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RESUMEN

El arsénico es un contaminante ambiental conocido como carcinogénico
para el ser humano, aunque sus mecanismos de accién son desconocidos.
Puesto que se han observado alteraciones en la segregacion cromosémica en
individuos cronicamente expuestos a altas concentraciones de arsénico en el
agua de bebida, y se ha relacionado la presencia de aneuploidias con los
procesos cancerosos (tanto primarios como secundarios), se evalud el
potencial aneuploidogénico 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 ultimas 24 horas (de 1 pM a 1x107'° uM). Las
células se cosecharon y se procesaron las muestras especialmente para el
analisis de aneuploidias. Se les dio un tratamiento hipotdnico ligero por un
periodo corto, se prepararon las laminillas goteando el material directamente
sobre la laminilla a poca distancia y dejandolas secar al aire. Se evalud el
namero de cromosomas por metafase en 200 células de primera y 200 células
de segunda division para cada individuo. Se observd un efecto directamente
relacionado con la dosis: la concentracion de 1 uM fue muy téxica y no se
recobraron células ni metafases suficientes para la evaluaciép, la
concentracion mds alta de arsenito de sodio que pudo ser evaluada (10 uM)
indujo un 28.33% y un 22.4% de células hiperploides (con un nimero 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 division: Se
observé una susceptibilidad individual diferente al efecto’ producido por el
arsenito de sodio, éste efecto se confirmd con el andlisis de la produccnon de
aberraciones cromosomlcas estructurales en cultivos controles y: tratados ‘con’
arsenito de sodio 1x10” uM. Se evalué et efecto de arresto de m:tosns por el
arsenito de-sodio en: cultivos de linfocitos tratados - durante
determiné el indice mitotico (IM) en 5000 células por cadfx mdlvndu_?; :El-
arsemto de’sodio mdUJO un 40. 24% y un 12, 93% (con :10: i pM;.‘f

de sodio tiene efecto tanto aneup]o:dogemco (aneugénico) ‘com

(arresto en mitosis). Ademas se confirmé a través de:los_tres: parametrosfi

evaluados (aneuploidias, arresto en mitosis y aberraciones . cromosomicas::*
estructurales), que uno de los individuos participantes en este estudlo tuvo una
mayor sensibilidad al efecto del arsenito de sodio que el resto de. los
individuos (P<0.05, prueba de X* de heterogeneidad).



" ABSTRACT

Arsenic is a well known human carcinogen, although it's mechanisms of
action are unknown.Altered chiromosome segregation has been observed
m humans e\:posed chromca]ly to hlgh concentratxons of arsenic in well

scored in’ 5000 cegs for
12.93% (thh M'an
colcemld (data o1

¥

chromosoxhe abcrratlons) hat pne of the donors had a sngmf cant dlfferent
sen5|b|hty to. sodlum arsemt compared to the other three donors (P<0 0: X“ )
heterogeneny test) & ; )




PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Sc-ha -comprobado que el arsénico es un carcinégeno humano
ambiental, a pesar de que se desconocen sus mecanismos de accion es capaz
de aumentar la incidencia de céncer de piel, de vejiga, de riiion y de higado
cuando es ingerido crénicamente en el agua o los alimentos. Existen ain un
gran numero de comunidades expuestas ambientalmente al arsénico, ya sea a
través del aire, del agua o de los alimentos, y esta contaminacion puede ser
tanto de origen natural como creada por el hombre. En la region de La
Comarca Lagunecra en México, existen fuentes naturales de arsénico que
contaminan los mantos acuiferos de los cuales, las poblaciones aledafias se
abastecen de agua potable. En esta region se llevé 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 produccién de
aberraciones cromosomicas estructurales y alteracion en la cinética de
proliferacion celular, se encontr6é ademas, un alto indice de células poliploides
asociadas a la exposicion cronica a altas dosis de-arsénico”en el agua de
bebida (Gonsebatt et al., 1992). Puesto que éste primer ¢! studio piloto no fue -
disefiado especnﬁcamente para realizar un:analisi aneuplondlas, y:se-:
encontré una frecuencia significativamente alta“de. células’ pohploxdes en la
poblacién crénicamente expuesta, se decidié. realizar. u 'estudlo cxtogenetlco
en cultivos de linfocitos humanos bajo COl’ldlClOl ntroladas y especificas -
para la evaluar la presencia y el nimero de: aneuplondms Y, determmar la
capacidad aneuploiddgena del arsenito de sodio, ya-que este puede ser uno de
los posibles mecanismos de carcinogénesis del arsénico, -




HIPOTESIS

Al tener el arsenito de sodio afinidad por los grupos: sulfhidrilos dé fas
proteinas, es capaz de interaccionar con éstas interfirierido” con: su
comportamiento normal dentro de las células, de esta manera, si ‘el arsenito de
sodio interfiere con la polimerizacion de la tubulma en el arreglo del huso
mitdtico, podra produc:r :células aneuploxdes Y- tetrap!oldes e inhibir la
segregacion cromosomica productendo arres!o de las células en mitosis.

~ OBJETIVO
OBJETIVO GENERAL

Detenmnar 1a capacndad aneugemca del arsemto de “Sodio.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

e Determmar el numero de cromosomas por metafase en 200 celulas de

en 100 metafases ‘de pnmera dwnsmn en culnvos de ]mfocntos testxgos y
cultlvos tratados con arsemto de SOle i e



INTRODUCCION GENERAL

La exposicion a sustancias y agentes toxicos se halla a menudo
relacionada con efectos adversos en el desarrollo, la reproduccion y/o la
supervivencia de los organismos. La Organizacion Mundial de la Salud
considera relevante el estudio y la valoracion de los efectos que sobre la salud
humana produce la exposicion a agentes ambientales. Los estudios
epidesmiologicos han mostrado que ciertas enfermedades 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 tecnoldgicos y sociales. Tomatis
(1990) menciona que el 90% de los diferentes tipos de cancer conocidos se
originan por exposicion ambiental u ocupacional. La actividad carcinogénica
del arsénico en poblaciones humanas se encuentra documentada (IARC, 1980C;
WHO, 1981; [ARC, 1987; Nordenson et al., 1978; Nordenson y Beckman,
1982), aunque los mecanismos por los cuales ejerce sus efectos se
desconocen.

L.a exposicion a concentraciones elevadas de arsenico en el -agua de
bebida se halla asociada a una tasa mayor. de:mortalidad por cancer de piel,
vejiga, higado y rifién, por lo que el tejido lmfoxde re: Y
vista epidemiolégico, un tejido sustituto para 1a id ific caclon de dano, ya que
sus componentes celulares; monitor )
lgualmente expuestos al c:rcular p dos La: expos:cnon
crénica a este metaloide altera la:p! ollfe la lntegndad del: matenal
genético de estas células, lo. que los convxene en marcadores sensnhles y.en un
buen tejido de prueba. : T ;

EL ARSENICO



Fue el prm1er met'll identificado’como un calcmog,cno (IARC 1980) ’
(aunque qulmlcamente es descrito como- un  metaloide, “ cor ;'Opiedades.’
parecxdas al fosforo y: con tox1c1dad sum]ar a la de metales’ pesados como el”
: ncuentra amphamente distribuido, en la: naturaleza,
no Ios arsenuros de cobre, niquel y hlerro, o) comof
,0S compuestos metilados que se encuentran en la
naturaleza son‘el resultado’de; la actividad biolégica. El compuesto comercnal' :
mis mlpoﬁante es el Gxido de arsénico (HI), que es un producto derivado de’la””
fundicién de cobre’ o hierro (Vahter, 1988). Los compuestos arsenicales son
usados : prmmpalmente en la agricultura y la silvicultura como pesticidas,
herbicidas y silvicidas; se usan pequefias cantidades en la industria de! vidrio'y.
de la ceramica y como aditivo en la alimentacion del ganado (WHO, 1981).

Las propiedades de este elemento eran conocidas por los griegos,
Hipécrates recomendaba el uso del As4S4 para el tratamiento de tlceras. -
Muchos pueblos europeos utilizaban el arsénico en el alimento del ganado yaii:
que-incrementaba el peso. Se recomendaban diferentes soluciones arsenicales’-
como tomg ,'ya que aumentaban el peso y el vngor de las personas Tamblen'_ -

ic anemia © moderada, - leucopema,
{ ! ancer hepatlco pnmano y hepaloblllar, ;
(Dlaz-Barnga et al., 1990‘

METABOLISMO Y EFECTOS DEL ARSENICO

El arsénico se incorpora al orgamsmo por mgestlon o por mhalaclon, ya -
que la absorcion a través de la piel resulta minima (Vahter, 1988)_3 Ciando se.
encuentra en solucién es mas rapidamente incorporado que en'estado ‘sélido.

Las formas inorganicas son metabolizadas a través de reaccnones de oxndo-

reduccion y metilacion (Scott et al,, 1994),



L4

EI org,ano mas nnpoﬂan(c en’ donde se llevan a cabo Ias leaccmnes de

radlaclon
F u_uwara 986)

eriféricas - y otras lesiones * que
a (Cebnan 1983; Garcia-Salcedo y

. En varios estudios: epldemlologxcos Nordstrém y cols. (1978a, 1978b, :
l979a, l979b), encuentran ‘una elevacxon en la tasa de nacidos muertos y de
abortos entre’ las mujeres que trabajaban o vivian cerca de fundldoras en

8 -



Suecia. En Hungria, Bérzonyi 'y cols. (1992) reportan datos similares cuando
compararon la frecuencia de nacidos muertos y de abortos’ cnlrc dos dreas con
niveles altos (0.17-0,33 mg/l) y bajos (0.05-0.1 mg/1) de arsénico en
bebida. Por otro lado, se sabe que el 35% de los abortos espontaneos son”
causados por productos que tienen células con un numero ‘cromosdmico
diferente al diploide (Hassold, 1985).

LAS ANEUPLOIDIAS

Las células somaticas humanas tienen un namero diploide (2n) de 46
cromosomas y las células germinales un nimero haploide (n) de 23. Se define
actualmente como aneuploidia al cambio en el numero de cromosomas del
complemento haploide o diploide (en células germinales o somaticas
respectivamente), excluyendo a las células poliploides que presentan ntimeros
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 término de aneuploidia
parcial para describir los casos en los que se presentan deleciones o
duplicaciones de alguna region de un cromosoma y que, contsecuentemente
aumentan o disminuyen la dosis de genes particulares (Salamanca, 1990).

A nivel celular se pueden distinguir una serie de efectos producidos por
las aneuploidias, 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 t|po de oncogenes .por; e_]emplo), 3) la expresién fenotipica: de. alguna
mutacxon recesiva (al perderse el otro alelo la expresién del pnmero se vuelve

2) danandu elementos esencnales para el
funcnonamlemo de la‘'segregacion cromosomica, como Ios centromeros |y
cmetocoros ) reducu:ndo la’ condensacmn de los cromosomas y. producnendo
cromosomas rezagados 4) danando los centriolos y productcndo |mt0515 uni o

o
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multipolares, 5) dafiando la_membrana nuclear a la cual esta asociada la_
cromatina, 6) alterando 1os procesos de’ citocinesis y no permitir la dlvlslon del
material genético en dos células hijas (OShlmura y Barrett, 1986).

Las sustancias que inducen arresto en mitosis (como el diazepam, el
dietilestilbestrol y el colcemid) tienen efectos aneuploidégenos 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 mitoticos no se asocian con este
efecto clastogénico, como la colchicina, el econazol, el clorhidrato y el
diazepam (Wang-Xu y Adler, 1990).

LAS ANEUPLOIDIAS Y EL CANCER

La investigacion en el drea de la genética, orientada al estudio de las
neoplasias, ha sido fructifera no sblo porque ha permitido importantes
avances en ¢l entendimiento del fenémeno de la transformacién maligna, sino
porque también ha descubierto alteraciones cromosémicas utiles en el
diagnéstico y en el prondstico de las entidades neoplasicas y porque, con el
conocimiento reciente acerca de los oncogenes y su funcionamiento, se han
abierto perspectivas para la prevencion y el tratamiento del cancer.

Desde los inicios del desarrollo -de-la citogenética se conoce que los
pacientes con anomalias cromosémicas constitucionales presentan elevadas
frecuencia de cancer. Los nifios con sindrome de Down (trisomia 21) tienen
una frecuencia de leucemia:ag lda, de 10-a 15 veces mayor que.la:que se
presenta en los sujetos nonnales:de la:misma “edad, también presentan
neoplasias reticuloendoteliales; siendo una de las pnncxpales causas de‘muerte .
en estos individuos; los pacnente 3 efeltel
frecuencia de cancer de mama snmll

varios casos de tumores de la cresta neural El tumor, de- Wllms se ha' asocxado ‘
a la presencia de la trisomia del. cromosoma 18 y varios retmoblastomas y
teratomas a trisomia del cromosoma 13 RN



Por otra parte, las células mallg,nas mueslran, con frecuencm
anormalidades del numero o de la‘estructura de’ los cromosomas.- E}- nimero
modal es el niimero cromosémico” encontrado’ con-mayor frécuencia en-fa
poblacion de células tumorales, y la linea o estirpe celular es la constitucion
cromosémica mas frecuente, teniendo en cuenta tanto alteraciones
estructurales como numéricas, esto indica una fuerte asociacion del desarroilo
y progresion de tumores con alteraciones tanto cualitativas como cuantitativas
del genoma.

Es caracteristico encontrar en las células tuymorales: aumento o
disminucion en el nimero de cromosomas; células pseudodiploides, que son
aquellas que contienen un niimero cromosémico aparentemente normal pero
contienen aberraciones estructurales; rompimientos con fracturas, fragmentos
acéntricos, cromosomas marcadores, cromosomas diminutos, dicéntricos o en
anillo. También suele observarse el fendmeno de la endorreduplicacion,
cuando los cromosomas se duplican pero no se separan y permanecen unidos
por el centrémero (Salamanca, 1990).

Existen datos que indican una fuerte correlacion entre la produccién de
aneuploidias y el desarrollo de neoplasias. Se ha asociado la aneuploidia con
eventos primarios de carcinogénesis en algunas neoplasias y como un evento
tardio o secundario en otros tumores, de los que podemos encontrar varios
ejemplos en la tabla 4.

Se han estudiado varias sustancias carcinogénicas que han demostrado
tener actividad aneuploiddgena. Los compuestos quimicos que afectan tanto a
la tubulina como a los microtibulos producen aneuploidias con gran
eficiencia. Ciertos compuestos que son capaces de afectar los grupos
sulfhidrilos también inducen aneuploidias. Por ejemplo, el cloruro de metil
mercurio, que tiene una gran afinidad por los grupos sulfhidrilos, produce
arresto en mitosis en células de mamifero. También existe evidencia de que
los grupos sulfhidrilos estin involucrados en los procesos de condensacion
cromosémica (Oshimura y Barrett, 1986) y que pueden inducir cromosomas
rezagados que queden fuera de una de las células hijas en la division.

El riesgo a la salud producido por las aneuploidias, en términos de
anormalidades reproductivas y de desarrollo, ha sido bien reconocido
(Hassold, 1985). El papel de los cambios cromosémicos numéricos en la
carcinogénesis puede también ser muy importante. Los numerosos ejemplos
de cambios cromosomicos numéricos no azarosos en tumores humanos y de



animales implica que tienen un papel bioldgico importante en la produccién y
-desarrollo de un céncer.

: En los afios 70's se establecié que algunos tipos de cdncer humano
estaban asociados consistentemente con algunos defectos cromosémicos. En
los 80's, el uso de métodos mejorados para cultivar células tumorales y para
estudiar cromosomas humanos, han mostrado que los defectos cromosémicos
estin presentes en la mayoria de las neoplasias y que, estos defectos ocurren
con mayor frecuencia en adultos que en nifios que desarrollan estin
enfermedades (Yunis, 1980).

El hecho de que comtnmente 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 nimero de cromosomas. Existe poca evidencia definitiva de estos cambios
en tumores sélidos aunque se han reportado algunos casos, la mayoria de las
aneuploidias asociadas a procesos cancerosos estan descritas en tumores del
tipo linfoide (Oshimura y Barrett, 1986), (Tabla 4).

Un numero considerable de tumores primarios tienen tunicamente
cambios numéricos. Recientemente, la trisomia 7 y 1a monosomia 9 han sido
encontradas como el Gnico cambio cariotipico en algunos casos de carcinoma
de vejiga (Oshimura y Barrett, 1986),

Se ha sugerido que las aneuploidias y los cambios cromosdmicos en
general juegan un papel muy importante en las etapas finales de la progresion
maligna, también existe evidencia de que la aneuploidia es importante en los
procesos de progresion tumoral de Aalgunas neoplasias. Un namero
considerable de tumores tienen cambios cromosémicos numéricos como el
anico cambio en el cariotipo no sélo en el cancer primario sino también en
condiciones premalignas (Oshimura y Barrett, 1986).



DETERMINACION DE LAS ANEUPLOIDIAS

Las pruebas para determinacion de la produccion de aneuploidias atin
no se encuentran bien desarrollados. Existen varias razones para ello: 1) se
necesita invertir mucho tiempo en el conteo de cromosomas, aiin mas que para
el analisis de aberraciones cromosdmicas; 2) las preparaciones de cromosomas
para anilisis citogenético inevitablemente introducen una pérdida artificiosa
de cromosomas al diseminar las metafases que incrementan el nivel basal en el
ensayo y, por lo tanto disminuyen su sensibilidad; y 3) aunque se ha dado
mucha atencidn a la no disyuncién meidtica, que juega un papel primordial en
la generacion de aneuploidias constitutivas en el hombre, se le ha puesto poca
atencién a la induccion de aneuploidias en células somaticas, parcialmente
porque los efectos clastogénicos han sido utilizados como indicadores de
actividad tanto mutagénica como carcinogénica.

Generalmente se recomienda que los ensayos de aneuploidias 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 coloracion, condensacion, tamaiio
constante y una distribucion espaciada de las células para’ que los resultados
obtenidos en los ensayos no sub- o sobre-estimen el efecto aneuplondogeno de
las sustancias (Cimino et al., 1986).

Los sistemas existentes para estudiar aneup,mdl "élula's ‘sométicas
de mamiferos estdn limitados prmcxpalmente a ensayos 1togeneucos ~Este
sistema - tiene ~una _sensibilidad - hmltada.' E\usle una - gran’ necesidad de
desarrollarun- ensayo” genetlco ‘en el enal se’ puedan estudiar tos efectos
aneuploldogemcos de dlstmtos agentes en celulas de mannfero tanto "in-vivo"
como "in vitro". : S




TABLA 4

Alteracién

Trisomias :

Trisomias k .

Parciales -

Monosomias

Monosomias
Parciales

C—

RELACION ENTRE ANEUPLOIDIAS Y CANCER

Cromosoma

Enfermedades asociadas
Cancer de vejiga
Linfomas, Leucemia linfocitica cronica
Cancer de colon, linfomas, melanoma
Céncer de colon, cincer de vejiga, leucemia mlelocitlca aguda ;
Cancer de vejiga i
Linfoma, seminoma, leucemia linfocitica crénica
Leucemia mielocitica cronica '
Leucemia mielocitica cronica
Leucemia linfocitica aguda

En una gran variedad
Cancer de vejiga
Melanoma, retinoblastoma
Melanoma

-~ Seminoma
. Cancer de vejiga

Leucemia mielocitica cronica

Leucemla mlelocmca aguda secundaria
Lepcemxa mielocitica aguda secundana
etinoblastoma, tvmor de Wllms

;Retmoblastoma, cancer de colon
;Menmyoma .

Neuroblasloma, melanoma Ieucemm secundana )
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[ Llnfoma de Burknt melanoma cancer de ovarios
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GENOTOXIC AND "NON-GENOTOXIC ** EFFECTS IN ARSENIC
HUMAN EXPOSURE

M.E. GonseBatt!, R. Montero!, L. VEGA!, H. Baroa!, J. Eseivosal, G. GARCIA-VARGAS?,
L.M. del Razo?, M.E. CEnRIAN? and P. OsTROsKY-WEGMAN!,

ABSTRACT
Two group: of indi wduals with d;/]‘emu exposure by dnnlung water contaminated with As were

ic and

* makers for human exposure io arsenic

studied, searching for. g

(As). Blood and urine samples were collected, Qrganic arsenic represented 80% of to1al arsenic
excretion, while the remaining was inorganic arsenic. The highly exposed group had higher

.. levels of dimethylated arsenic (p < 0.05). The cytogeneiic studies performed in whole blood
“*lymphocyte culiures showed a higher although not significant (p > 0.05), frequency of complex
chromoiomal aberrations, and the variation frequency in the HGPRT assay was al.m le .wgmﬁcanl

= Lymphocyte cycle kineiics and the proporiions of polyploid

hases

differences between the groups studied, These observations may .rhow evidence of “nongenotoxic”

.- effects of arsenic_ human exposure.

Key words: Human monitoring: Arsenic.

lNTRODUCT ION

Arsenic (A8) isa human c.mmogen (uuc 1987)
Several studies havc shown is Yin. vitro” mulagcmc
activity,, (Jacobson : L :1985),
while the inform nn on exposcd human subjccls is
fewiand c ory. High' freq of sister
chromaud ‘exchanges (scE) and chromosomnl aber-
rations (ca) have ‘been: rcpor(ed in mdmdunls ex-

. locus in peripheral blood Iymphocym from exposed

incidence of cancer and other skin discases (Cebridn,
et al., 1983).

The frcqucncy of sck, CA and mutations in the
tiransft (HGPRT)

individuals, were 1 aiming to i the
genatoxicity of exposure. Additionally, the frequen
cy of hypo and hyperdlplmd cells and the lymphocyte

posed to this’ mcml for . occuy ! and medical
reusons” (Nordenson’ eral., 1978, 1979; Burdol e
al., 1977 Petres et al., 1977; Wen et al., 1981).
Nevertheless there are also negative data (Burdofl et
al., . 1977; Nordenson et al., 1979). The Environ-
mental Protection Agency (rra) has considered that
these reports have some {imitations and therefore the
data'on As exposure are not conclusive (epa, 1984).
A study was designed aiming to look for biological
markers of arsenic exposure in individuals that drink
water with clevated levels of As and that have a high

p were scored to look for *“non-
genotoxic effects”. Organic and inorganic arsenic
levels in urine were also determined.

MATERIALS AND METHODS

Group selection

11 individuals (9 females and 2 males) from a popula-
tion with 0.39 mg/L of As in their well-water (98%
of it in its pcnlavalcm form and !hc rest lnvalem)
were idered us highly individuals, 13

3 lmmulode Investigacioncs Bioméditas, A.I% 70228, u:Nam, 04510 Mézico, D.F.

¥ ciwvesTav, @N, (Mérico) D.T. (Mérico).
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individuals (11 females and 2 males) from a popula-
tion where As in drinking was 0.060 mg/L were
evaluated as & low-exposure group.

For al! groups the individuals swdied were be-
tween 21 and 62 years old.

Data on the clinical state of individuals, the dura-
tion of exposure (o As via drinking water, smoking
and drinking hubm.occuynuoml nndmedml h:umy

and stained by the fluorescence plus Giemsa (Fra)
technique (Perry and Wolff, 1974), m label index
of control preparations was cal d as foll

LI, = No. ol' blue nuclei/5000 evaluated nuclei. In
the TG culture preparation, LI = No. of blue nuclei
(mutants)otal number of nuclei recovered from TG
cultures. The Vfindex is the calculated as: LI/LL.

were obuained by questi and physical ex-  Cytoenetic studs

wninagon. Lymphocy | were prepared and harvested
8148and 72 h as previously reported (Ostrosky-Weg-

Sampling man e al., 1986). Microscopic prepantions were

Venous and first void urine samples were obiained
early in the day, coded and sent by air (approximately
3 0). Blood samples were not refrigerated and upon
arrival (o the laboratory were rapidly processed 10
s the lymphocyte cultures and the HGerT assay.
Urine samples were swred in plastic bottles & 4°C
and protecied from light unti! the analysis was pes-
formed.

Determination of As in urine

Urine samples were digested sccording o Cox
(lm).mmm\Swofmpnicw inorganic
ansenic were made with a Vasian AA 175 alomic
absorption spectrophotometer equipped with amodel
65 vapor generation y. All

stained with the Fra method. The analysis of ca and
SCE was perfi d in 100 ive first-division
metaphases and in 30 consecutive second divisions
metaphases, respectively, all with 46 ceatromeres.
The proportion of polyploid cells and of cells with
44, 45, 46, 47 or 48 chromosomes in 50 consecutive
metaphases, was also scoved,

The proportion of firss, secand end third or sub-
sequer (M1, M2 and M3 respectively) metaphsses
was deiermined in 100 consecutive mitosis, 10 carry
out the study on proliferation kinetics.

RESULTS

Arsenic levels found in urines are shown in Table 1.
The vllues were corrected in relation 0 excreted
asa of urine concenuration, Ar-

wese made using 8 dewserium back d
Freeze-dried wine standard reference maierial ror
toxic metals (sam 2670) was analyzed for As and
average values within +9% of cenified values.
Creatinine in urine was measured according 10
Bounes and Tawssky (1945). As species were deter-
mined sccording 0 Fos er al., 1984,

Moutagenicity at the ucenr locus

The msay was performed as described elsewhere |

(Ostrosky-Wegman e/ al., 1937). Briefly, peripheral
blood Iymphocyles, separated by Ficoll-Hypsque
centrifugation were cryopreserved at -70°C in res
1640 medium with 10% autologous plasmaand 7.5%
dimethyl suiphoxyde, at a cellular density of 107
celvml. The cultures for thioguanine (TG) selection
* were set up afier thawing the cells at a density of §
x10cells/ml inrma 1640 with 20% sutoloous plasma,
stimulaed with mia and incubaied at 37°C for 24 b,
Bedl) 4 x 10 M fina) concentration) was added for
the lan1 16 b of culwre. Incubation was ended with
0.1M citric acid and culiures were fixed with
methanol: acetic scid (7 1.5).
Slides for mic P |

senic excretion by low exposed subjects were on
average 10 times lower than those found in highly
exposed ones. Dimethylated and methylated acsenic
forms constituted in average, in both groups between
70- 80% of total arsenic excretion, Highly exposed
individuals showed higher proportions of dimethy-
lated arsenic and lower of monomethylated arsenic

Table 1. Assenic levels speciation in urine samples

High Exposurs Low Eaposure
Anenic/ 1565 £ 0.916 0.12t £ 0.09%0
cratinine
[l
% Organic Nnes ¢t 60 ®’2 £9.10
Arsenic
%DM 8570 £ 11.78¢ 7648 2931
Arsenic
S MM 11.30 ¢ 3.90° ns t931°
Arnic
Yan o M
of Residence (21462) (5-36)
*Cwapanp < 0.05.
DM. 4 MM:

Were prep
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{p < 0.05), while the percentage or organic arsenic
was similar in both groups (p > 0.05). 4 highly ex-
poscd individuals showed skin fesions such as: hy-

is, hypo-and hyper-pig ion and skin
homs no skin lesions were found among the lowly
exposed. No correlation was found between age,
time of residence in the area, skin lesions and ex-
creted As.

The cysogenetic swdies revealed no differences

beiween the frequencies of sce in both groups
(Table 2 A and B). The types and frequencies of ca
are also presented in Table 2. The average percentage
af chromosomal aberrations found were similar in
the high and the low-exposure groups, nevertheless
the i of ) 1 aherrats

q ¥ P
like dicentrics, rings and translocations, found in the
high exposed individuals was 0.73% which is more
than four times the perceniage found in the fow ex-
posed group (0.16%),

'hhlc 2A. Chromosomal sbermations, sce. and V£ in individusls

with high exposure
indiv. saps <f, del, of, ex. cm, del. X SCEt $.D. vt
3 8 1 t 2 10.5£3.9
2 2 N 1 9.6£3.9 .53
3 8 1 1 8238
4 50 6.5£2.2 A
5 2 t 6524 X
6 4 t 10.6£4,1 i
1 5 CETEELT T
8 1 75531 .
g 5= “10.0£4.2 N
10 2 ND 28
it s 13205
% #1457 5031299 -
lelc2B Chmmosemal abemuuns sce and Vlin
L wuh law exposuvc
Indiv.. : gaps 7 Tersdel s Lien en Y com del,
12,74 3
13 2. 10
14 3
1500 T
16 76
1. o6
W8
19704 B
B
21 -6
2 7 -
23 3 v
24 1 _ -2
%! s.a 091 0.16 132

. del: chtomasome deletiont; cs.ex.: chromosame exchanges.
cnm. del: cheomatid deletions, can. ex.: chromatid ud\-ngm
ND: not determined. R

006

9.1 2.3

<2424 2.26




The frequency of lymphocytes resistant to thio-
guanine in high exposure subjects was twice as high
as that found in fow exposure individuals (Table 2),
however analysis with the Kruskal-Wallis test sho-
wed no significance.

Higher frequencies of polyploid cells were found
inthe high eaposure group (p <0 05) the proportion
of hyperdiploid cetis also e d although not sig-
nificantly (p > 0.05) (Table 3).

The analysis of the proportions of M1, M2 and
M3 in 48 and 72 h whole blood lymphocyte cultures,

Flgure 1. Kinetics of lymphocyte proliferation and A.G.T.

% 01 M1, M; M3
o0 2 ana 20

AQT
r -

showed that there was a higher 7'
of (M1} in the cul of the high exp subject,
who also had 2 low proportion of M3. (Figure 1),
A chi-square test showed significance p < 0.05 a1
72 h, The average generation time (act) (Iveu and
Tice, 1982) was of approximately 19 h for the low
exposure group while it was of 28 h for the high
exposure group.

5% ¥

DISCUSSION

A EXPOSURE LOW EXPOSURE

mvw v 3w e aar

to methylate As due to the chronic exposure o higher
doses. Inorganic arsenic represented 20% of ol
arsenic excretion.

The higher proportion of polyploid cells in the
exposed group seems Lo indicate that As exposure.

pairs appropriate first cell division and that could

The to As was d d by 8 As
levelsi m the well water and in the urine of mdmduals
As corcentration in water, for the high exposure
group was 8 times higher than the maximum limit
recommended by wHo while the average total As
concenyation in urine from cxposed mdmdudls
{Table 1) was 10 times that i

result in the slower replication kinetics observed in
the lymphocyte cultures from highly exposed in-
dividuals.

It has been shown (G et al., this volume)
that, in vitro inorganic arsenic inhibits lymphocyte
timulation and proliferation, while Waldes es al.,

h

for non-occupational exposure (wio, 1981). As the
only source of water for these towns is the well water
comammaled with As, the duration of residence was

idercd an of chronic exposure
(Table 1). Highly exposed individuals showed greal-
er percentages of dimethylated and lower of mono-
methylated than the low exposure individuals while
the proportion of organic arsenic was simitar in both
groups. This probably represents a higher capacity

1971, reported that immunosuppressed patients de-
veloped skin lesions and skin cancer similar to those
observed individuals chronically exposed to As
(Cebrign er al., 1983; Cebridn, 1987). Thus, chronic
As exposure could impair immune cell response,
allowing damaged cells in the skin escape immune
system surveillance, survive and eventually be trans-
formed in malignant cells.

In conclusion, although some of the individuals

Table 3. Proportions of mewaphases with polyploid and aneuploid number of chromosomes

Number of chromosomes/metaphsse

“ 4 46 47 48 Polyploid

High Mi 0.06%0 01348 07181 0.0600 00148 0.0018

exposire M2 00714 o134y om28) 00436 0007  00119*

Low M) 0.0338 01369 07861 00369 0,006} 0.0030

exposite My 00615 0.1507 07523 00338 00030 00030
*pc 0.0_!.‘



from the high exposure group showed clinical signs

of hydmarsenicism. we could not find a clear

gcnoloxxc effect in the parameters studied. “Non

hanism due to As exp are more

ewdcm. Polyploid (cuad.ryplmd) second division
h are more frequent in the highly exp

group and the cell cycle kinetics delay correlated

with the in vitro effects of inorganic arsenic salis on
GO-G1 tymphocytes. These facts give evidence for
“non genotoxic” mechanisms of action, most likely
by inhibiting or interacting with different types of
proteins: inhibiting ona repair (Li and Rossman,
1989), cell division and/or the immunalogical ca-
pacities of individuals.
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Summary

Arsenic is a well known carcinogenic environmental pollutant although
its mechanism of action remains unknown. Since alterations in chromosome
segregation have been observed in individuals exposed to high 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 werg scored. A dose-related effect was observed: the
highest concentration (10 pM) 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 arrest was
evaluated in cultures treated for the last two hours. Sodium arsenite can
produced a 40,24% and a 12 33% of the colcemid effect (mitotic arrestant
effect at 10 uM and 10" pM 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 arrestant
effect.

Key Words: Sodium Arsenite, Human Lymphocytes, Aneuploidy,
Mitotic Arrest.
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INTRODUCTION

Aneuplmdy 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 ;,enetlc material
among daughter cells is associated with 35% of human spontaneous abortions
and has been also_ observed in association with’ mallgnant", ransfonnatlon'
events (Hassold, 1985; Conti‘et al., 1986; Oshimurz and: :Barrett -1986).
Environmental exposure to aneuplond agems is therefo :

mitotic arrest and -
ash l985 Llang

sén fhas a hlgh
tere cytoskeletal

A chromosome aberrationf
lymphocyte cultures from individua
revealed a high propomon of polyplond

a modified cytogenetic harvestmg techmque to avond 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 other was designed to
evaluate the induction of mitotic arrest (cytostatic effect). Sodium arsenite
(NaAsO37) obtained from Sigma, was dissolved in stertilized culture medium.
Each donor was sampled twice, data reported represent the mean of both
experiments.

Aneugenic effect

Peripheral blood was obtained from healthy 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 m! of blood in 6 m! of RPMI culture medium supplemented with
1% of L-glutamine and non-essential amino acids (Gibco), 32 uM of
bromodeoxyuridine (Sigma) and 0.2 m! of phytohemagglutinin (PHA)
(Gibco). Cultures were incubated for 72 h at 37°C with exposure to arsejic for
the last 24 h before harvesting. ‘ghe doses tested ranged from 1 to 10 uM.
Culture media and colcemid 10 pM were used as negative and positive
controls, respectively.

Harvesting and scoring.

Two houts before harvesting 0.2 ml of colcemid (Gibco) was added to
each culture and.incubated for 2 li’at 37°C. Cells were centrifuged at 300 x g
in. After the:supematant: was removed, the cells were placed in a
hypotonic solution:: KCl: 0:|M(Dauford, 1984) at 37°C during 10 min. Cells
were then fixed and washed with chilled methanol-acetic acid 3:1. Slides were
prepared specially. for aneuploidy scoring, dropping the cells gently on the
microscope slides, air dried at room temperature and.stained by the Perry and
Wolff (1974) method.

200 metaphases at first and second division, respectively, were analyzed
to determine the frequency of heteroploid cells, classifying them as hypoploids
(when less than 46 chromosomes were present), hyperploids (when more than



46- chromosomes ‘were present) and tetraploids (when approximately 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 of
them were the same donors as before) were treated with sodium arsenite (same
concentrauolls as before) for the last two hours of culture. Culture media and
colcemid 10 pM were used as negative and positive controls, respectively.

Harvesting and scoring.

At 72 h, cells were centrifuged (300 x g ) for 10 min. After the
supernatant was removed, the cells were placed in a hypotonic solution (KCI
0.075M at 37°C) for 30 min. Cells were fixed and washed with methanol-
acetic acid 3:1. 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 10° uM 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 thickness of
the chromatid or as a displaced piece. (b) Rearrangements. Included in this
group are both chromatid-type figures, characterized by the abnormal
arrangement of the arms of one or several chromatids which form multiradial
configurations, and inter-chromosomal rearrangements resulting in rings and
dicentrics. (c) Muitifragmentations. This group is comprised of cells in which
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more than t0 breaks were observed. (d). Pulverizations. Included in this group
are cells in which all of the chromosomes are fragmented.

Statistical analysis

An heterogeneity chi2 test was used to compare the response of all 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 all parameters together with a
P<0.05. This analysis showed that the individuals maintained the same
behavior through all parameters in all the concentrations employed except in
the positive control (colecemid 10”°uM). Increments in afl parameters kept the
same proportion in the 3 parameters evaluated within all individuals, and the
susceptible individual always had a higher proportion than the others in all
parameters analyzed.

RESULTS

As shown in tables | and 2, arsenite induced hypoploidy, hyperploidy
and polyploidy in first and second division cells in all 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® uM of trivalent arsenic induced similar
frequencies of hyperploid and tetraploid cells as those observed in the positive
control, and more heteroploid cells than colcemid at the same concentration
(l()'2 pM). No effect was observed in two individuals with the lowest dose
employed (l0"° nM).

The frequency of aneuploid first division cells (y=2.91(x)+43.78,
1*=0.57) presents the same trend as the frequency of aneuploid second division
cells (y=3.86(x)+61.11, r’=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 of heteroploidy (individual 1) (chi®, P<0.05). This donor had
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higher levels of ancuploidy and polyploidy induction with the highest doses
(P<0.05).

Table 3 shows the mitotic indexes obtained when sodium arsenite was
evaluated as a mitotic arrestant, A dose-response effect was observed in each
individual (Figure 2) (Student's "t", P<0.05). Chromosomes cbtained from
arsenic and colcemid treated cultures had the same condensed appearance.
Donor one, the most sensitive mdw:glual (P<0.05) showed 83% of the effect
induced by colcemid at a dose of 10~ uM, while the others had about 30% of
the colcemid effect. Arsenic showed less mitotic arrestant effect than colcemid
at the same concentration (Table 3).

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

Chromosomal aberrations scored at 10° pM of sodium arsenite
treatment (Figure 3), supported the data on the different individual
susceptibility between the donors of this study. The sensitive individual (1,
P<0.05) had a 66% of cells with aberrations and a total of 118 chromosome
aberrations in 100 cells analyzed. The most frequent types of damage found
were chromatid breaks and cells with multiple chromosome and chromatid
breaks. The other donors had about 30% of aberrant cells and a mean of 53
chromosoine aberrations in 100 cells. Donor number 1 showed again increased
sensitivity (chi2 for heterogeneity test, P<0.05) with respect to the evaluation
of chromosomal structural aberrations (Figure 3).

DlSCUSSlON

The treatment of prohferatmg human Iymphocytes with sodium arsenite
resulted in “the. mductl nof aneuploxd and polyplond cells 1'I11ese results are m :
agreement wnth the
Iymphocytes ‘b

5% of aneuplmd cells were obtam in: this study as Cnmmo et al (1986) h'we
sug;,ested for. "m vmo testmg of aneu;,emc az,elns i L : ‘



There are several mechanism of aneuploidy induction involving
centromeres, kinetochores and proteins of the mitotic spindle (Galloway and
Ivett, 1986, Cimino et al., 1986, Barrett et al., 1987). Arsenite affinity for
sulfhydryl groups of proteins is well characterized (Vahter, 1988), Liang and
Brinkley (1985), reported that compounds that bind to sulfhydryl residues of
tubulins and prevent polymerization also induce mitotic arrest. This effect
might explain the mitotic arrest induced by As III and the higher frequencies
of second division polyploid cells that might originate from disruption of the
mitotic spindle and the chromosome migration to the cell poles at the end of
the first "in vitro" cell division.

Arsenite induced higher frequencies of chromosome unbalanced cells
than colcemid at the same molar concentration, nevertheless colcemid was
more effective when we compared the mitotic arrestant 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. It is known that some
individuals have different capacity of drugs biotransformation (Wiencke and
Yager, 1992; Ostrosky-Wegman et al., 1986). Many of this differences are at
the genetic level and related to the enzymatic capacity of detoxification.

The exposure of human lymphocytes to arsenite concentrations similar
to those observed in the blood of exposed individuals (approximately 1X10°
pM) (Vahter, 1988) induced chromosome unbalanced cells. There is evidence
that arsenite (100uM)-altered cytosl\eletal structures in '3T3" cells (Chou,
1989), while: dlmethylarsemc acid (ZOOpM) mduced polyploxd V79 cells
(Endo et al., 1992). The. aneuge ic: capacxly of:arsenic:salts cotild. be one of
the mechamsms by which’ e\posure' to’ thlS metallond ‘exert its co- mutagemc
and/or co- carcmogemc effect (Barrett et aI 1989 and Rossman et al 1986)
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TABLE 1. PERCENT OF HETEROPLOIDIES‘IN FIRST‘DAI\"ISION CELLS. .. -

DONOR - TREATMENT % HYPOP. % 2N ' % HVPER. -~ %4N_

100 825

1
2 COLCEMID 9.0 84,07
3 10.5 83.0
4 70 ~90,57
Xise 90134 85£3.22 ;
1 24,0 .
2 Aslll+ 200
3 10° pM 6.5 -
4 150 :
Xise, 1634653 i e
1 27.0 e
2 As Hi+ 18.0
3 10%um 120 .
4 12.5 i L
Xise. 17426037 - b
1 17.5° Qe
2 As I+ : 0’
3 10°uM SO
4 ' - T e
Xis.e. i L
1 . - 0 g s
2 As lI+- 0-+
-3 107 M 20
4 B R 0
x:s.e.f- S0 e
1 TR 0
2 As I+ =20 0
3 107 yM -0
4 LT S
. Xise 0 .
1 i 0
2 CULTURE 0
3 MEDIUM 0
4 : : 0
Mm' 45805 95 20,25 S0

. b valucs onh lotd, da!a, *4P<0.05 (student's "t" test), s.e.: stnndnrd cn'or,
%HYPOP.: pcrccnl of hypoploid cclls %HYPER pcrccnt of hy| erploxd cclls
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TABLE 2. PERCENT OF HETEROPLOIDIES IN SECOND DIVISION CELLS.

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

1 100 8.5 . LS
2 COLCEMID 12,0 73.0 9.0
3 9.0 71.0
4 6.5 830 o
Xise 93198 763471 :
1 245 .
2 As i+ 185
3 10 uM 6.5
4 16,5
Xise. 16.546.48
1 23.0
2 As 111+ 19.5
3 107 um 14.0
4 15.0
Xise, 17.843.61
1 12,5
2 As [+ 8.0
3 10° um 140
4 125
Xise, 1174225
1 100 -
2 As [+ 4.0
3 10% um 9.5
4 E 2100 S
Xits.e, /8. b
1 S
2 As I+ .
3 M
U Xdse b
1 )
2 CULTURE
3 MEDIUM
4
Xﬂ.e.
*non.-t valucs on h loidy dm, **P<0.05 (student's "l" test), s.e.: s!and:m‘l error,

Y%HYPOP.: pcrccnt of hypoploid cells, %HYPER :

crccnt of h) perplo:d r.clls
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TABLE 3. MITOTIC ARRESTANT EFFECT OF SODIUM ARSENITE,

DONOR  TREATMENT M.L % MIT, ARR. .
| 0,043 1000 30,
2 0,0332 00
3 0,0424 100
4 COLCEMID 0,0668 S 1007
5 0,0807 00
1 0,0002. P4 0,58
2 0,001 5 7301
3 10,0007 T L 17T
4 AS I+ 0,0007 -2 1,08
5 tuM 0,0007 0,86
! 0,0358 83,18 .
2 0,0072 " 21,81 .
3 N 00187 44,29 e
4 AS I+ '0,0185 27,72 .
s WwipM 10,0195 24,21 - ..
1 048 33,67, e
2 i s 118,87 ]
3 L L0 e
4 AS I+ +30,31 .
5 10 M e
1 - .
2 .
3 e
4 Liw
1 .
1 .
2 .
3 s .
4 AS I+ .
5 10" uM ot
“ X
2 e
3 I .
4 AS I+ - . R .
5 10 uM 20,003 3,1
1 0,0006
2 o 0,0014
3 R e 0,0008
4 . CULTURE 0,002 = :
s MEDIUM =7 70,0024 3,07

*P <0.001 (student's "t" test), M.1.: mitotic index, %4MIT.ARR.: percent of the
mitotic arrestant effect, this was calculated taking the mitotic index values of
colcemid treated cultures as 100% for cach individual and comparing data to
this value, : S : .
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FIGURE 2 MITOTIC ARRESTANT EFFECT OF
SODIUM ARSENITE
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FIGURE 3
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FIGURE 1. Linear regression of heteroploidies in first and second
division cells.

X axis: log. pmolar concentratlon (1X10%). ® first division cells, — r=0. 75
p=0.0001 (y=2.91(x)+43.78, r =) 57) 0 second division cells, - r=0.82,
p=0.0001 cells (y=3.86(x)*+61.11, r’=0.68).

FIGURE 2. Mitotic arrestant effect of sodium arsenite.

Mitotic Index determined by number of metaphases in 5000 nuclei scored.
Mitotic Index in colcemid treated cultures (lXIO uM) was taken as 100% of
effect for each individual, mean of two experiments, +: semi standar deviation,
X axis: log. pmolar concentration (1X10%).

FIGURE 3. Chromosomal aberrations induced by Sodium Arsenite
(1X107 uM).

CNT: average control of four individuals, B’; single break, B'":isobreak, C.Ex:
chromosomat exchange, M: multifragmented cells, P: pulverizated cells, #c/a:
number of cells with aberrations, #t.ab: total aberrations scored, 1,2,3,4:
individuals, mean of two experiments.
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DISCUSION GENERAL

En linfocitos humanos tratados con arsenito de sodio, y utilizando
anticuerpos anticinetocoros para marcar células con micronticleos, Eastmond y
Tucker (1989) mostraron que este compuesto tenia una actividad
predominantemente clastogénica (rompimiento de cromosomas), aunque
también inducia micronicleos con cinetocoros. Ya que esto puede implicar
una capacidad aneuploidogénica y, debido a que se encontré en un estudio
piloto realizado en la region de la Comarca Lagunera en México (Ostrosky-
Wegman et al., 1991), que la exposicién a altas concentraciones de arsénico
en el agua de bebida inducia células poliploides "in vivo" (Gonsebatt et al.,
1992, anexo I), 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 proliferacién con arsenito de sodio,
produce células tanto aneuploides (con un nimero de cromosomas distinto al
normal, 46) como poliploides (células con el doble o triple del numero
cromosémico normal).

Utilizando el método tradicional se obtiene mayor informacién y resuita
- ser mas sensible en cuanto a las dosis que se pueden utilizar, aunque es mas
faborioso y requiere de un adiestramiento mas prolongado para su evaluacion.

Los niveles basales de aneuploidias. obtenidos en este estu io se
- encuentran alrededor del 5%, tal. como Cimino'y_ cols. (1986) han’

para pruebas de agentes mleugemcos"et éstudlos 'in- vxtro" con " células
humanas. s

Existen varios mecanismos propuestos’ para la’ induccion de células
aneuploides y poliploides, estos mecanismos involucran a los centrémeros, los
cinetocoros, las proteinas del huso mitdtico y el bloqueo de la citocinesis
celular (Barrett et al., 1987; Cimino et al., 1986; Galloway and Ivett, 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
polimerizacion (necesaria para la constitucion del huso mitdtico y la
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segregacién de los cromosomas en la division celular), induciendo asi,
aneuploidias y arresto mitotico.

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

El arsenito de sodio indujo una frecuencia de células aneuploides (tanto
hipoploides como hiperploides) y ?oliploides mayor que el colcemid con la
misma concentracion molar (1x10™ pM). Por otro lado, el colcemid fue mas
efectivo que el arsenito de sodio en inducir arresto mittico (40% del efecto
del colcemid). El hecho de no encontrar la misma proporcion entre los dos
diferentes efectos con estas sustancias puede indicar que la inhibicion de la
formacion del huso mitético, por parte del arsenito de sodio, no es completa o,
que el arsénico tiene un mecanismo de accion diferente del colcemid en la
produccion de estos efectos.

Se sabe que el colcemid se une fuertemente a un sitio en el dimero de
tubulina que no esta expuesto cuando el dimero se encuentra ya ensamblado
formando microtibulos y, que por lo tanto, bloquea la elongacién de los
microtiibulos para formar el huso mitdtico, 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 proteinas presentes en el suero de los individuos (reduciéndose
de esta manera la concentracion efectiva de arsenito de sodio que puede
interactuar con los linfocitos), puede unirse a otras células presentes en la
sangre (como a los eritrocitos, por ejemplo), o puede simplemente deberse a
diferencias en la eficiencia de destoxificacion celular (puesto que el arsénico
puede ser secuestrado por enzimas y proteinas y eliminado de la célula).



Dentro de los mecanismos de eliminacion del arsénico se encuentra la
via del glutatién, y la capacidad de produccion y reciclaje de esta proteina se
encuentra directamente relacionada con la eficiencia en la eliminacion de los
compuestos. Muchas de estas diferencias estan a nivel genético y se
relacionan con la capacidad enzimatica de destoxificacion celular y de
recuperacion de los tejidos.

Se sabe que los individuos tienen diferente capacidad para
biotransformar drogas (Gonzilez y Gelboin, 1993; Nebert, 1989; Elizondo et
al., 1994) y que pueden tener, al mismo tiempo, una distinta capacidad de
eliminacion, excrecion y acumulacion 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 elevacién en la cantidad de aberraciones cromosomicas
después del tratamiento en tanto que en otros dos pacientes no cambiaron los
niveles basales de aberraciones cromosomicas detectados. Ademas se observo
que en tratamientos "in vitro" de linfocitos humanos con esta droga, el 50% de
los individuos estudiados tuvieron un incremento en la induccién de
aberraciones cromosémicas e intercambio de cromatidas hermanas y el otro 50
% no sufrié cambio en los niveles basales de estos dos parametros.

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 encontré que el 25% de los individuos estudiados presentaban
un incremento en ¢l indice mitdtico y el 83% de los individuos presentaban
una cinética de proliferacién mas acelerada, Wiencke y Yager (1992) han
reportado una diferente susceptibilidad al efecto sinergistico del arsénico y el
diepoxibutano,

La exposicion de linfocitos humanos a arsénico en concentraciones
similares a las que se presentan en la sangre de individuos ambientalmente
expuestos, aproximadamente 1x10°uM (Vahter, 1988), induce células
aneuploides. Existe evidencia de que el arsenito de sodio, a concentraciones
de 100uM, puede alterar la estructura y funcion del citoesqueleto en células
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T3 (Chou, 1989), y de que el dcido dimetilarsénico (200pM), que es uno.de
los - compuestos de excrecién en individuos expuestos, induce células
poliploides en células V79 (Endo et al., 1992).

El hecho de encontrar frecuencias de abortos espontineos mas elevadas
en mujeres que estuvieron expuestas, tanto ambiental como ocupacionalmente,
a altas dosis de arsénico (Nordstrém et al., 1978a; 1978b; 1979a; 1979b;
Borzonyi et al., 1992), puede ser otro indicador de que se generan productos
con informacion genética de mds 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 inhibicion de
ligasas (Li y Rossman, 1989) y el de amplificacién génica (Welch, 1992),
conllevan al individuo a desarrollar procesos cancerosos.
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