ofhypoploid cells, %HYPER.i pcri:cót ofhyperploid cells. 
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TABLE J. MITOTIC ARRESTANT EFFECT OF SODIUM ARSENl'rE. 

DONOR TREATMENT 111.1. %MIT.ARR. 
1 0,043 100 
2 0,0332 100 
3 0,0424 100 
4 COLCEMID 0,0668 100 
5 0,0807 100 

1 0,0002 0,58 
2 0,001 3,01 
3 0,0007 1,77 
4 ASID+ 0,0007 1,05 
5 l 1tM 0,0007 0,86 

1 0,0358 83,18 
2 O,IH172 21,81 
3 0,0187 44,29 
4 ASlll+ 0,0185 27,72 
5 10·'11M ' 0,0195 24,21 . ' 

1 0,145 
2 0,0062 
3 0,0093 

• AS 111+ 0,0205 
5 10 .. l'M ·0,015., .. 

o.ó11 '.·. 
o,001v· 
0,008 .. 

ASlll+' 0,0182 ' 
10 .. pM 0,009 ,·, 

---· 
·0,008 18,58' 
0,0055 16,54 
0,006 14,15 

ASlll+ 0,0162 24,28 
10"' )lM 0,007 8,67 

0,005 11,61 
0,005 15,04 
0,0053 12,57 

ASlll+ 0,0145 21,71 
rn·" l'M 0,003 3,71 

1 0,0006 1,53 
2 0,0014 4,21 
3 0,0008 2,08 
4 CULTURE 0,002 '" 3,01 
5 MEDIUM 0,0024 3,07 

•p <0.001 (sludcnt's 111" test), M.I.: mitotic indcx. %MIT.ARR.: pcrccnt ofthc 
mltodc arrestan! clfcct, this was calculalcd taklng thc mitotlc indcx valucs ar 
colccmid lrcatcd cullurcs as 100% ror·cach individual and comparing data to 
this valuc. 
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FIGURE 2 
MITOTIC ARRESTANT EFFECT OF 

SO.DIUM ARSENITE 
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FIGURE 3 

1 
j 

120 

100 

80 

t 60 

t 

40 

20 

Chromosomal Aberratlons produced by Sodlum Arsenlte 

B' B" C. E•. M. P. 11 e/a I t. ab. 

•CNT IJ1 •2 03 •4 
CNT: average control of four lndividuels, B': single break, B": lsobreak, C. E•.: chromosomal exchange, M: 
multifragmented cells, P: Pulverizated cells, #e/a: number of cells wnh aberratlons, #t.ab: tolal aberratlons 
scored. 1 ,2,3,4:1ndividuals. 



FIGURE l. Linear regression of heteroploidies in tirst and second 
division cells. 
X axis: log. µmolar concentration {IXIO'). • tirst division cells, - r-0.75, 
p=0.0001 (y=2.9l(x}+43.78, r2=0.57). o second division cells, -- r-0.82, 
p=0.0001 cells {y=3.86(x}+61.l I, r2=0.68). 

FIGURE 2. l\litotic arrestant effect of sodium arsenite. 
Mitotic lndex determined by number of metaphases in 5000 nuclei scored. 
Mitotic lndex in colcemid treated cultures (IXI0-2 µM) was taken as 100% of 
effect for each individual, mean of two experiments, +: semi standar deviation, 
X axis: log. µmolar concentration (IXIO'). 

FIGURE J. Chromosomal aberrations induced by Sodium Arsenite 
(lXIO'zµM). 
CNT: average control of four individuals, B'; single break, B":isobreak, C.Ex: 
chromosomal exchange, M: multifragmented cells, P: pulverizated cells, #e/a: 
number of cells with aberrations, #t.ab: total aberrations scored, 1,2,3,4: 
individuals, mean oftwo experiments. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

En linfocitos humanos tratados con arsenito de sodio, y utilizando 
anticuerpos anticinetocoros para marcar células con micronilcleos, Eastmond y 
Tucker (1989) mostraron que este compuesto tenía una actividad 
predominantemente clastogénica (rompimiento de cromosomas), aunque 
también inducía micronúcleos con cinetocoros. Ya que esto puede implicar 
una capacidad aneuploidogénica y, debido a que se encontró en un estudio 
piloto realizado en la región de la Comarca Lagunera en México (Ostrosky­
Wegman et al., 1991), que la exposición a altas concentraciones de arsénico 
en el agua de bebida inducía células poliploides "in vivo" (Gonsebatt et al., 
l 992, anexo 1), el objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial 
aneuploidogénico del arsenito de sodio. 

Los datos obtenidos en el presente estudio muestran que el tratamiento 
"in vitro" de linfocitos humanos en proliferación con arsenito de sodio, 
produce células tanto aneuploides (con un número de cromosomas distinto al 
normal, 46) como poliploides (células con el doble o triple del número 
cromosómico normal). 

Utilizando el método tradicional se obtiene mayor información y resulta 
ser más sensible en cuanto a las dosis que se pueden utilizar, aunque es más 
laborioso y requiere de un adiestramiento más prolongado para su evaluación. 

Los niveles basales de aneuploidías obtenidos en este .estudio se 
encuentran alrededor del 5%, tal como Cimino y cols. (1986) han sUgerido 
para pruebas de agentes aneugénicos .'en estudios "in vitro" CCln cé!Úlas 
humanas. 

Existen varios mecanismos propuestos. para la inducción de células 
aneuploides y poliploides, estos mecanismos involucran a los centrómeros, los 
cinetocoros, las proteínas del huso mitótico y el bloqueo de la citocinesis 
celular (Barrett et al., 1987; Cimino et al., 1986; Galloway and lvett, 1986). 
Liang y Brinkley (1985) han reportado que los compuestos que son capaces de 
interactuar y unirse a los residuos sulfhidrilicos de muchas proteinas, pueden 
también unirse a los de la tubulina y, de esta manera, prevenir o alterar su 
polimerización (necesaria para la constitución del huso mitótico y la 
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segregación de los cromosoma·s en la división celular), induciendo así, 
aneuploidías y arresto mitótico. 

Puesto que la afinidad del arsénico por los grupos sulfhidrilos está bien 
caracterizada (Vahter, 1988), este mecanismo puede explicar el efecto de 
arresto mitótico producido por el arsenito de sodio y también, la alta 
frecuencia de células poliploides en segunda división, éstas se pueden originar 
debido a la alteración del huso mitótico y la migración de los cromosomas 
hacia los polos celulares al final de la primera división "in vitro". 

El arsenito de sodio indujo una frecuencia de células aneuploides (tanto 
hipoploides como hiperploides) y poliploides mayor que el colcemid con la 
misma concentración molar (lxto· µM). Por otro lado, el colcemid fue más 
efectivo que el arsenito de sodio en inducir arresto mitótico (40% del efecto 
del colcemid). El hecho de no encontrar la misma proporción entre los dos 
diferentes efectos con estas sustancias puede indicar que la inhibición de la 
fonnación del huso mitótico, por parte del arsenito de sodio, no es completa o, 
que el arsénico tiene un mecanismo de acción diferente del colcemid en la 
producción de estos efectos. 

Se sabe que el colcemid se une fuertemente a un sitio en el dímero de 
tubulina que no esta expuesto cuando el dímero se encuentra ya ensamblado 
fonnando microtúbulos y, que por lo tanto, bloquea la elongación de los 
microtúbulos para formar el huso mitótico, pero no lo altera una vez formado 
(Salmon et al., 1984 ). 

Las diferencias encontradas en la susceptibilidad individual pueden 
deberse a diferencias en el metabolismo de las sales arsenicales o de la 
biodisponibilidad del compuesto, ya que se conoce que el arsénico puede 
unirse a otras proteínas presentes en el suero de los individuos (reduciéndose 
de esta manera la concentración efectiva de arsenito de sodio que puede 
interactuar con los linfocitos), puede unirse a otra~ células presentes en la 
sangre (como a los eritrocitos, por ejemplo), o puede simplemente deberse a 
diferencias en la eficiencia de destoxificación celular (puesto que el arsénico 
puede ser secuestrado por enzimas y proteínas y eliminado de la célula). 
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Dentro de los mecanismos de eliminación del arsénico se encuentra la 
vía del glutatión, y la capacidad de producción y reciclaje de esta proteína se 
encuentra directamente relacionada con la eficiencia en la eliminación de los 
compuestos. Muchas de estas diferencias están a nivel genético y se 
relacionan con la capacidad enzimática de destoxificación celular y de 
recuperación de los tejidos. 

Se sabe que los individuos tienen diferente capacidad para 
biotransfonnar drogas (González y Gelboin, 1993; Nebert, 1989; Elizondo et 
al., 1994) y que pueden tener, al mismo tiempo, una distinta capacidad de 
eliminación, excreción y acumulación de sustancias. En algunos estudios de 
mutagenicidad "in vitro" se han reportado diferencias en la sensibilidad de los 
individuos estudiados. 

Ostrosky-Wegman y cols. (1986) reportaron que, en un estudio sobre la 
genotoxicidad de la niclosamina en pacientes tratados "in vivo", en tres de 
estos se produjo una elevación en la cantidad de aberraciones cromosómicas 
después del tratamiento en tanto que en otros dos pacientes no cambiaron los 
niveles basales de aberraciones cromosómicas detectados. Además se observó 
que en tratamientos "in vitro" de linfocitos humanos con esta droga, el 50% de 
los individuos estudiados tuvieron un incremento en la inducción de 
aberraciones cromosómicas e intercambio de cromátidas hermanas y el otro 50 
% no sufrió cambio en los niveles basales de estos dos parámetros. 

Por otro lado Elizondo y cols. (1994) han reportado una clara diferencia 
en la susceptibilidad individual en pacientes tratados con metronidazol. En 
este estudio se encontró que el 25% de los individuos estudiados presentaban 
un incremento en el índice mitótico y el 83% de los individuos presentaban 
una cinética de proliferación más acelerada. Wiencke y Yager (1992) han 
reportado una diferente susceptibilidad al efecto sinergístico del arsénico y el 
diepoxibutano. 

La exposición de linfocitos humanos a arsénico en concentraciones 
similares a las que se presentan en la sangre de individuos ambientalmente 
expuestos, aproximadamente lxl0-6µM (Vahter, 1988), induce células 
aneuploides. Existe evidencia de que el arsenito de sodio, a concentraciones 
de 1 OOµM, puede alterar la estructura y función del citoesqueleto en células 
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3T3 (Chou, 1989), y de que el ácido dimetilarsénico (200µM), que es uno.de 
los compuestos de excreción en individuos expuestos, induce células 
poliploides en células V79 (Endo et al., 1992). 

El hecho de encontrar frecuencias de abortos espontáneos más elevadas 
en mujeres que estuvieron expuestas, tanto ambiental como ocupacionalmente, 
a altas dosis de arsénico (Nordstréim et al., 1978a; 1978b; 1979a; 1979b; 
Biirzéinyi et al., 1992), puede ser otro indicador de que se generan productos 
con infonnación genética de más o faltante (Hassold, 1986). 

La capacidad aneugénica de las sales de arsénico puede ser uno de los 
mecanismos por los cuales este metaloide produce un efecto co-mutagénico y 
co-carcinogénico (Barrett et al., 1989; Rossman et al., 1986), y que, aunado a 
otros efectos, tales como el clastogénico (Wan et al., 1982), el de inhibición de 
ligasas (Li y Rossman, 1989) y el de amplificación génica (Welch, 1992), 
conllevan al individuo a desarrollar procesos cancerosos. 
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