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Soto-Reyes, E. 2001. Efecto genotoxico producido por los metabolitos
trivalentes del arsénico en linfocitos humanos. Tesis de Licenciatura. Facultad
de Ciencias. Universidad Nacional Autonoma de México, México.

RESUMEN

El arsénico es una carcinégeno comprobado, y se cree que uno de sus efectos es

la producc10n de radlcales llbres formados por las diferentes especies de este

reportado que las especies metiladas trivalentes

Va's-:toxicas. Es por ello que este estudio tiene por

Imfomtos de dos donadores, para ser

s arsenicales empleando un amplib rango de
concentracic os resultados obtenidos sugieren que los metabolitos trivalentes
del arsénico (DMA "'y MMA ") causan un dafio genotédxico por accion de

"' mas genotoxico a concentraciones altas,

radicales libres, siendo el DMA
mientras que a concentraciones bajas el MMA" es el metabolito que produjo mas

dano genotéxico.




INTRODUCCION
ANTECEDENTES DEL ARSENICO

Se han reportado altas concentraciones de arsénico en el pelo de momias

encontradas después de cientos de afios de preservacion en el desierto de

Atacama, Io cual sugiere que elfarSéni_co ha estado con el hombre a lo largo de

la hlstorla (Zald ar‘y Ghal, 1980)

’fe tos tox:cos del arsénico fueron descntos por Dioscorides en el

ipocrates, quien

Napoleénica

la::Sociedad :internacional
de:arsénico . colocadas en su vino,

'6"obesb lo cual resulta.

inconsistente . la teS|s del envenenamlentoi

por afséniéd',(leqeh’, 2000).




El arsenlco ha llegado a tener un papel tan |mportante que lncluso enla e

Ilteratura se ha utlllzado como el arma’ perfecta en asesunato ejemplo de ello Io .

tipo de cbmpuestos, repercutiendo en problemas de salud y del ambiente

(Gebel, 2000; EPA, 2001).
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ARSENICO
El arsénico (As) es un elemento que se situa en la tabla peridédica en el grupo 15

antiguamente llamado VA bajo el nitrogeno y el fésforo. Su namero y peso

atomicos son .de 33 y de 74.9 respectivamente. Esta clasificado como un

elemento . de . transicion o' metaloide (elemento que comparte caracteristicas

fisicas'y quir je los metales como de no metales) (Casarett, 1986).
atural de color gris metalico, que normalmente se
encue_htra r4 en'combinacién con otros elementos como oxigeno,

es-comun su unidn-.con . carbon (de una manera

covalente) S hldrogeno constltuyendo compuestos organicos. Estos compuestos




son polvos de color blanco - 6 mcoloros lnbdokosf'v,'e'inféipidos' (Hodgson 'y

Mailman, 1998)’

Arsma (Gas)
La toxncndad comparatlv de esto _‘grupos “depende tanto de su estado de

oxidacion, la ruta de egpqs;crqn y de su splublhdad (Stokinger, 1981).

uUsos

Los compuestos de arsenlco se han empleado terapeutlcamente por mas de dos

umi ‘e Isozumi, 2001); como también en los

tra"té‘njj_eﬁtd sma o tripanosomiasis (Jager et al., 1997).
Tahﬁbién‘ ha empleado como un agente quimioterapico en contra de
leuc"eyr,h“las; taleécbmo la promielocitica aguda en donde se aplica el trioxido de

arsénico én contra de este tipo de cancer (Chen et al., 1996; Wang, 2001);




Tlene ‘usos ‘en la agrlcultura un ejemplo de ello se observa en la

producc:on de algodon, donde se “'_tll,l,za“'erl‘,acndo_»_,arsenlco (HaAsOy4) para la

deseca;:;o Vc!e las ho;as (Casarett 1986); el Xiderm_ia y'prese‘rvacién de la

gaho (GaAs) y el arseniuro de lndlo (lnAs)

1998).

EL. ARSENICO COMO CONTAMINANTE

En la actualidad el arsénico ha adquirido gran importancia, ya que su uso y
distribucién han aumentado de manera alarmante a nivel mundial, siendo asi un

contaminante comun en el agua de bebida y alimentos. La Agencia de




Proteccnon Amblental (USEPA) reCIentemente disminuyd los limites de arsenlco

1977)‘: Tauwan k(Tsieng et al.,

Argentma (Astolf” .1981),: Chile: Borgono et al.,
dla (Das et al., 1994 1995 Chowdhury

1) Y Mexnco (Cebnan et al.,, 1994), En todos

al arsenlco (Ro;as et al 1999).

Figura 1. Paises donde se han reportado concentraciones de arsénico mayores a la

norma establecida por la USEPA.

en agua de 50 ppb a 10 ppb (EPA, 2001) Desgraciadamente la gran mayona de;{_;.



" Figura 2. Mapa de la Replblica Mexicana en donde se sefalan los estados 'endbﬁde

existen problemas de hidroarsenismo.




reducido a As'

rsénico puede encontrarse de 2 a 5 ppm ,en;fo'rma

capas minerales ampliamente distribuidos en la’

Existen’ lrededéf de 1”501';.>1mi1r,’1erales que =




TOXICOLOGIA DEL ARSENICO
ViA DE EXPOSICIONES AL ARSENICO

Desde una perspectiva clinica, las exposiciones agudas se dan
usualmente en homicidios o suicidios, mientras que las croénicas son

relacionadas mas comunmente con situaciones ocupacionales, 6 en areas

geografica n:minerales arsenicales, repercutiendo en’la

a ingestién es la via primaria de

gua de bebida o p‘orjllé ngest_ic’;n'v"&dea o

. por:la:explotacionide ammzlr_erhkto;mlne[éleA;s’, {por.su uso en pesticidas, ‘como por.

la combustién de carbdn o gases que lo contienen.




ABSORCION

El arsénico es absorbldo en mayor medlda por el tracto ’gastromtestmal y por los T

. pa etc Io cual no constltuye un rlesgo

a la salud (Wexler, 1998).
DISTRIBUCION
Una vez absorbido, el arsénico se disfribuye ampliamehte‘ af los tejidos por _Iavb

sangre. Se concentra mayormente en el higado, rifion, pulmones y piel y en

menor medi‘aﬁe'n musculos y huesos (Casarett, 1986). Las exposiciones créonicas.

'ftr'"buycién (Casarett, 1986). El arsénico puede distribuirse y

mlelma) enrdonde hay una gran cantidad de lipidos y fosfolipidos (USEPA,




1980).- El arsénico también puede. - atravesar la placenta fetal,“provocando asi
que el producto nazca con altas concentraciones de_réste‘ 'metalqide (Ferm, 1977;

Kagey et al., 1977).

METABOLISMO DEL ARSENICO

A lo largo del tiempo el arsénico ha sido estudlado en muchos aspectos 5|endo

su metabolismo uno de Ios mas publlcados en la actualldad

“el-gorila; el el-.cobayo presentan deficiencias en la metiltransferasa,

mientras que-el:congjo, la rata, el ratén y el criceto tienen metiltransferasas del
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arsénico-en- hlgado aunque es lmportante senalar que el hlgado no‘es el unlco

et*al,1999) “Es

organo queﬁpuede metllarf' al arsenlco mor amco (Goermg

k‘ll’él‘ al de

mas solubles y asi que su
sido considerado ‘ con

aparecer reporte

proceso de reduccién vy

metilacion de las especies trivalentes metiladas.

AsVO*+2e—» As"O* + CH's —»

iAs vV iAs '

CH;AsY 032"+ 2e—> CHs;As" 0,2 —» CH5"
MAs v MAs '

(CH3); AsY O, + 2e—» (CH3), As''O - + CH;™.
DMAs Y DMAs !

Figura 3. Secuencia de reduccién y oxidacion para la via de la metilacidon del arsénico (Le et al.,

2000; Tomas et al., 20071).
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Actualmente Ios estudlos de la Vla metabollca del arsénico han avanzado,

al punto que h‘ y ewdenc:as

trivalentes.

i L‘aibiotran

pas'o's‘a"cépt' dos:

v

V As
As Reduciasa
Acen n
As
v

] : Metabol‘itos
de arsénico

' ‘orm cuon' n vivo de las especies metiladas

idea para a metllamon del arsénico, es por ello que

studio-de-la mlsmarvpues esta puede ser un punto crucial

de Ia carcmogeneS|s‘po arsenlco en el humano

sformacién del arsénico en mamiferos esta basada en varios

METILACION DEL ARSENICO

v it
Reduccién (As ————> As )

n L
Oxidacién (As 2 As )"

Lk Sy
Metilacién (A MMASs :)
SAM : S-Adenosiimetionina (Metiltranferasa)

SAH : S-Adenosilhomocisteina’

MMA waa G,SH;', qutg%ién (redu‘c'id:ol);

\Rﬂdudlsa

MMA“I SAM
GSH
SAH

DMA

GSSG : Glutation (oxidado)

Flgura 4. Esquema simplificado del metabolismo del arsénico presente en muchos de los

.

mamlferos incluido el humano (Kitchin, 2001).




SR VSRR A So——— . N

13

' La oxndacmn .yfreducmontson procesos que estan lnvolucrados dentro del E

; y subsecuentemente a la dimetilada (DMA) por Ila

mcorporacnon de grupos metllos lo cual ocurre por enzimas caracterizadas como

\ las metlltranf\'u‘asas con 8§ — adenosn-metlonlna (SAM) como un cofactor

onador"de metllos Despues de Ia metilacion, los subproductos como eI_»_,f

dlmetuarsen co (DMA)"y ‘el monometllarsemco (MMA) se encuentran er

’do ser redumdos al trivalente (Le et a/ 20 ; Kyltch,ih',"

ReCIentemente se vv,ha jllogrado separar: las: . formas - trivalentes y

pentavalentes ’-dé_"l "DMA ,’y»'MMA. Las k‘evspe‘cies pentavalentes son
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termodmamlcamente mas estables es por ello que Ios compuestos trlvalentes

a OXIdars a pentavalentes ’aunque'tamblen es'posrble Ia

tlenden rapldament :

reduccnon de losicompuestos pentavalentes-a’los:trivalentes (Kitchin; '2001)

cual se esté llevando a cabo el expenmento y de manera paralela, su forma de

metabollzar dicho metalonde (Petnck _et' al. 2000).

Muchos autores coinciden-en ;que los ‘productos pentavalentes de las

reaccnones de metnlacnon como MMA y DMA V son significativamente menos
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,toxncas que el arsemco morgamco (As y As V) (Yamauchl et a/., 1994 Petrlck et =

al., 2000),

ue. el metabolismo tiene en si un

que el:huma

ha reportado iferentes fac ores que afectan la biotransformacion delvarsénico
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como son: la- edad el estado nutncnonal la exposucuon a otros agentes o factores

ambientales, I'af‘ nagnitt

mb 4 rgo' hay ewdenmas qt
n o’ de esta vna de de

mas cntotox1 a

-uno de Ios

mayores lntereses amblentaies de presente tlempo.(Zakharyan et al 1995)

EXCRECION

El arsénico es excretado p’on‘_ Ia"'orihé Ias heces y por Ia d ’sescamacmn de la:

dermis, pelo y unas Estas“dos ”tlmas han SIdO utlllzadas co/' ' un metodo de

monltoreo de: Ia exposucylon ocupacuonal en Ia mdustrla (Casarett 1986 Carson

et al., 1986).




; 'ab’sbr:éién y-eliminacién, encontrando asi,

nauseas dolores e

17

EX|sten reportes en donde Ia admlmstracuon via oral del DMA (50 mg/kg) a

crlcetos smos ‘dorad

rb do por»el‘ tracto astromtestlnal provocando

diferencias significativas interespecie

(Vahter et al.,1984).

EFECTOS EN LA SALUD

Las exposiciones agudas son normalmente observadas e sobredosrs 'ya sean '

accidentales, suncudas u homlmdas Muchos efectos se a vust,

gastronn’gestlnal.'

cardiacas (Cas

quemaduras y prurito; d.ék'hdo_'év‘kla pijekl ,q'ria»apafiencia amoratada. Seguida por la

A
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aparxcnon de papulas y erupmon de vesmulas (Uede et a/ 1999 Hundelker et

/ melanosn'

2001) Una ermatotox1c1dad cronlca puede ser dlstlngwbe 'p '

,JOS se presentafuna writéciiéh

P rdlda del apetito y desdrdenes gastrointestinales.
‘a" ca‘rdiovasoular y sanguineo, el arsénico puede causar en
nemia y leucopenia; este efecto se debe a desérdenes

metabollco Existe algunos reportes de dano al miocardio por envenenamiento

por arsemco\:(Hsueh et'a/ 1999)

“Existen evadencnas de que tanto el arsenito (As "), como el arsenato (As V)

tlenen la’ capacndad de atravesar la placenta en los mamiferos. El arsenato de
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sodio y el arsenlto tlenen efectos Ietales para “elt embrlon siendo tambieén un_

'has species’ de mamlf ros"' pues una gran varledad s

’de malformacnones pueden ser.inducidas por este metalo:de (L1 et al, 1998)

,vant'ldotos en contra del envenenamlentoi-.por arsenlco

. ;(Aposhlan et al., 2000)
EFECTOS MOLECULARES ADVERSOS

El arsénico inhibe enzimas mitocondriales, afectado a la respiracidon, que parece

estar relacionado con la toxicidad (Vahter’, 2001). =

'rvédkuc‘:"tas Juega un papel muy importante en el metabollsmo del Glutatlon

(GSH):,' pues mantiene el balance de la reduccion y las formas oxidadas de este
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importahte antioxidante celula[:‘,,(E[eﬁedrﬁan; e‘tia/.,‘,‘,fl‘QSS). Elvmecanis'mo ‘pbr el

cual se da esta inhibicién es debi

‘1992),‘.;?33 como la e’xpi’eSiéndé"Ia'pro'teihafpséf( a zar et a

1998).
GENOTOXICIDAD DEL ARSENICO

La genotoxicidad y citotoxicidad de arsénic’o' whé"suido”ampliamente reportada

(Gerbhart y Rossman, 1991; Jage . st

considerado el arsénico carente 'd a en la mayoria de los

bargo se le

§§ro_s‘kyﬂ-‘,\/,\'/>eg'ma'r{1 et

,"1997; Gonsebatt et al., 1997).
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El As. &l (arsenlto)"es‘mas toxico que el AsV (arsenato) y se cree. tamb;en que es

‘mas genotox:"\"‘ que el A: v (Yu y Snow 1998)

~arsenito:de

ondevhuso mltOthO as:mlsmo se ha

» ntre cruzamlento DNA-Protema (Ramlrez et a/ 1997,

\;_‘ppjyc"JdAucic;_l'a :-"'pér los metabolitos

de compuestos (IARC, 1980).
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ARSENICO Y ESTRES OXIDATIVO.

Se ha observado que la célula.tiene varias formas de proteccion.-en cohtr’a de--

agentes tdxicos, como los metales pesados, que en muchos casos ..prodicen

radicales libres,.los cuales afectan 'de manera indirec

son uimicas. con uno

okiger’id y de

de oxigeno y- un78 % de nitrégeno. *

nison procesos normales in vivo que pueden
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Las. especies reactivas - de oxigeno y los radicales libres se pueden

clasificar en:

.ESPECIE . .. e . -| NOMBRE COMUN ACTIVIDAD O
7 | o VIDA MEDIA
O Molécula de oxigeno Reactivo
‘ Oz — .‘ : ‘ Anidén superdxido ’ Inestable
H.0; Peroxido de Hidrégeno Reactivo
HO, Radical hidroperoxilo Reactivo
HO- Radical Hidroxil 1 x 10”7 segundos
RO- Radical alcoxil 1x 10° segundos
ROO- Radical peroxil 7 segundos
RNO- Radical Nitroxil 5 segundos

Tabla 1. Especies de ROS y radicales libres, su nombre comun y vida media (Daniel y Bankson,

1997).

Los radlcales llbres pueden reaccionar. de tres formas distintas:

radlcal Ilbre puede unirse con un

. Por un lad eI el ctr'n m

erlectron,de otro. l:libre” formando asu una unioén estable

su: electron a otra molécula y asi

n eleétr'én de otra molécula y desestabilizarla

(Damel y 3 ank on !1997)




Los radlcales Ilbres se orlgman de manera natural en cualquner parte de la

sugieren este

molécula

superoxido:-

24
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Es claro que el arsemco puede provocar un estres oxldatlvo en Ia celula

pero exnsten datos contradlctorlos .con respectO‘a que especue especnflca es* Ia“ i

que dana al . DNA Rlce-Evans etv a/ 1991); Extsten varlos reportes donde el

especues reactlvas de oxigeno como el peroxudo y el an supeféxido,
evxdenc:ando que las especies reactivas de nltrogeno como el ‘NO, no
inte,rvien_en en el papel de estrés oxidativo, pues éstas disminuyen, ya que se ha
ob’servad‘o" que el arsenito afecta a los niveles de ATP, el cual es necesario para
el: aumento de ca? +. mtracelular y la formacién de las especies reactivas de

mtrogeno como eI peroxmltrllo (Barchowsky, 1999).

P
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En. experlmentos con. cultlvos de lmfocnos humanos expuestos a As 1

(arsemto) se ha vnsto que exuste un aumento en.la frecuencua de'lntercamblo de

provocado por arsénico.

CARCINOGENICIDAD

Desde 1888 algunos doctores comenzaron a asociar que . algunas personas que

manos pero esta carcmogemcndad se..

ional de Investigacion del Cancer como un

nico: en humanos (IARC, 1980, 1987); aunque hay datos

ue . en ‘modelos animales tratados con éste_.
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experimentales que indican:que la carcinogevnicidad por-arsénico'no se ajusta’a

una re»lacié‘n".(pt'aimerife linear (Rudel1996) S

c_:hos"reportes sugieren que estas diferencias -

“otros animales se debe al hec'hc')ix del
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atrlbuye una mayor toxucndad desarrollando as: un"'ev'ento"',carcinogénicoi'

(Kltchm 2001) Y‘Hay reportes en "donde se' encnona Ia pres 'nC|a de metabohtos B

empo no tan corto g provoca una expo

epercutlendo asi en un p05|ble evento Icarc 10

S blen este metaloide tlene un efecto carcmogemco comprobado se

desconocen los posibles mecanlsmo moleculares por Ios cuales se lleva a cabo

este proceso Debldo a ello se han utlllzado muchos tlpos de ensayos con los

cuales se pretende dlluc1dar estos mecanlsmos Dentro' de estas metodologias
encontramos la electrofores:s unicelular (SCGE) la cual es capaz de detectar

dafio al DNA (Rojas et al., 1999).
ELECTROFORESIS UNICELULAR ( “ENSAYO COMETA”)

_En la busqueda constante de una técnica sensible y rapida que pudiera detectar

el dafio al DNA, asi como su reparacion, Ostling y Johanson (1984) propusieron
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un fluorocromo conocid. mo

DNA al ser observadas al microscopio asemejaban a un “cometa”, por ello se

denomind a esta técnica “ensayo cometa” (Singh et al., 7988).

Figura 5. Imagen en donde se muestran los cometas de la técnica de electroforesis
unicelular. Dentro de esta fotografia se pueden observar dos cometas con daifo en el DNA
(la cual se representa con la migraciédn en su cola) y uno sin dafio al DNA

(http://www.cometassay.com).

.Con’ las modificaciones de Singh, las células que presentan -un-dafio al
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- Con- el tiempo esta tvéchica ha sufrido modificaciones, que permitieron una

mayor sensibilidad vy a',sutvei uvh’may 'c:_‘:ramp'ld de aplicaciones de estudio.

itios' retardad os de
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pH neutro pH 12.1 pH >13
"o “Rompimientos de | « Rompimientos de | e Rompimientos de
doble cadena del| cadena sencilla del cadena sencilla del
- DNA. DNA. DNA.

e Sitios retardados de | = Sitios retardados de

reparacion del DNA. | i reparacion del DNA.

|+ sitios Alcali Labiles.

‘pH en el SCGE”.:

Tabla 2. Posibles ‘eventos involucrados en el dafio al DNA con relacién a'la variacién del

punto crucial de esta técr

que dependiend

sitios retardados de la:reparacion

-13 se ‘pueden evaluar tanto el rompimiento de una cadena sencilla;
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La- sensibilidadrr'de esta- técnic‘a'—*permitexsu“ uso. como ‘una"'pbtente

herramlenta en el estudlo de la genotoxncldad d :bldO a que presenta un 95%

con resultados obtenldos con otros método (Sasakl et al Ol

SITIOS ALCALI LABILES (SAL)

La" |ntegndad del genoma es permanentemente alterada por la agresion de

(apurlmcos ‘y/o aplrlmldlcos(AP)) probablemente las Iesmnes mas: comunes

»agentes exogenos como. endogenos (Lhomme et al., 1999) Los smos abas:cos
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deoxipurinas se forman-en mayor medida que para Ias'déoxipirimidina“s. siendo’

las deoxiguanikr]as, el nuclessido mas labil (Lhomme ét al., 1999).

pueden ser estimada

alcalina y por la electrofore

etal., 1999).
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JUSTIFICACION.

Debido a que el arsénico se ha convertido en un problema de contaminacion,

tenidos de este metaloide se

stados ‘Unidos; India y

tilados

~induccioén

HIPOTESIS.

Si los metabolitos trim'etiladosfd‘ejl arséhido producen dafio al DNA por efecto de
los sitios alcali labiles (SAL‘);‘_ientéyr:n':és'?alfser‘- tratados los linfocitos humanos con
dichos metabolitos, se observara una mayor valor de rompimiento del DNA a pH

>13, que a pH 12.1 y debido a que los SAL se les ha asociado a la induccion de
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radicales libres muy posnblemente se encontrara un mayor efecto blOlOgICO de

estos reflejado en los niveles de la peroxidaciéon de llpldOS de membrana
OBJETIVO GENERAL.

Evaluar por medio de la técnica de electroforesis unicelular, cual es el posible
evento molecular involucrado en el dafio genotdxico producido por las especies

trivalentes del arsénico en linfocitos humanos.

OBJETIVOS PARTICULARES.

e Establecer que tipo de dafo al DNA se produce por efecto de las especnes -

trivalentes metiladas del arsénico (DMA "'y MMA- Wy en Ilnfoc1tos humanos

» Evaluar el porcentaje de sitios alcali fléib'l""‘

l“ MMA m y AS

exposncuon ‘a: DMA

estos metabolitos'y los niveles de lipor

roxidacié
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METODOLOGIA

Obtencion de los metabolitos trivalentes del arsénico (MMA "'y DMA ')
Los arsenicales trivalentes metilados MMA " y DMA " fueron sintetizados como
previamente lo describieron Cullen et al. (1984) y Styblo et al. (1997)..

La identidad y pureza de los arsenicales fue conﬁrrﬁada_g‘sﬂa}niﬁi}o un
HNMR, espybectrofo'té’rhve{r»o de masa y un espectrofotometro deabsorcuon
atérﬁipa*‘(HG;-AAS) como lo describieron Hughes et al.,, 2000; Del Razo et al.,

2001.

Concentraciones utilizadas de los metabolitos trivalentes del arsénico
(MMA " Y DMA ')
Los rangos de las concentraciones de los metabolitos usados, tanto para el
MMA" y DMA™ son de 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 pM, 40 pM, 80 M, 100 uM,

respectivamente; . abarcando asi un amplio espectro. Estas dosis fueron

escogidas con base en diferentes reportes existentes en la literatura (Tatum, et -

2001).

" Los 'metabolitos fueron disueltos en medio RPMI 1640 (Gibco®); y estas

‘lybs* metabolitos trivalentes (MMA vy DMA)”fu’érbni
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Obtencion de la muestra NN ;'—

De dos donadores sanos de sexo masculino, de 19 y 25 anoskrespectlvamente :

se extrajero“ " punC|on venosa 12 ml de sangre entera co

: prewam nte hepanmzada En tubos conicos de 50 ml se adicion6:12.m
a despues colocar los 12 m! de sangre entera quntando Ia agu;a de"_A
la Jermga para ewtar Ia hemohsus de la muestra, y sin romper el gradiente que se

forma por,el ﬁcoll, como lo describe la técnica de Sanderson et al. (1977).

Tratamiento ‘“in vitro”

Para dar eI tratamlento a las células se utilizaron tubos Eppendorf de 1 ml en

- x 10° células resuspendidas en 950 ul de medlo RPMI

atamlento, alcanzando asi Ia: ra |on fflnal de 2.5

viabilida

bromurode etidio)’ para~’poster|orme’nteﬁ'realizar la técnica de electroforesis

umcelular Los expenmentos ‘de la técnica de electroforesis unicelular a pH




Etidio. (Br-Et) (2.0 pg/pl), e
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ne’utro,,pH‘ 12.1-y.-pH >13.'se realizaron por- triplicado, mientras- que los

experimentos de lipoperoxidacion se hicieron por duplicado.

Método dual por fluorocromos para la cuantificacion de viabilidad.
Esta técnica pretende evaluar el estado metabdlico de los lisosomas, como
también la integridad de la membrana nuclear (Strauss, 1991).

Para. esta. metodologia se. utilizaron dos. fluorocromos;. el--Bromuro de

590 nm, usando un objetivo de 20 X. )
elul_vas—‘po'r ’c':dndic'ién. y los resultados de esta se
expresan en'p

de que éstas salieron de su tratamiento.
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Electroforesis unicelular alcalina a pH >13
Esta técnica se realizd conforme a la version propuesta por Singh et al. (1 98;8) y

d;escri‘ta"pbf_ Rojas et al. (1999) con ciertas modificaciones. La cual consiste en

que - au portaobjetos lavado, se le adiciona 150 pl de agarosa regularal 0.5%

stas  laminillas -son ‘colocadas: en ‘un horno hasta que dicha

entiimente y se distribuyé dicha mezcla

a una laminilla..Se .colocd un cubreobjetos sobre la muestra y asi las laminillas

(300 mM de NaOH, 1 mM de Na2 EDTA (Sigma, USA) a un pH> 13). Estas




40

Iamlmllas estuweron mmersas durante 10 mmutos en este amortiguador con el

la- electrofore5|s las,lam

Imaging); el cual permi
w férmula: '

Tail Moment= tamario dev:/a Cél
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Figura 6. Imagen digitalizada y analizada de un cometa por el software Komet

(http:/iwww.cometassay.com).

Electroforesis unicelular alcalinaa pH 12.1

La electroforesis unicelular a pH 12.1 se realizdé como o describen Rojas et al. -

(2000) 'y Tlce et al. (2000). Después del tratamiento con los m ablltos

trlvalentes’de.arsemco As y la lisis a 4°C durante al menos 1.hora (30 ml.de

postenormente neutralizarse con una solucton de Trls base a 0 4 M a pH 7. 5 por

i 15 mmutos Después se fijaron dichas laminillas con etanol absoluto durante 1.

mmuto, dejandolas secar al aire. Se tifieron con 20 ul de una solucién de 2.0
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pg/ml]de' Br-Et. Evaluando asi 100 células por condicion en el microscopio de
fluorescencia con las caracteristicas ya mencionadas. Dichas células se
evaluaron con el programa de analizador de cometas “Komet 3.0 (Kinetic

Imaging); tomando el parametro de OTM.

Electroforesis Unicelular Version Neutra
Esta técnica tiene como fin el detectar rompimientos de doble cadena del DNA,
para lo cual después del tratamiento con los metabolitos trivalentes de arsénico

y As " se prepara una lisis que contenga EDTA di sédico (0.03 M) y SDS (2.5

%), de esta solucion stock se llenaron los vasos Koplin en donde se quedaron

las laminilla a 4°C durante al menos 1 hora. Terminando el tiempo de lisis las
laminillas fueron colocadas en una camara horizontal de electroforesis sobre
hielo, con una solucién de corrida (90mM de Acido Bérico, 5 mM de EDTA
disddico, 117 mM de Tris-Base a pH 7.0). Las laminillas permanecieron en dicha
solucion 'por 2 horas, para permitir asi que en condiciones neutras el DNA
pudiera estabilizarse. Al término del tiempo se procedic a la electroforesis
durante 20 minutos a 0.57 V/cm; para posteriormente lavarse con una solucion
de Tris-base a 04 M a pH 7.5 por 15 minutos. Después se fijaron dichas
laminillas con etanol absoluto durante 1 minuto, dejandolas secar al aire. Se
tiieron con 20 ul de una solucién de 2.0 ng/ml de Br-Et. Evaluando asi 100
células por condicion en el microscopio de epifluorescencia con las

caracteristicas ya mencionadas. Dichas células se evaluaron con un digitalizador
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de imagenes (Kinetic Image) utilizando un programa de analizador de cometas

“Komet 3.0 (Kinetic Imaging); tomando el parametro de OTM.

En la siguiente tabla se muestra las diferencias metodologicas de la

técnica de electroforesis unicelular (SCGE).

VARIABLES DE LA pH neutro pH 12.1 pH >13
TECNICA .

Concentracion de Con 3 capas a|{Con 3 capas a Con 3 - capas ' a

la agarosay 0.75% 0 75% S . _"f

numero de capas

Solucién de Lisis

- EDTA(0.03M)

e SDS (2.5%)

Py EDTA (100 mM)

'NaCl (2.5 M)

A Tris (10 mM), pH
40

e . 1% de Triton X-

100.

-1e: 10% de DMSO.

(y se ajustaelpH a
12.1

“NaCl (2 5M)
e  Tris (10 mM)

e 10% de DMSO

Solucién de
Corrida
(Electroforesis)

Ac. Borico ( 90 mM)
EDTA (2 a 5 mM)
Trizma Base (40 a
117 mM)

Duracion: 2 horas en
solucion de lisis, 20
minutos de corrida.

EDTA (1 mM)

NaOH (0.3 M)

PH 12.1

Duracion: 10
minutos de
desenrollamiento, 20
minutos de corrida.

EDTA (1 a2 mM)
NaOH (0.3 M)

PH >13

Duracién: 10
minutos de
desenrollamiento, 20
minutos de corrida

Electroforesis

0.57 V/cm

0.8 V/icm

0.8 V/em
25V y 300 mA.

Neutralizacion

04 M Tris a pH 7.5
por 15 minutos.

0.4 M Tris a pH 7.5
por 15 minutos.

04 M Tris a pH 7.5
por 15 minutos.

Tabla 3. Diferencias metodoldgicas de la técnica de electroforesis unicelular (SCGE)

modificado de Rojas et al.,, 1999.
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Peroxidacién Lipidica
La Peroxidacion lipidica se realizé6 conforme a lo descrito por Sinnhuber y Yo
(1967 y 1998). Para efectuar ésta técnica se necesitdé obtener 18 ml de sangre
de cada uno de los donadores por puncidon venosa, para lo cual previamente la
jeringa contenia 0.2 ml de EDTA (10%) con el fin de prevenir la coagulacion de
la muestra. inmediatamente después se dio un tratamiento de 4 horas con los
metabolitos trivalentes del arsénico y con el arsenito (MMA "' DMA "' y As ") y
en sangre entera a una temperatura constante de 37°C; después se separé el
plasma sanguineo por centrifugacion en una PicoFuge Stratagen por un periodo
de 5 minutos a 4000 rpm. Se tomdé 1 ml del sobrenadante y se mezclé con acido
2- tlobarblturlco (TBA 0 375%) y 15% de acido tricloroacético que contenia HCI

al O 25% obtenlen' si u 4 volumen final de 3 ml por cada condiciéon (2.5 uM, 5

pM 10 uM 20 pM 40 pM 80ép.M 100 uM, Hz202 como control positivo (100
mM))

Las mezclas fueron llevadas a punto de ebullicidn por un lapso de 15
minutos. Transcurrido el tiempo, estas muestras fueron centrifugadas a 3000
rpm - por 3 minutos.

E!l sobrenadante fue recolectado y se determiné su absorbancia por
duplicado a 532 nm en un Espectrofotometro Pharmacia Biotech Ultrospec

3000. Los resultados se presentan en nanomoles de malonaldehido (MDA)/ mi

de plasma.
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; Analisis Estadistico
Para deteffninar si las diferencias entre el comportamiento de cada una
de rlkasr c;)néeﬁtraciones de las distintas especies arsenicales, analizadas con la
electroforesis unicelular, se utilizé la prueba no paramétrica de U-Mann-Whitney,
debido a que los datos no presentan una distribucion normal (Zar, 1984).
Mientras que para la prueba de peroxidacion lipidica se aplicd la prueba
de T- Student, tomando asi una p<0.05 como positiva. Para el analisis de los

datos se empled el programa de software STATISTICA version 5.0.
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RESULTADOS

Cuantificacion de la viabilidad por fluorocromos.

Esta técnica se aplicé para cuantificar la viabilidad de células expuestas a los

i y As III) a

metabolitos trivalentes del arsénico y el arsenito (DMA ", MMA
concentraciones de: 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 pM, 40 pM, 80 pM, 100 uM, mas
100 mM H202 como control positivo para la peroxidacion lipidica y EMS (1 x107)
para el SCGE.

Los resultados sugieren que a las concentraciones a 40 pM, 80 pM, 100
uM de los metabolitos DMA " y MMA "™ tienen un efecto citotoxico en los
linfocitos de ambos donadores; mientras que las concentraciones 2.5 uM, 5
;_LM; 1‘0 pM, 20 uM, los valores se encuentran por arriba del 96.48 % de
via‘bilrida'd después de un tratamiento a 4 horas. Estos resultados se pueden
obsery\f/af;’; en la tabla 4. de viabilidades abajo expuestas. Las cuales se
cuant’iﬁc:abron por triplicado.

En las graficas 1 y 2 se presentan dichos resultados en donde se observa
cual es la tendencia de efecto citotoxico a dichas concentraciones con los
respectivos metabolitos.

E! MMA ™ a concentraciones de 40 uM, 80 pM y 100 pM, parece tener un
mayor efecto citotéxico que el DMA "', esto se ve aun mas marcado para el

donador 2 como se puede observar en la grafica 2.




Donador 1

Donador 2
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CONCENTRACIONES

DMA™

DMA ™

MMA T

CONTROL

100

100

100

2.5 uM

97.9

5 uM

10 uM

20 uM

40 uM

80 uM

100 uM

EMS (0.1 pM)

9542

96.26

96.26

96.26

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad mediante el método dual por fluorocromos, promedio de

dos experimentos por donador después de 4 horas de tratamiento a distintas

concentraciones de las tres especies.
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Las graficas 1 y 2 muestran el efecto citotoxico de las especies
arsenicales cuantificadas por el método dual por fluorocromos en linfocitos

humanos, en donde se observa que a concentraciones por arriba de 40 uM hay

un efecto citotoxico importante.

120

100 f— i ‘ 5

80 o
\ —e— DMA
60 —u— MMA
\ —a&— As I
40 \\\\
20
o] - 2 T - ™ — —r
o 2.5 5 10 20 40 80 100 EMS

CONCENTRACION MICROMOLAR (uM)

Griéfica 1. Porcentaje de viabilidad de las especies arsenicales (DMA ", MMA "y As " ) en

donador 1.
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—eo— DMA
—&@— MMA
—a&— As Il

100 {— Bz
W 3
] | \ \
] \ \
40 \ V/‘
20 \
o . — : i —"
[+] 25 5 10 20 40 80 100 EMS

CONCENTRACION MICROMOLAR (M)

Griafica 2. Porcentaje de viabilidad de las especies arsenicales (DMA ", MMA "y As ") en

donador 2.

En la grafica 2 se advierte que el donador 2 presentd un menor efecto

citotoxico para el DMA que al MMA.
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Electroforesis unicelular alcalina pH >13

Las graficas 3 y 4 muestran el dafo al DNA detectado por la electroforesis
unicelular a pH >13, por efecto de los metabolitos trivalentes del arsénico (DMA'

"y MMA "'y después de 4 horas de tratamiento en dos donadores. El dario al

DNA esta expresado en OTM.

60

50

40 /
—e&— DMA
30 —.—MMA |
/ —a— As I
5

?‘" //,,41 \i/i
10 ‘///

—r

-

10 20 40 80 100 .EMS
CONCENTRACION MICROMOLAR (uM)

Grafica 3. Efecto genotodxico producido por las especies arsenicales como los
metabolitos trivalentes del arsénico (DMA "y MMA ™) y el arsenito (As ") después de un
tratamiento de 4 horas a pH >13 en el donador 1. Dafio al DNA expresado en momento de
cola de Olive. (Momento de cola de Olive= tamafio de la cola x % de DNA total en cola /
100). Los resultados de DMA a 100 uM no se presentan, ya que estos no pudieron

valorarse por la intensidad del dafio genotéxico (presencia de nubes) + Std. Er.
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metabolitos trivalentes del arsénico (DMA " y MMA ") y el arsenito (As ") después de un
tratamiento de 4 horas a pH >13 en el donador 2. Dafio al DNA expresado en momento de
cola de Olive. (Momento de cola de Olive= tamaifio de la cola x % de DNA total en cola /
100). Los resultados de DMA a 100 pM no se presentan, ya que estos no pudieron

valorarse por la intensidad del dafno genotéxico (presencia de nubes) + Std. Er.

En ambas graficas se puede observar que a altas concentraciones (40 uM, 80
uM, 100 uM) el DMA tiende a producir mayor daio al DNA expresado en OTM
para ambos donadores, mientras que el MMA tiene un efecto menor a las

mismas concentraciones, pero a concentraciones bajas (2.5 uM, 5 pM, 10 uM,

40
—eo— DMA

30 —a— MMA
}{\ —a—As il

) /{/1&/ \/\i =

E———x
o} - - . -
s} 2.5 5 10 20 40 80 100 EMS
CONCENTRACION MICROMOLAR (uM)
Grafica 4. Efecto genotdxico producido por las especies arsenicales como los
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20 pM), el MMA presenta un mayor valor de OTM, mientras que a estas mismas

concentraciones el valor de OTM para DMA es menor.
Electroforesis unicelular alcalina pH 12.1

A continuacion en las graficas 5 y 6 se muestra el efecto genotdxico producido

por los metabolitos trivalentes del arsénico a pH de 12.1.

60

50

w
=2
)
O 40
[17]
o [ o s ey
g —e—DMA |
O 30 —u— MMA i
a —a—As Il |
2
& 20 K
=
o
= /!\i\

) M

&
0 - :
o 2.5 5 10 20 40 80 100 EMS
CONCENTRACION MICROMOLAR (uM)
Grafica 5. Efecto genotoxico producido por las especies arsenicales como los

metabolitos trivalentes del arsénico (DMA "y MMA ") y el arsenito (As ") después de un
tratamiento de 4 horas a pH 12.1 en el donador 1. Dafio al DNA expresado en momento de

cola de Olive. (Momento de cola de Olive= tamaiio de la cola x % de DNA total en cola /

100) + Std. Er.
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Grafica 6. Efecto genotéxico producido por las especies arsenicales como los metabolitos
trivalentes del arsénico (DMA " y MMA ") y el arsenito (As ") después de un tratamiento
de 4 horas a pH 12.1 en el donador 2. Dafio al DNA expresado en momento de cola de

Olive. (Momento de cola de Olive= tamaiio de la cola x % de DNA total en cola / 100) + Std.

Er.
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Induccion de sitios alcali labiles

Al graficar los valores de OTM entre pH >13 y pH 12.1 a las diferentes
concentraciones utilizadas se encontré que el dafo al DNA por el As " a pH
12.1 y pH > 13, es similar indicando que no hay induccién de sitios alcali labiles
(SAL), mientras que con los metabolitos MMA "'y DMA " el dafio genotéxico
observado se presenta mayormente a pH > 13, lo cual es indicativo de una

induccién de SAL, como se puede apreciar en la grafica 7 y 8.
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Grafica 7. Andlisis de correlacion entre la induccion de daifo al DNA a pH >13 y pH 12.1

para linfocitos tratados con arsenito y los metabolitos trimetilados en el donador 1.
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Grafica 8. Analisis de correlaciéon entre la induccién de daio al DNA a pH >13 y pH 12.1

para linfocitos tratados con arsenito y los metabolitos trimetilados en el donador 2.
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Electroforesis unicelular version neutra

En las graficas 9 y 10 lo que se observa es el dafio genotéxico producidos por

- los metabolitos trivalentes del arsénico en ambos donadores, utilizando Ia

técnica a pH neutro en donde lo que se evidencia es que no hay rompimientos

de doble cadena.
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Grafica 9. Efecto genotédxico producido por las especies arsenicales como los metabolitos
trivalentes del arsénico (DMA " y MMA ') y el arsenito (As ") después de un tratamiento de
4 horas a pH neutro en el donador 1. Dafno al DNA expresado en momento de cola de

Olive. (Momento de cola de Olive= tamafio de la cola x % de DNA total en cola / 100) + Std.

Er.
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Grafica 10. Efecto genotdxico producido por

las especies arsenicales como los

metabolitos trivalentes del arsénico (DMA " y MMA '") y el arsenito (As ") después de un

tratamiento de 4 horas a pH neutro en el donador 2. Dafio al DNA expresado en momento

de cola de Olive. (Momento de cola de Olive= tamario de la cola x % de DNA total en cola/

100) + Std. Er.
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Peroxidacion lipidica

Las graficas 11 y 12 muestran los resultados de la peroxidacion lipidica hecha
con los metabolitos trivalentes del arsénico (DMA "'y MMA '"); en donde se
puede observar que para ambos donadores hay una incremento significativo de

MDA en la concentracion mas alta de ambos metabolitos.
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Grafica 11. Peroxidacion lipidica de leucocitos después de un tratamiento de 4 horas
con DMA " en ambos donadores. (los * representan aquellas muestras que fueron

estadisticamente significativas en donde p< 0.0005= ***, p< 0.005 = **, p< 0.05 =*) + Std.

Desv.
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Grafica 12. Peroxidacion lipidica de leucocitos después de un tratamiento de 4 horas
con NMMA " en ambos donadores. (los * representan aquellas muestras que fueron

estadisticamente significativas en donde p< 0.0005= ***, p< 0.005 = **, p< 0.05 =*) + Std.

Desv.
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Correlacién entre rompimiento en el DNA y la peroxidacion lipidica

L.a grafica 13 muestra la correlacion que existe entre el SCGE y la peroxidacidon
lipidica hecha con los metabolitos trivalentes del arsénico (DMA "'y MMA "y en

ambos donadores.
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Grafica 13. Correlacién entre la electroforesis unicelular a pH >13 vs peroxidacion lipidica

de ambos donadores expuestos a MMA "'y DMA ",
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Los resultados en general sugieren que los metabolitos trivalentes (DMA'!!
y MMA ") son mas genotoxicos que el arsenito (As '), siendo este ultimo
considerado como una de las especies mas genotdxicas de este metaloide.

Ambos donadores presentan un comportamiento similar, advirtiendo que

" bresentd mayor dafio genotdxico,

a concentraciones bajas, el metabolito MMA
mientras que el DMA " a concentraciones altas produjo un mayor efecto
genotdxico. Se observd una inducciéon de peroxidacion lipidica para ambos

donadores con ambos metabolitos siendo mas marcada para el MMA M.
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DISCUSION

El arsénico ha llegado a convertirse en un problema grave de contaminacion y
de salud. Este metaloide esta documentado por la IARC como un carcinégeno
en humanos (WHQ, 1993), pero poco se conoce a cerca del mecanismo o
mecanismos por los cuales ejerce su efecto carcinogénico, debido por un lado,
a que no existe un modelo adecuado en animales que pueda reflejar el mismo
modo de accién (Kitchin, 2001).

Se cree que la clave de la carcinogenicidad del arsénico en humanos se
debe a caracteristicas metabdlicas propias, siendo posiblemente los humanos
mas sensibles al arsénico que otras especies (Vahter, 1995).

Cullen et al. en 1984, estudiaron el metabolismo de los arsenicales,
caracterizando la presencia de productos intermediarios formados por la
reducqiyc’:n de los precursores pentavalentes y considerandolos como la via de
desintpxki‘é‘acién mas importante para este metaloide. Sin embargo, en 1989
Cullen ,k‘ét;al. reportan que estos productos, los arsenicales metilados trivalentes,
7 eranr altamente téxicos en bacterias.

Recientemente este mismo efecto lo reporta Styblo et al. (2000) en
mamiferos, afiadiendo que Ia toxicidad del MMA "'y el DMA " es mayor a ia del
arsenito (As '"), mientras que los arsenicales pentavalentes son
significativamente menos téxicos que sus analogos trivalentes. Si bien se ha
caracterizado a los arsenicales y se ha evaluado su toxicidad, en el presente

trabajo se estudio el efecto genotoxico de los metabolitos trivalentes del arsénico
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(MMA "'y DMA "y en linfocitos humanos no estimulados, empleando un rango
amplio de concentraciones. Estas concentraciones se dividieron en dos grupos
principales, por un lado las bajas como: 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM vy ias altas,
en las cuales se encuentran: 40 uM, 80 uM, 100 uM, respectivamente. Debido al
efecto citotoxico descrito por estos metabolitos como se muestra en las graficas
1y 2.

En los linfocitos tratados durante 4 horas con MMA "'y DMA "', se observo
una alta citotoxicidad, lo cual concuerda con lo reportado por Petrick et al.
(2000); Petrick et al. (2001). Si bien, se evalud el comportamiento tanto del
arsenito como de los metabolitos trivalentes, empleando un amplio rango de
concentraciones, las altas entre 40-100 uM, no se ha mostrado que sean
aicanzadas en individuos expuestos cronicamente, haciendo de éstas,
concentraciones biolégicamente irrelevantes, puesto que en los individuos
expuestoskque las alcanzaran, provocaria efectos adversos a la salud de tal
magnitud, como la muerte por envenenamiento; esto normalmente se ve en
casos dé suicidio o asesinato, como lo ocurrido a Napoledn (Holden, 2000).

v Con respecto a la genotoxicidad evaluada como rompimientos de cadena
sencilla empleando la electroforesis unicelular, los resultados obtenidos para las
concentraciones altas (40-100 uM) sugieren que el DMA "' y el MMA " son
genotoéxicos en linfocitos humanos, siendo el DMA "' mas genotoxico (grafica 3);
estos datos coinciden con los descritos por Mass et al. (2001), que de igual
manera usan el SCGE a pH >13 con el mismo rango de concentraciones. Sin

embargo dicho autor reporta el siguiente potencial genotoxico:
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DMA "> MMA "> jAs "~ jAs Y >MMA VY ~ DMA V.

Sin embargo, hasta el presente trabajo, la genotoxicidad de Ilas
concentraciones bajas que representan mayor importancia bioldgica no habian
sido estudiadas. Esto se muestra en la grafica 3 y 4 donde se observa que
ambos metabolitos contintan siendo genotéxicos, encontrando que el que tuvo
un mayor efecto genotdxico en los linfocitos de ambos donadores fue el MMA™,
esta diferencia se puede deber a la toxicidad que mostraron ambos metabolitos,
ya que a altas concentraciones la viabilidad se ve afectada sustancialmente, por
lo que el efecto que Mass et al. reportan utilizando esta misma técnica se puede
deber tanto a un efecto genotoxico como citotdxico.

La variacion del ensayo, empleando condiciones de pH 12.1 permite
detectar solo rompimientos de cadena sencilla del DNA vy sitios retardados de
reparacion, mientras que a pH >13 se identifican tanto rompimientos de cadena
sencilla del DNA, sitios retardados de reparaciéon y sitios alcali labiles (Rojas et
al., 2000). La diferencia entre estas variaciones de la técnica (pH 12.1 y pH >13)
permite conocer si el dafio genotdxico producido por las especies arsenicales es
debido a la generacion de sitios alcali labiles. Al graficar comparativamente el
dano al DNA detectado a pH > 13 y 12.1 se demostrd la presencia de SAL
(graficas 7 y é) en donde se observa que el DMA " y el MMA " son inductores
de SAL a concentraciones bajas, puesto que las pendientes (m) descritas por las
rectas son menores a uno, es decir, que el dafio al DNA es detectado en su
mayoria por las condiciones alcalina (pH > 13). Este fendmeno sugiere por lo

tanto que el dafio que se produce al DNA de los linfocitos es por la formaciéon de
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SAL, mientras que el arsenito (As ™) a concentraciones de 5uM y 10uM no
induce la formacion de SAL, indicando que el dafio que presenta se da por
rompimientos francos al DNA, esto se puede observar en las graficas 7 y 8, en
donde el comportamiento de la pendiente (m) para dicha especie, es mayor a
uno, lo cual sugiere que se detecta mayor dafo a pH 12.1, indicativo
principalmente de rompimientos directos al DNA.

Estos resultados podrian sugerir que la genotoxicidad observada para
los metabolitos trimetilados (DMA " y MMA ") se debe por la generacion de
radicales libres, corroborandose con la peroxidacion lipidica (graficas 11 y 12).
‘Los resultados del SCGE en condiciones neutras, tienden a presentar valores de
cero, indicando que las especies arsenicales no producen rompimientos de
doble cadena de forma estadisticamente significativa. Esto podria deberse a que
con solo 4 horas de tratamiento es dificil observar rompimientos de doble hebra.

Por otro lado, se encontré una correlacion positiva entre la peroxidacion
lipidica y el SCGE, lo cual indica que el dario detectado en el DNA se debe a la
presencia de radicales libres (grafica 13), sin embargo para identificar el tipo de
radicales libres es necesario realizar estudios mas especificos.

Los resultados demostraron que el evento molecular por el cual los
metabolitos trimetilados causan darfio al DNA es a través de la formacion de
radicales libres, mientras que el dafio producido por el arsenito, es por un
rompimiento franco al DNA. La variacién encontrada en la formacion de
radicales libres, muy posiblemente se debié al estado individual de compuestos

antioxidantes presentado por cada donador (Vahter, 2000).
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Si bien la metilacién de los arsenicales inorganicos ha sido propuesta como
un proceso de desintoxicacion, los resultados obtenidos en este estudio, asi
como en los reportes recientes en la literatura (Kitchin, 2001; Mass et al., 2001;
Sordo et al., 2001) indican que esto no es absolutamente cierto, quedando en el
aire la interrogante sobre cual es el papel de estos metabolitos en individuos
expuestos cronicamente en cuanto a la induccién de genotoxicidad, que pudiera
a largo plazo, llevar al establecimiento de un proceso carcinogénico.

Asimismo es necesario conocer la capacidad de metilacién y/o retencién de
los metabolitos en las personas expuestas crénicamente (Mass et al., 2001; Del
Razo et al., 1997), para poder evaluar el posible riesgo que esto implica en el

desarrollo de neoplasias.
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CONCLUSIONES

e La viabilidad celular mostré un dafio citotoxico uGnicamente en las
concentraciones altas (40 pM, 80 pM, y 100 pM) en los metabolitos
trimetilados; mientras que para las concentraciones bajas (2.5 uM, 5 uM, 10

uM y 20 pM), no mostré un efecto citotoxico para todas las especies

arsenicales.

e En nuestro estudio se observé que tanto el MMA "' como el DMA " son
agentes genotdxicos potentes capaces de inducir rompimientos de cadena
sencilla del DNA en linfocitos no estimulados por la formacioén de sitios alcali

labiles, mientras que el As "' produjo genotoxicidad por rompimientos francos

al DNA.

e El grado de g{enoto’xicidad que pudimos encontrar para nuestros resultados

fueron de la siguiente forma: MMA "'~ DMA "> As .

e  Se encontré que los metabolitos trivalentes del arsénico incrementan la

peroxidacién lipidica a concentraciones de 10 pM y 20 uM con DMA " vy el

MMA "' incrementa la lipoperoxidacion en todas sus concentraciones para el
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donador 2, mientras que para el donador 1 tan solo se observa en la

concentracion de 20 M.
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