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

RESUMEN 

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

la producción de radicales libres, . formados por las diferentes especies de este 

metaloide.r~~.evbs i~sttdios"ti.ah reportado que las especies metiladas trivalentes 

::;e:~~~~41¡;~~,,í,~~: ::::::·d::l::ro:~~e:~::::~u::,~:1:e'.'~::;:; 
y la téciiicatde· pero:XidaCión~lipídica; si la inducción de sitios álcali lábiles es el 

, _:,·: :·: :/:T_{-.?i:-·:. pl.~t\t~;·'.).~~~~'.~ ;:n;.;~:r:· '.:~t~\.:" ~{)¿~~-:, .:--:~'.~>.: . -~ · · 

evento e móle~ular Jnvolucr?C:ló· en, el daño genotóxico producido por dichas 
. ": ... ,· __ :/;~- · __ -~~?;< ·;·~f>s~:;r~-~~¡~~~":>~t'.f~.~r:l_\~ir~>{;~::~: ~ ~ /-2- · :~</~ __ : <--:, 

especies en· linfocitos humanos:•.Para ello se utilizaron las especies trivalentes del 

arse~.1c~]l~~~,¡¡r.0w~~;~~~Jl;;\~J~j~f~~~1~~ son consideradas como las mas 
reactivas·parateste·metaloide:<se.obtu'vieron linfocitos de dos donadores, para ser 

tratadosn ~tn~·~~·[~~~~;;y~i~~;~~!~-L~'r~!nicales empleando un amplio rango de 

concent~~c¡b~-~~:~-L)sr~sultados obtenidos sugieren que los metabolitos trivalentes 
.,,_ .·' . ~-·--·'·' . ' . 

del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) causan un daño genotóxico por acción de 

radicales libres, siendo el DMA 111 más genotóxico a concentraciones altas, 

mientras que a concentraciones bajas el MMA111 es el metabolito que produjo más 

daño genotóxico. 



INTRODUCCIÓN 

ANTECEDENTES DEL ARSÉNICO 

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

encontradas después de cientos de. años de preservación en el desierto de 

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

la historia <:Z:aldiv~r y Ghai, 1980). 

L~S ~fect~s tóxicos del arsénico fueron descritos. por Dioscórides en el 
.':··, 

; ~ 

siglo 1 de la era cristiana y sus propiedades 

·.' ~·.· , 

eran :conobi'das por los griegos, 

utilizando· ··a este metaloide desde los.· ;~ieG'.~%~~~\~~ Hipócrates, quien 
' -' ; . ~>·;~: : 

recomendaba·su administración para el ti-atámie.nto de úléeras (Gorby, 1994). 
· <,-~,.:::-{:::~'. <Y· ~-,-:_'.-.:· ,-,'"! ~-(~;. ·--~s~~:::· ~:-·:::·?.< ;~;:·_:,_,_ .. ---'.:::~'(;·-·,_:~.:~l .. :\~if~~?::·-rr;~~:)ft~~r~:~·-~~;_:~f ?t ·<;:::J-'.--:· ~/('.--.~-.:-/_:,-. ,,. -.-. 

··. Erarsénico (As) ha sidó utiliz~do;co111.o:uri veneno por excelencia; un caso 

históri~~~a~··~6r¿~i~a·{~L~{~¿'~~~~'.;,i~,'~~:gy¡~~2~g,~i~' ~íl }ai~ .(jurante el exilio, 
. . - . _'.-~/:e- ·. :·.:~ :~- ::~ ?'.,:f ;~~~6~,?~~1\-}~fqr:~~~§;~;~_~:~~~¿_. __ ,.~~rt -: ~fr~-:~-:-':.~;:r~~~~:~:7::~~'~z ~ -~JB:~:- -~f~~ ... ¡:~2:. -<:~.:~---~ ~:~· '. _ ·\·<_, •. _. -·- ~- _ -

quedó .. lainterroga.~te de si···éste>.fue enve~.~·n~d~pt:.arsénico o simplemente 

:~::::~}~u!f ;llt!ll~llt íl~if ~!!~::::,:~:::~e::: 
inconsistente· cón'una ·mJert~;'·p~r.da~:~er'ly ~pb~·~. ,~·tesis ··del envenenamiento 

,-. ;::/~' -\<--· ':-··:~~ 1:.-~--: 

por arsénico (Holden, 2000): 

o 
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... El arsénico ha llegado a tener un papel tan importante, que incluso en la 

literatura se ha. utilizado como eI arma PE:!rfecta en asesinatos, ejemplo de e.lle lo 

encontramos ~n Arsénico y en;aj~ 1ib~~de,A,~~tha 'Christie, donde una bebida 
" -, '. ~:_., > ·-",. ;'. ::-,. 

con· éstefm~taloide.podíaH.rovócariLmarriJert~·iri~tariiánea(Holden,2oooh2; 

A tr~vés d~ la his;oria -~~;·~~,~~2~:fiad~·distintos papeles, en la actualidad 
·~,'; •" ··,. ;~."'. • ::: '.'·.~- -,-.:t:· Ht_-., ,</,; f,•"':,J~ ·.· <:.,·.'; 

tan~o . l~~f~~~;a\~s~~.:cTI~~:i1#.~ [:[;~~f~l~:id~s' hán llegado a ser un g.r,cU,Pº muy 

importante/déf!'C:ohtaminantes ámbientales, ya sea por su distribubión; en la 
- ~:-~t:·: :-~}~r·- ·::~i;~'.:~/~Y~~{)~_~:-,.1~_; -~~~t(i'.. ~f~I~~- ::·{~:~-~;·:-_ f ~:{:?·~:~6:: . . _. , . .· 

naturaleza './.o)por.la actUal:(actrvrdad antropogenrca que han provocado una 
;: ••. ·. ·;-:_.._, • ,-, --~- 11 

... ~ t;Y'.·<<}'"' · 

mayor en1i~ió~'ai'é~u~bi~nt~'. teniendo así un incremento en la exposición a este 

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

(Gebel, 2000; EPA, 2001). 

CARACTERÍSTICAS FISICOQUÍMICAS DEL ARSÉNICO 

El arsénico (As) es un elemento que se sitúa en la tabla periódica en el grupo 15 

antiguamente llamado VA bajo el nitrógeno y el fósforo. Su número y peso 

atómicos son . de 3.3 y .de 74.9 respectivamente. Está clasificado como un 

elemento · .. de \,:~~~~i¿f¿m o metaloide (elemento que comparte características 
•.• ,:>:.-:_ .. 

•'{'.'-."' 

físicas y quírnib§s':t~nfo.de los metales como de no metales) (Casarett, 1986). 
·_: ;/. "".--";.,::-' ,-.., ----~...,_~-~,'~' . -~--. 

Es u~;~1:eaj~Ato l1atural de color gris metálico, que normalmente se 
.',·._ ~:·:<::.<·:~::~;j~:-:@( ·:~:i~-hY:~~::~;'.~: ~··. . . , 

encuentra:en:la~naturaleza.en combrnacron con otros elementos como oxigeno, - ... ,_- .-., ·¡~<-'- . i>.:::-; l::.:" ' . -;y~ " . . . ' 

cloro Yc·azufre;~t'a'mtfj·~~-es.común su unión con carbón (de una manera 
·.·;,:.. :,,_... /:) .~ ·r :{· "- , 

covalente) ó hidróg~no C:anstituyendo ?empuestas orgánicos. Estos compuestos 

l 
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son polvos de .color blanco· ó incoloros, inodoros e insípidos (Hodgson. y 

Mailman, 1998); 

Los .. com~ues~os i?orga8ico.s· ti9cnen •••. una,valen'cia .. d~. 3.(c()mº•·el ;trióxido·. de 

acsén;co~~Á~Joii;~;J~,~.~ci~d.;,•~f~~t~~i'Jp~~!~~i~~~~·.~~~~~~'.~S;Ci,)•·· La 
mayoría de· los'-. compuestos inorgánicós•~:[del;;arsél1icorrexcepto •,~¿'·sales de 

· .. : . ¡:~,:L: . . ,-_~_.;: 7::.>: ·¡'. :;> :· ~< ;.- _·_:_.: -'. <· . . __ ~-:~:~~ - ---~,~~~:,~::::~~::~")~i~~'.~·::/:~i~~"':·,;~~~[;:J;~;,., __ ;\ ~ · ·.. '.-.' __ -~- ·-.---:~:_·_ --;~-· 
metales pesados;soi1 •razonablemente solubles '(Stokinger,'<1981 )'. 

-· ·-,--- > Y-~}/·-·.::_::_~}:/:::~:,· .-":'( . :: , · - · ·. ; ··_ .. :, .. \ · »>-~ '..::;~-::-/:,:~;>~·- ;J·¿<.-- _;,.:.'.::~-- :f~:·::o~; . >.:_t,:-· -·:.;:~:: : __ ;.,_~'.:·., __ /, 

Existen fres grandes grupoS decorl1p~ésto~·c:ie~r~énic6: 
. __ ,·, :':k'' .:, > ;. - 1'' > .,_- .. ,,.e·.:.;···;--:· :_ ·---"- . ' . . :.,' .. · 

• Arsenic~leS inorgánicos ·. -·-· ·,,_- . 

;, . 

• Arsénicé:;ilE!s orgánicos 

• Arsina (Gas) 
' . 

La toxicidad comparativa de eito~'grJpos depende tanto de su estado de 
·i .. - ... _ --_ ;:· : ' 

oxidación, fa ruta de expo~ición ~de su solubilidad (Stokinger, 1981 ). 

usos 

Los compuestos de arsénico se han empleado terapéuticamente por más de dos 
- ' ,. 

milenios. Su uso se ha distribuido a tratamientos en contra de enfermedades 

venéreas como ·~~· sífilis, ::en\ dcinde 

conocido c~ri::+, ~:~l.~~r~~~.",, (,l,~ü~i ~ 
se utiliza un compuesto organoarsénico 

lsozumi, 2001); como también en los 

tratamiento~Yp·~·ra'{ra- p-sória'sis, asma o tripanosomiasis (Jager et al., 1997). 
·:::-·.'." 

También ~~· h~ ~mpleado como un agente quimioterápico en contra de 

leucemias tales como la promielocitica aguda en donde se aplica el trióxido de 

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

o 
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Tiene usos en la agricultura, un ejemplo de ello se observa en la 

producción de algodón, donde se,,ÚtiHza e( áCido arsénico (H~s04) para la 

desecación.de las. hojas_(Casare~, 198E).);en la taxidermia y preservación de la 
"n , 

~'.~~:~~t~i!~ll1f f ÍÍ~~~~I~~~:l:'.:~::~:~::;:::·:=::::~:::s 
: ..... ;:·::( ... ~..- <.:·'·'· :"st--. !.:\-~. :~'.,:;:~,:~.S~/ 

s~ ~·~·~ ;~¡,~§:~~~~~igBcoriío::¿n subproducto en la industria manufacturera de 

semiCond~Íi6;rJft2~~/l;,r~!<>1ón de viddo. Inclusive pued~ presentarse en el 

'!.-· .•. ' ,-~ 

como mineral en forma de 

-,_ -·'.~~~·: .• :·._:·:. ; <-·,. 

. : ,,.)~. ~-·-:-~ ·. ;/-·: . 
. :~>·- \i~:'.~~:'-·'··i·' ') 

-~~-~' 

orprmento (As2 S 3 ) (ATSDR, 1998)., •y,. >< ···" ~-;~ .• ··. , ·-i' ,;,,_.,,., .. ; · < '. 

Recie.lteme~te se ha usado ~n ~~mpO~~~¡;¡~ J~~~t:c~~i~~~;,'c~t)Ki~)liJro de 
galio (GaAs) y el arseniuro de Indio (lnAs) (EiGstamarÍte et-~!., 1997;·wexler, 

1998). 

EL ARSÉNICO COMO CONTAMINANTE 

En la actualidad el arsénico ha adquirido gran importancia, ya que su uso y 

distribución han aumentado de manera alarmante a nivel mundial, siendo así un 

contaminante común en el agua d,e bebida y alimentos. La Agencia de 

o 

r 



5 

Protección Ambiental (USEPA); recientemente disminuyó los límites de arsénico 

en agua de 50ppb a 10 ppb (EPA, 2001). Desgraciadamente la gran mayoría de 

1a población se encuentPa c.cnsumiendo agua por arriba de estos va1ores;.síendo 
": :1:·> :;~.-.·\' ,.,_ .. :·._ ·, ,''.- . . _·. ., 

también que_las.~concentraciónes ~naturales totales de arsénico~eri':'agua 'de 
',,·'- ' . . . '~ -: .. ·----;.:.. 

bebida ·varían depend.íeri·ci~-'-(:Je;1)J~~r geográfico (Alpert, 2001), 

Se han encorl~r~~g¡·:~;~g~:_'.~ontenidos de este metaloide en el agua de 
,-.-;:~' .. :.;.'. ,'<·.::·•.}\ ~:,.-~;-',-..:-;~~ :i·:,. 

Argentina (Astolfi,"j~éf)(.;bh¡(~-t(Borgoño et al., 1977), Taiwán (Tseng et al., 
_,._ -<-. ., ... n-:\~:~_:;~~~~f :?~~;;}4~1·.>:.~ffeY~/~/~::-.·:·::~-- _ :-. ,_ ._. . 

1968),.Estados\Unído.s(.Alpert,T200J),.lndia (Das eta/., 1994, 1995; Chowdhury 
- -- . -__ , __ :~ -~- {~:f.·_:_¡~{;~~~),;~~~~~~~~;~i~::~~ii:i"<út::<:J)S~\ ·~,-;_.:i· _-,:_:--· -
et al., 2000;._Mazurpd_~(et éf/:;A2001) y México (Cebrián et al., 1994), En todos 

estos paí~~~1~~4:.-~~~~~:f1~-Abr~a- permitida para el arsénico en agua de bebida; 

calculá~dc°~~::·q¿-e m~s del 2 x 109 personas a nivel mundial han sido expuestas 

al arsénico (Rajás et al., 1999). 

·· .. 
···::·.·: .. 

..: ... · ... :: .·.~ =~ · .. •:. ::::· 

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

norma establecida por la USEPA. 

o 
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En México se tiene datos de. que aproximadamente 16 millones . de 

mexicanos estár( exp~~~.stosºal·ar.sénico'd.e Llha manehi cróríic~; ya qü~ é>eistén · 

zonas de;algÚ~·gi/estii"cios·d~ la:replíblica en donde se ha énC:o:ntr~d~água con 

concentra~ij~¡~}t~:~~~:i1¡~éi~;a·r~"'~:1~:t·~ metaloide y cuya··. ·~bAf~~~i~i~i.Ón··~ri ,el 
·,. ;'·'.~i~·· <,{/ ).~~-~~·;.: ~~;i~:_ ·¡~~;;:., :~}·~:~· '~,fü,·;i(~::(.:·,~~:¿¡, ·;~,~~~/ '-;_ ·:: ···->._-:,.::' ; . . - . - --~--- ·_,_:··,º ~: . • - <?:):'::~~:-~~-- >·;-:, :~ .. -·}l->:·'·7:_~-/~, -._-

~ .-~ ~-:~ ,.,;·_-;,., ~~~r:.:·- J:z;i~:: __ :.//·<~.':~:.-~t::~ .\~~~:~~-:1;:¿::~ ~ ;:-.::<::·.· (--~: .i ~-~- · .,_ • . _ .. , , ·"·: . · .. , ___ ¡·•-· ,_ ·:·'i::- .... 1 • i.- >·.-: . .,,_ .- : . , _ 

agua·de· bébidaYse;:ha'convertido;enun problema grave·para;loshabitantes de 
· . '._;_ ::.;~}~;_/J¿\:~ -}~~~t,;:~:1}1r? .. -~t~~~;:~~~G-~1cJ:{~~~:t:.-r~¿~;~~ -~.1~1tf ··J~~(~i ·.(}'..->. ;-:·:·:- .. -· . . .: .. -.:'.:_~;<~·- "'.'~:-:-?<:~Li ~~- «t~~t ~{'.·/:.-. -~<\··.:,·· -~::: , , · -. 

pobl~c.i9~~~if?D]8.l.~,c:l,p,:,~u~,91~·;.-5~i.h~~hua, 'Hidalgo, .. rviorelos;~.P,e>,~h~il~~ Nuevo 

~:.ó~~~~;~~:rti~[~~i~~dE::~:ª:~~ 9~":~ Potos• •• ~.~ ¿i;~~ ,~:bnan ., 
:- '~:~; . _,.,. ' 

Figura 2. Mapa de la República Mexicana en donde se señalan los estados en donde 

existen problemas de hidroarsenismo . 

.. ~·-·~··'·-::-~-.......... ..,_,,..,---------.:..---~--~ 

o 
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México es considerado uno de. los principales países productores de 
: : . .. · ,- ' -_,-co--: 

arsénico (Cebrián ·et al.,• 1983), además.de que actividadés humanas: tales como 

1as plantas• terniaeféctricas:;. procesas ·cie•turiclició~:.'.y~ií-eA~~éión c1: ~~~tales -no 
- '---- _,-__ .o:--_·.,-"---'--"'"'·----o.--~-=---·.=,-:,_.o.-~'-:---;- .--;·-----,--.--~:-- ~---:.· ,_, .• ". ·.- .. · •. -•.·.- .-· •.. ,. •. _,-·,· '"" -· •. : •. · '• ,·. -·,,:-:.': :" .• , .... ,., - .••. ~, - -

ferroso~ (et>; ;~p y §u) pq~a~n2pf~~.o~~r_ la fbrní:aJóri .y: lib~raci?n . de este 
·:.:' ~~-~ ._: ;í:. 

metaloide; 
-o,J-

.. --... :_··::-

1~c1Usi5/e 'cie:g,.a~e~a natuEal se puede dar la emisión de este elemento, ya 

que la a~tivid~c(volcánicé:l y la ~rosión pueden ser factores que desencadenen la 
' ·,_ : ..... _,.···;·. '·(' :":. . .. ' , -,• 

- • -·, 1,-•. ~ ·,.' ¿."· .. , . ' , .• 

liberación de arsénico::a1 am8iente. 

Dé rriaAe~~ E~t~~~/1.'.el;~rsénico puede encontrarse de 2 a 5 ppm en forma 

de comPlejbji~~{,r~~t;f¡i~ Y capas minerales ampliamente distribuidos en la 
corteza -.t~,/~~~tr~})~~~-pE}~~fr:::._E)(isten· aire~.ed~~ de 150· .minerales que 

contien~~ ~rs~nido-~,g-~~o,~d~HThf ~¿á~a~.~~~~=tés' ~en los arseniuros de cobre, 

plomo, plata,:orQ,:y¿sulfuros•;J;'presentándose' así como depósitos en la corteza 
-- -·: /~~~;· .:.:~~§. -. \)t/.~ ·<'.~'\,. :'/-)f :-·--~~-;~:~?:~~t~~/ :.s:;~~'. _.,~~~~jf~~;)~·~hi~~}tf~{::~~-:~t:- ~ ~~ J~ ... - ' 

terrestre·, qué'5por;efecto antr?-P99é,Qi90:¡:>-L1éden llegar a ser liberados. 

El a~~~~¡~~¿~~~~il. ~~~~-;-~}'\~h!~~~1t¡~ predominantemente (90%) en su 

:::::,d:é:~:::::t;;~A~e~i~lif;t?%r~Jfin:,t~1:~d8~. Ingresa al organ;sma es 
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Desde una perspectiva clínica, las exposiciones agudas se dan 

usualmente en homicidios o suicidios, mientras que las crónicas son 

relacionadas más comúnmente - con situaciones ocupacionales, ó en áreas 

geográficas-._-~on, subsuelos.~ric~s,en;'.minerales arsenicales, repercutieí)dO _--en. la 

conta7;,j~c;~S14~~\l~~-¡~¡~;(r~f~s; ,La ;ngesMn es la v;a pr;~arla de 
exposic1on~·~·r.~~el}a~s~nic~;;ya:sea por ·agua de bebida o por la .de 

al.; 1996). 

altas· 

conceri'tr~cid'n¿~; ~~: 'afebtan '. de manera 
·::e;.,~: ;:_..,_;}c.;_,;-1i,;•. <,-.,·,·,·,·:~·.: ,'i_j_ ,:_,:_,··',··: .,·~· 

'éste tipo de alimentos 
.>:;_· ,>.' :: 

(Tsuchiya e(a/.\'1997;' G~bel;~2"oqor: .. :,; •. -.. • .. · ... · · .. · .. 

1nha1ac1~~-:f,.i;jJlJt:f¡,~~f!:·r: · ........ < .. 
La mhalac1on es.cons1derada:como una v1ade~menor importancia debido ·a una 

menor·b;ádir~~~;f~~¡~gW~~<$J;~¡:~~~~;1·~'.~.~;:_ ~l~:is~rii~o.~e.dist~ib:¿ye·en~el·.~ire.,ya sea 
·•-· . :.:>~-- !:;->,-~::{_:~~,,~"~::;;:~'.'Y_~,-':·~,:,·· 

por la explo'taciÓn~de,'yacimiento minerales, por SU_; USO en pesticidas, .co1110 por 
.{;, ~;y: ,'~ -

la combustión de éarbón o gases que I? contienen. -
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ABSORCIÓN 

El arsénico es absorbido en mayor medida porel tractOgastrointestinaly por los 
. . . 

pulmones (un ejemplo de eilo es I~ arsina (Jn g~s)) (W~xler, .1998. ) . - '-· •,-. ·-· ' . . -. . . ', - ~. -. - - _- _, : -· . ·. . . 

La ª.~s~[ci~~,-~:d~peQci~::·t~-~~t?' 4e i~t~ :·~?~8~,I~~W~Íb~1Y:~Jí~Jcª{ e~ que se 

presente. De cúalquíer manera, las más comunes «particularmente la arsina y el 
. . __ · :~j::::_ · ·\\~.- ~-¿?.\~··_'.,f;¡~;~_.:}h~-/;J2;:_;"J);iftJ.~l;JS'.;··1.~;i/:::;?~f~i>:~~;;(::~z.t~f -:~'.;~'.&~~:-'.~~~:() ·{}i:~~-\:?$.~~C:i;~~~*J:~.-~·¿.~~--/:~'.J;,t:-.-'.:(::;:. -~. '.-.~-, ;e:{~_ -~-- .- , 

trióxido de arsé.nico; 1;l>on:~ las :rtiá.~." prev,.alerit(3!'i )~~o,r:i;.ab,ssirbidéJSpor. 1nha lac1on y 

por el tLraa•~ .••.•. ta0b~~s~8o:5r;,c.lr1~~on~.'n;ed'!;se.~11.n .••.•• a.~r'¡'s:.~(e·~~n~·1c··~º~r~;•f ~~~'.R'~~~~f9~~t~lJ\~'gjj; . ¡.• ..• 
. . . éi1tr~v1~s<~E;' l~(;pi~I (3S' ~Y~i~a. ya sea por 

lavarse las manos • bañarse, l~~~do de ropa'etc, lo c~al no con~tituye un riesgo 

a la salud (Wexler, 1998). 

DISTRIBUCIÓN 

Una vez absorbido, el arsénico se distribuye ampliamente a los tejidos por la 

sangre. Se concentra mayormente en el hígado, riñón, pulmones y piel y en 

menor media en músculos y huesos (Casarett, 1986). Las exposiciones crónicas 

puedem p;OJocar que el arsénico se acumule en el pelo, las uñas y la piel. La 

sangre n~~~e~,u~ buen indicador de los niveles de exposición al arsénico, debido 
• - . ·-· ; .. ·~·. ;r - , , 

•.::;::··,· 

a su ráp{cil:i'. cÚ~tribución (Casarett, 1986). El arsénico puede distribuirse y . - ;~ ,, .. :,;, .:•.1> :"' 

acumulai~e '.;e'r13€'1~f grasa incluyendo componentes del tejido neural (como la 

mielina) ~n do~~e hay una gran can,tidad de lípidos y fosfolípidos (USEPA, 

·--·-·····~·~·=·-~------------~------
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1980). El arsénico también puede atravesar la placenta fetal, provocando así 

que el producto nazca con altas concentraciones de éste metaloide (Ferm, 1977; 

Kagey et al., 1977). 

METABÓLISMO DEL ARSÉNICO 

A lo largo del tiempo el arsénico ha sido estudiado en muchos aspectos, siendo 

su metabolismo uno de los más publicados enla actualidad .. 

La vía bioquímica por. la .cual los organislTlos inferiores:cdmC:ÍJas bacterias 

y hongos .que·.11~¿an:·.a.·c~·bÓ~.1~:c:6·i~;r~~:~f¿r~·a~fa~I,d:~1·.:·~~~Z~i~6··•¡Ao~~,á~ic~·fueron 
propuestas, tanto: póf:,)\1l.Ct:ialler5tíer}~ (1945) (y\ Cullen-~'étPal,'!'1( 1.984) .%ten/donde .. se 

propuso e~)g!~~[~f J!il~~if4li~HJ~~~~&~i:¡¡jliii~l~~~~~!~~o, la 
reducción tY (por:' ·e1:,otrq;· .la' ¡nietilac1on: ox1dat1ya.~i(Zakharyan.i.éf::.z~l:;},1.995), 

postula«d~~a'~;¡~1~ili1it\~n!l~f ~~o~g1~¡~t~f~~~¡;~~hl,'~~9) • 

El an.á,l/~si5i;d~ •. los·cóm.pu,est0s,:ge·ars~nico7encontra.dos .. en.joriná .• •d:spués 

de la ª~7t:i~;Jt§~Yf: ;~~'.{ai~~!~l~)f ~~ll~l~?\l~¡;~~K~'~~t~&J; ha . 
sugeridos ·que estos\son biotrarisformadós;por;la·ivíade la metilación· (Le et al., 

". ·:/</ :)~'~;:<_i:&~~-\:.;_~/~:~·.:·\~?~·- .;·~~~<_ .. '}::::· _:~i'/;~:.·_:)_~(:_-~ :;J~-i~:~::·-:r~r(/ ~f:~~{--: ~~f~:~;;_·º(}~··· :~~~"·· ·. ' · 
2000).Se ha'propuesto';entonces,'.qUeen.la·mayoríade los mamíferos la vía de 

- . ··;". ": ... :t;~\'·.:)l~;;:,'.~~'::1;;,;·.'.··:::.:,'f;'::·, :{:''~· '\:<~·:~ ... ~:.:..·::~ .::.~.:--· . ·;, ..... 
la metilaCiónj;~s·~:la'.Le~~¿argada/ciella' desintoxicación para el arsénico, aunque 

- ; ::·::~· - ·.".'\:::·:":~.,~t:·:::.:~~~·'·: :J/·r x~~1: ... ·:·._(::~· \'o.~/~.·.:.,::· .. ·:'. , 
' -.· < ," ... :;_, ·. ,;: :';'.,':~~-'~ ;;\•; -~· .. ,..... -: ·.,~ . · .. :-

existe uné),~,contrp.~~,~~i~;con respecto a la biodiversidad de sus metiltranferasas 

para el ári~l"lla6ji'¡:>U~'it6 :gu~ anirrtales como el mono marmoset, el chimpancé, 
-, '.: ·~,:~;~\ .: ·:· :·;-::,~~-:-'..1~~~.·: .. :: ·' : 

el godla; el orangután y'el cobayo presentan deficiencias en la metiltransferasa. 
,,, ' ' .L•'.' . ·' . -• 

mientras que<el conejo, la rata, el rat~n y el criceto tienen metiltransferasas del 
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arsénico en hígado, aunque es importante señalar que el hígado no es el único 

órgano que púede llJ.etilar al arséílico inorgáni.co (Go~ring et.él!? 1999). Es 

sorprendent::: .•. con~id.~ral1do··q;ue'••··los •..• rnºn~.s,''.es,pedal,mente•· •. e1'·•.chim.pa.n,cé, sea 

deficie~te~·~::r~~ti1dan~f~r~~·ª·~·PJ~s~é~ct:~c·~r~~.~d~\~~k'.0*t~~ó?liAA~;~:¡0i1ar al de 

los humanos, si~ndo que éste último' sL prese;~t~ ~ ·l~s\ijiefHfrl:lrisf~~~-~a~L Existen 
, .. - __ ': ~·:.-· '.'~· · : . . . . ; :::': ;<·,:·; :;·_:·-:-/~j:~~1-:~: .- ~:~:L .· :.r~,'(:,'·:?-\'~-~:;-~~f'.~:\-_.t;~5::<Ji~L~,;~\~::~;~: ~:~,;: i~/--.. {:: 

variaciones de toxicidad entre especies'.,.de''.mamífeiros;[;obsetvahdóse que los 

:~~O~~as parecen ser más se::'.i~~íjf ¡~:iiil~~ij~!l~!ij~s~(Vahter, 
La metilación de las espec1es\·inorgan1castarsenrcales:perm1te:•que•sean 

;_:;<,'. -·.; ·t:if~:~: ~~~~r-~: 7'.;~:· :~~~~~( ~ ~;t·: ~j~zr)~~i~>-~~~~t<~~s(·~~:~~:~-~,t~~t:.:¡~g~J<:t~?; .. ~;{Nc~~~!:~~; · ·. ~-:·: :. : 
más solubles y así que su excrec1on:sea.rr:ias~.rap1d.a; por;\ lo.que este pro.ceso ha 

sida considerada c;fu~~,J(~f i~l!,~ti§~~ll~~1ij~jli;l~t(~\f ;~J~zan ·ª 
aparecer reportes en .donde·.~seislig1ere.qu,e;algu.nas.espec1es metrladas' puedan 

'· ·, ... ;~·::':,:,: _i; l ::~;: ~.~·~~~-:<~:'.~:;/:i .~.t~:~;~~/~.~~f {.:;~i~~!i~~·· ~~r:~i~A~~:~ ;:~;~f; .:_~;~~::>~:~{:;~;( :j'.~'.~)_f '.j~~--.·;~~;--: ·: _, _.&'~~t_~, ~:-~~~;}~··, ::~~':f\;:._:.'.;~;~~- :~ -_ k,:~- ~ · ... _:·;:-_:-: · -.. 
ser aún más tóxicas'quejlos',.ccfrnpüestosinidálE;?s\ (Kitchin',·Y.2001 ). · ' 

En la figura>~ se '~b~e~~ ~~~º '~k·~~~~~P;b1:1a··. ~f p;o~eso de reducción y 
,-: '. -_ --~- • '. ~- > ·_. ·_ _,;,.. .:: < :~. '.;:. - :_ .:::: :: .... -

metilación de las especies trivalentes metilada;;. ·· 

Asv03 +2e~ As 111 0 3-+CH+3 
iAs v iAs 111 

CH3ASV 032
- + 2~ 

MAsv MAs 111 

(CH3)2 Asv 02 - + 2e~ (CH3)2 As 111 O - + CH3 +. 

DMAsv DMAs 111 

Figura 3. Secuencia de reducción y oxidación para la vía de la metilación del arsénico (le et al., 

2000; Tomas et al., 2001). 



r· 

12 

Actualmente los estudios de la vía metabólica del arsénico han avanzado, 

al punto que hay evidenciasde la; forfi.iación in vivo de las especies metiladas 

t'lvalentes, 7j%,;nd~~si• I~ ld:a~~'aJa'~.iÍHaclón del acsénlco, es po' ello que 

es vital a~o~~~~;6~~~;:~~~t¿d:io ~~~~,~ 2¡~~'~;;5'~ues esta puede ser un punto crucial 
~ <~~?~-tf)~~~ .. ; -_2 _t~~:"'~H ::~: .:-:;; ·. 

de la carciné:>géne~i!:>:¡:>or:·arsénico en el humano. 
:.:' 

La bigt'rgll~f'6r~ación del arsénico en mamíferos está basada en varios 

pasos ~~ept~ci8~: 
METILACIÓN DEL ARSÉNICO 

V 
As 

2 GSH 

V 
As 

111 
As 

rr--------------------~,/ 
11 ' :: 
11 Metabolltos ll 
ll de arsénico 11 
11 

11 11 en 11 
11 Orina ll 
11 ,, 1 
L'-=..-=.. -=--=--=--=--=--=--=--=--=-1 

V 
MMA V 

MMA 

111 
MMA 

V 111 
Reducción ( As ___ ...,. As ) 

Oxidación ( As
111

-----''""AsV) · 

111 V 
Metllaclón (As : ··. MMAs ) 

,.;., 

- -. ' .i ~. ~ 

SAM: S·AdenosllmeUonlna.(Metiltranferasa) 

GSH,: GlutatlÓn ¡¡:d~~ld;,). 

GSSG : Glutatlón (oxidado) 

V 
DMA 

111 
DMA 

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

mamíferos Incluido el humano (Kitchin, 2001). 

1 
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La oxidación y reducción son procesos que están involucrados dentro del 

metabolismo del arsénico,: en donde los substratos.· para este proceso ~o.n las 

::~::~:~~1~t~Cí'I~[~~~~Sl~~i:~t:~::~~::sqZSe1:~:~~~~1;};;.: 
dentro. del . proc~~o_'·d~- ~efií~¿!'~~' ·del a~sénico S()n: ,l\~ ~11 .. :c~f~~njt6);' As v 

~:~::~~b·.t,1º·~.•t:rta~~n;.;.s~•.ifso"r:.¡m,.(i~ª¡r;~.:.;.·.;·:·'ptatrma,cº·ª .•.•..•. ;sM·e···.(r;,,~~~i~v t~6~"~;:t~"m~r::eg:~s::: :: 
puede); ..... ,,.y,;:•¡;, , .. '{;' ;• ·., ii! ~·.:.1·.1mf6~~6gef1 la. orina a manera de óxido 

· ..... ·"'., ',' .. ·,· ·:- "' .. , •:. - , . ·'-'·,-·- :,~;.;' f\¡~:' ,"-~> -'t<~, 
trimetilarsina.{fM~O)(l(enyo~ .et.al;~·:200.1).'',· 

·.La m~ti¡~~c!¿~~ueie,~.~C~.~1;~;~.~"~~'!'· 111 , se ll~va a cabo por un evento de 

reducción, pr'ci'~~~º·tl~~:;&Jif~'.·1if~~.§~s:de reacciones en dónde se encuentra 

envuelta el glu!~ti~~'.·{Gi·8'~":(~1~6~:{~Lauwerys, 1988; Kitchin, 2001 ). 

El A~ uf (~rs~iiito) 'es secuencialmente metilado, primero en su forma 
-_., -~. . 

monometilada _(f\tlMA), y subsecuentemente a la dimetilada (DMA) por la 

incorporación de grupos metilos lo cual ocurre por enzimas caracterizadas como 

las nietiltrariferasas, con S - adenosil-metionina (SAM) como un cofactor 
:· >:->. ' 

donador de metilos. Después ·de la metilación, los subproductos como el 

dimetilarseri),C:cj:;; (DM,l\) y el monometilarsénico (MMA) se encuerÍtran::fen\un 

estado p~nt~v~·lehte~buéJieñdo ser reducidos al trivalente (Le et a( ;Ódb; ~itchin, 
_-. ~>":·: ''.~_"\\~ .. :.'O'~'.\~-:::';·.;~.,·=. -'e-";-.<·_ .. '}:'./ ·. :,. . . ._ . " :; ' 

2001); ,/: ,,,. } 

R~6ientem~nt~ . se ha logrado separar las . formas trivalentes y 

pentavalentes del DMA y MMA. Las especies pentavalentes son 
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termodinámicamente más estables, es por ello que los compuesfos trivalentes - . . . 

tienden rápidamente oxidarse a pentaval.~ntes,. aunqlJe:también .E3s.po~ible la 

reducción.d~ 1hs:co~pue~tos'.p~nt~vale~t~i~ l;o~'.~riv~l~~t~~(Kitéhi~:2601 ) .. 
•:_;,-'.>: ''·-,<_.:·· ::<:: • ·> ·,··.: ·,'.·.'-·.,-. ·--~;":º·( .· ·;~ ;,·;., ... ,- .;.,:., :><'f,:.:~;.''.,•:(' .. :-:;: ,-

_.: ;<'"·:·y_·.-~ ._::.:-: · .. _:-·. -...... - .:\ ·.; ,r::.:._<-'' '· \"":-- :.· .. •, . ·:c.,_~ -~-~->~';:/;' > ::;;\.,; .-:¡,_:_:_:-~< !-~;¡;'~--~_:.:\-~>).-:<-·. '.;-):·.-::_ \-.'~_·:~:;' ~; .':·~--; ·, >. ... :o-;'_ . e 

. . En~humariosi,lac'biotransformaCión··del arsénicb'se::realizá~'ti'ór~medio del 
_;Z:¡~: -,. :·:.,;:,. ,._:::,;__:_ ~-- <__ :c::_:.·..-:,:;·;c_:,, _J·· ._._oo;;_, \,,,.·; . .,. .,,~:~ =--.;~~e: ''-'-~ .. '7·:\i··,,: 1- ~-"?: ·:,.~~3-~-'~-~~,~-- ~ -,_,_ >~~}-~\'.;".:.~~- _. 

p ro.~es_o ·~.··~t-~:,:1f !.'.J~-¿t%~,~~j~~f rr~~~:d.~~· .. ;f ~f .·;f ;i~,f ~,"~~~;f :~~~!~~'d2s1~~ 3_·i···.;t1 ;t.·á cid o 

monomet1lars~.n1qo .(~rvl/-\}c.~·i·el/ ~crdo '. dirnetrlarsen!c;o'.; (Df\11.1-\),;•srendo · ... ·estos 

pcodu&~'~¡t~:~.t~i*l.~j~~ite~;~i fli;~~~~c~f~~j·~,Jfg¡~~0~~i):· •.v;a •de 
desintoxi?a~i~~L<~~~.~t~°'~,l~{:'i\~P,?P>,~>.\:· /:~ ·;;;, }} {':; · :.;: •'-j, ·'.,;'..·:e , ·.;.· •.... · • · · .. 

. · ..• $~·.~ ... ri~···:~.n~~~J~ª*~T~m·~~·• }~~i~·~"::~/1ª>ºÍi~~·;'.. ~~. ·~0~:~id~u~~:· .. ~.~pÚestos ª 

arsénico,é::omoen':; células~trátadas\coneste metáloidé;1se}observala presencia 

::

1 ~"::~t~~~i~ijf f i1~~1~~~~~~ltf f !lf f j;f t~~r~J;1~~r1:tn;:: 
acsén;co (St~~l~F{tf ;~~N~?W,i:l~~ ;: .;¡,, ~! ~; ~. j~) ~ ··· ·~··. ·· '• j{ , , '~~ : •. 

Con•• respectoia\lé);toxicidad;existen 'rnúc~os .'reportes. que •. ~e~~é);df r~~icen 

sobre cdal~~:;i·J~é;i~t·~~~~:l~;~.~·~~Y~~~J~~i~- :R~~ publicacione~.·~~ ci6nde se 

:::~~º::·,:~:¡~~:~' 1::,Jti¡~~~f~~~~fríi~csenito o el arsenato teniendo su 
MMA 111 > arsenito > arsenaÍo ~J~l_(~.~:.ÓMÍl. v (Petrick et al., 2000). 

_,~ - ~~\;. ; ~ :.'<:.'·; \'".. '. 

Al parecer estas variacio~~~ d~p~nden, por un lado, de la especie en la 
. . . . -- " ·- <"'~- . -"~\··,. .' : 

cual se esté llevando a cabo el expe~i~~~!P• y de manera paralela, su forma de 

metabolizar dicho metaloide (Petrick ~t~/:;'2oóo). 

Muchos autores coinciden-en·· que los productos pentavalentes de las 

reacciones de metilación como MMA .v y DMA v son significativamente menos 

o 
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tóxicas que el arsénico inorgánico (As .111 y As v) (Yamauchi et ale, 1994; Petrick et 

al., 2000), .sin ·emf::>argo reportes recientes sugieren que los. metabolitos 

trivalentes son más reactiv?s que(o·s. p:~télvale~tes (~hma~/et a/.;· 2000).· 

E1.~ar~~~!~~: ··~~~ ~~n~id~~ª~c);-.~Orll~·; ú~--~l~;;e~~~]~+~·~á~;~~; .. ;·p~esto que· 

algunas ;:·:~~1?1~~~M~~~;n~~~0~f,~~;:~~!!~~1¡ió~Xptii;j;,jY0~6~iiibuÍr cen. la 
carcinogeni.~idad'.Y:'tox1cidad.de¡F.r1letaloide·(Yamamoto et al., 1995). El entender 

la foxid{~d:~~~t.¡~~~~~~1~~1,Í~~,d~~f;~I' hecho de que éste puede estar 
presente eri:múltiples•estados;dej:>xidacióh y esto acarrea consigo una toxicidad 

~·~;~:;~ -- ··:~;~r~~ ~~j\~'._'. .. ~(JVt-i.t~i~>.~f ::·:~f if~t:.:~~!~;)~~~\:·:;:.1~:~~.~;·: i~f ~:·~-2: :~~~ : ":: :~ ,· 
única para cáda{espeCie'.eii'cu~sti_ón ,(Wir:iski; 1998). 

·- ' -. ;. ~--, --· ~~:-:~.:.: :~;-~~~·:: .. ---~tif :~ -__ :~ít~< ·~~~;\(.\:~;~{»:.t~~~;::·: I~~ti/Xif {~~?X/t . 
Es enforfc¿·~ Importante con~1der~r que el metabollsmo tiene en sí un 

;uª:de~m:B~¡frt~~l~~~i:~,í~~~~i~~¡~,E¿~,:;i:;;¿:,L;,~:~:~ s: 
substrato: pará'/ia·rsehito '· metil-:transfe-~asa?\enzima ''.encargada, de < metilar al 

.,, .. . . __ -. ~.--/"\ ... ; ~,: .\· ;-~::.~~-¿~ ::.k{:<i~~~-\ ·.--:-:~~{·~: -~'.~'.;~~;: ... i?~t:_i::f~ttf :HZL::~~Z;·::· };.~~-s ~_,?/}\\~~~.'.:~¡~;< -"~f~< .: ::~/~.~-·-~;-~;:5~ ·: t:'l\;· ;'.~:::>_r · :.;~--:~ <;_._~:: ~-- .- ; _ --_ -
arsenitó .••.inorgánico .•.\a• MMA fy/ sücesivam'ente)i;'.ilc:ii:'níetiltrahsferása:del X MMA 

proa·u¿~:~~1·~·~iJ~:.\·l~~W~J~tcf~:f\~~Y~~l~~~~~i;~~c1\~tf~~zl~'s~icf·z:·:~ff~f~P~··~b~/~~ªn 

mas 
9~J~.~~¡ff *~~~!~i~l)!~l~~;¡~~~\;¡~~i1~li¡[~li~&~f i~lfi~~~cia··· ·º 

ausencia'de''esta/metiltransferasarpí:fra'''.el;arsehico;·~yJá.preguiíta·qúedaría en el 
_; -_ ~ -.. ~: ;'.-· · '.,". ~,; ~-::-~ -_·:¡:t~::-'.·:~:H?~~~~~i'.;_~~/'.J~;~,::::-. \.~1'.;;.·;_,_ · '.~:;:~:- ;:~¡;?~~: ·AJ.tr~~-;:: ~f~{E:;~~~~'.~~~::~-'.-Wi~~;:::·~~;~t~ .. i)~~i~<·\~1~'~ .. ; .. '.::·:.:~·,- .:::.~,:;::;: : /~~y:_~~ .~::\.; ··~·:: ~: ... ··":~~~ .. , . 

aire, sobre sFuria d.~Ja.vías.'demetil.ación sería la vía·primariade desintoxicación 
.- .:::- : ; , --:,;i.>: :::.~·1·~:{>f.'.\'Jt~\=::'.~~=I~;~/ ~-i~-;.r,.:~~::f ~~--~~l&t~; '.:_.;~~1·r3~~~:f ~;Jt-}.t:'.r>· :-~.;··:~:. : · · .. - · · · . :_ 

para el arsé11ic;c:>',iriórgánico;~¡y{si esta;yía es la responsable de la carcinogénesis 

en humaij:s1~t¡~i~¡~~~~¡~1;~Siha~an et al .• 2001) 

Existe:variaéiónerilé:ÚtOxicidad entre especies de mamíferos y se ha visto 
". /<, · :;;/~->~. ~W~:~~:~~ ~~;~r~ -:.'~,yr <!!~~~:?~ .xNZ .. ;~ .. v>·-, · 

que.el humanopUede[llégarfa)ser más sensible, pero en los seres humanos,se 
: ... ~-'. .. ,- -.-:-;·"" ·;_< .·~--}~~:-.. .. 

ha reportado dÍf~re'nt~s f~C:iores que afectan la biotransformación del arsénico 

. :_ ·~; 

-., 
1 
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como son: la edad, el estado nutricional, la exposición a otros agentes o factores 

ambientales, la 111agriitud de)él exp()sición así como a un polimorfismo genético 

de las m~tilfransf~~a~as (V~hter,·2oóo): 

:o~~u;:~~jf ~l~i{f~í;i~Jtf r~:~~tJ:~~:~~:~;¡;l:t~E~::~: 
metilación. L~srfofrnas :m_etiladas."p:~ntávalentes)ales\~omo 'el ~MAY. y• 'el' DMA V 

::~~~~~:l;f llii~i1if lll!t~::~:1z:~:~~:~:~~q¡¡:;~:"¡·:~:: 
se incrementa,[.iLlct~~Jsugie.rer-¡ qUe;dentro de esta vía de· desintoxica,ción;. las 

. - . ::::>!:.::· ... )l>~·:;f:X?-~¡~~f.;.:;~-~~~l:~·.:{~'.-'.(;·:y~}(:·';7:J~::~-- ¡~~/:;~_~!~~(/ ,;{7:," .· .~. · .... , _ --~~->·=~ -;:·::~:)(·,~:~{~:;~~~?·.:>~;~:~\- 1:::, ___ :'.· 

formas trival~~J7s; ll")_~tilad~s pOdrían ser más. citotóxicas en C?_élu_fél~:thufnanas y 

anlmal~s(~W~i~.:~i~(:,~~~:): i; < / • ··.· . , ::,: ~;~~t~<~l~' , 
La. eluc~~~~ió~id~· 1os ime~ahismo~;rr?'~-~.u-~~.rjsj~ri:•:~o~n:d~-; ~.i:;c:rsenatO y 

arsenito son c:tésintcixificiados y ~i6i~~n·~formados :gn .-e1 ·hGiii~·ho ~--an uno .de 1os 
- - \ '.-· ,,_ ·;" ··.', .. ,,.-, ···_-- '·· .. - :-'-,:· 

mayores intereses ambientales d.é presente tiempo(Zakharyan eta/., 1995). 

EXCRECIÓN 

El arsénico es excretado por la orina, las heces y por la desescarnación de la 

dermis, pelo y uñas. Estas dos últimas han sido ütilizadaS(;~ITio u~ método de 
·¡. -_ ··• • - . .. ··;. : .' 

manitoreo de la exposición Ocupacional en la industria (Casarett, 1 S86; Carson 

et al., 1986). 

..... Q. .. 
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Existen reportes en donde la administración vía oral del DMA (50 mg/kg) a 

cricetos sirios dorados es abs_orbido por el tracto gastrointestinal, provocando 

que el DMA.p~edase;re1Irnin~~o:hast~un49%;porla·()riria.y.36···%·•por las 

heces· ·(Yé]·~~·~J~a~;~~y~~du·c~\ •. :,t~M~~~~·~ero~-~~~·.h'~·-r~po,rtadci•·que ··existen 
- •• ' .. ~ T -:- ~~::L:Jtr:r..~~·: t~~~: .. : .. ~ .·. é·;~~,~ _ .;!:; :; ... :~_:'.~:::: ~~-: ~-:;,_~j~~- -· ,:)r':'.~---f~~r;;:-·· ;;:e~~: h;:;-?,, : \("p ~_:, ~tF~t~-~;~f :~~--;·:t?~~ .}::~,~-: -~ :f :_;~:: -'.:·t:~''.:.-_ ~:<<< ~-:.:- --

variaciOnes ,iritrain9ividuales •. y;entre,•·dife~entes;.espec.ies:·relaCion·adas ,con la 
'-~ "i:;:-;; - :: .'~--. :',.:¡.·>:·,·¡;"; ~:··.--··º" . 'o:-':· . :·~,- .\:<·:· -

absorción y· ~u'iTii~~¿ión, encontrando a~í. cii~Eii~ri~i~~ significativa~ Ínterespecie 

(Vahter et al., 1984). 

EFECTOS EN LA SALUD 

Las exposiciones agudas son normalmente observadas en sobredósls ya sean 

accidentales, suicidas u homicidas; Muchos efectos se .han :vist6 ~b el sistema 
~~~~ . " ' :·-.~::.: 

' < -:--:···. -·.--.· .. ·_'.'.:~·- -,,.,, .... -;.· . . . ': ., '··,7·•,·---~=</~·· .... ~. ·:~~ .. . · 
gastrointestinal. Incluyendo vómito/; dificultad para deglutir, maléstar·abdominal, 

- >- '•fr~;(} l 

que 

anuria, áÍlE3rr;¡~~'s~~~~a :~;i-rfu~~eºpor fallas del miocardio o por la anemia (Hsueh 
' •'-,_ ·,·." •:::. ···"' ·'·'-· 

et al., 1999): :'~r ;/ .·. ~:i, .. · 

'"< 

Entre.las l~~i6nes ~llé'se presentan en piel por efecto de la toxicidad del 
<n·.~,---· , ,-, 

arsénico 'se én~úe;{fra;·1a·{C:íermatitis. Comienzan como un eritema local con 

quemadurasy prurit~; .da~do a la piel .una apariencia amoratada. Seguida por la 

...:.......: .. - ·:r . 
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aparición de pápulas y erupción de vesículas (Uede et al., 1999; Hundeiker et 

al., 2001). Una dermatotoxícidad crónica puede ser. distinguil:>le,por 111elanosis, 
'. - -~·,: 
- ·- ·;·-

hiperqueratÓsis,e'hiperhidrosis (suc:for.excesivo ·en las·· palmas y¿ plantas dé los. 
;-:'.~--·.;., ,~,--"-~ ,,,, ;._:·,.-_'.. ···-_,,¡~:~~ ·-;· ,-~-· . ' . ' ,, ... , _:·~ ·-

:,:::~;~llf~lif lll~f ll:!~l;~;~¡1~~~e~ír~t']t·~ºZ;;¡~~¡:~:: 
En;;:. las' ?~níe'mfü'ánas''C': muéé:isas '{de ó los ojos se presenta . una , irritación 

:::~:;~~l::f ¡~f i1M: ;~e;1á , n~ri2 (/;n;Üs), . fartnge y pasa)es bÍonqu;a les 

- º·.:~ '-~¡-'" -1~, .• • ; ¡'.": .• - ' ;, . -

sé pre~enta 11euritis perifeÍica tanto de 
,·.'" . _' ·:~~ --. 

las extremidadE;sfrsuperiores;; corno :dé. las;. inferiores:~.se::observarí: problemas 
-'" .. ::.:-:.".:· ··.'>:':·',;?.-~'./_ ·~?·- : :-.;-~i-- '.\·.;::·· . ~::;:· ··,\·::::~:- ".:: :· ·::·::··-: - ·-.. _.:.: '~:::~-. ·:':\;_-_ ~ 1·.<;; __ ::;r/ -· >.:~~_ .. :-~_:\F'.- ~:. ·-'.>~;{: :~·;·,,:.:: .(.:::::·-·:.~;.:-~_·· ;"/.'~. ' .. -. . 

sensores,<doloÚP:~rajesÍas;.··debilidad ·muscular e~induso ·(Jarálisls.\Los efectos 
... ". •-<"" • :c.".·"-;··:·.;.' .' ·; 

pueden s'erU..irili~i~ra1~so'bi1atera1es asociados con degeneración ~~úrona1, en 
. ,~·;,<·; ·>-'.:!::(; . . ;;··,. >- ' -." . . . . 

donde"~~-ic(~·~1#u.~-~e cÍ'c; por la inhibición de algunas enzimas (Stokinger, 1981; 

Tsüchly;a;~tJa1:~:~c1997)' 
- ,; ·!; 

A .niv~l-~fe sistema gastrointestinal la ingestión crónica de este metaloide 
.•. ;:;·'.. :;:,:ó-' "·-·: -->ic!'.;-f;;:'.~ -·- « ·. 

puede pr~tó'h~~1°f~pérdida del apetito y desórdenes gastrointestinales. ·,;., "·»·!· -: 

En el:sis.tenia cardiovascular y sanguíneo, el arsénico puede causar en 
. ... . ··:·:··~:;\' ::·. 

algunos. casos'.:''a~emia y leucopenia; este efecto se debe a desórdenes 
~ ... : : f'.,::·~~ -~:{{~f ~ :~:_,.:;; 

metabólicÓs?~ExisteÍl'algunos reportes de daño al miocardio por envenenamiento 
. - ··=)',:.' .. _~·~·''·.;'.}"i~'.;.:.~Jt·;'· --.:.-. ._,_ 

por arsénico (HsÚeh: et'¡~I., 1999). 
- . : .; - ~ .. 

Existen evidencias de que tanto el arsenito (As 111 ), como el arsenato (As v) 

tienen la capacidad de atravesar la pl¡::icenta en los mamíferos. El arsenato de 
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sodio ·y.el arsenito tienen efectos leta.les·para'el embrión, siendo también un 
; - '' . . -

potente teratógeno en •. m.uchas E:l~pecies .. de ITlªm.íft;?ros~ pues una gran variedad 

de malformaciones·p~~de~ ~er inclu¿id~~ por este' m~taloide (Li et al., 1998). 
'•' ,:\~'·'.. '·.- .... \ . :_~., ~;:·, -·<:~·~·,, .. ;,>~-:·· .. f.~.:~>\;}··:"~,-' 

araén~~~~: ~ 
(2;3 ···dimer.captopropan·o1.§(DMF?S),º;q9.e ;~5\·LJ·ri'.~·g~~i~~db áei~·BAL,;;.pi3r~~/sin los 

efectos•:"~j;¡~t~~~i\~J;·J·~·¡··~·.~1~ ·.·~~~(sZ~Lti:· 1·986)·~·.·~·~·~~s ?~~ri···1ii~dJ.·.···:~pleádos 
históricam~~i~}t~o antídotos en contra del envenenamiento 'por a~sénico 
(Aposhian et. al., 2000). 

EFECTOS MOLECULARES ADVERSOS 

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

estar relacionado con la toxicidad (Vahter, 2001). 
e -,-- • ;. . -

Está descrito que el arsénico puede'. inhibir de·· manera' indirecta las 

::::~:::;~íi~~~~f f [~~~:~~~~:1?liii~!ll~ill~ilif~~:~: .. 
(Yu y Snow;)J.9.98; Bernstam et al., 2000). •También se ha observ:ádq' qúe':;;la·s 

especies tf t~~~rifas como el As 111 tiene~···~·~ . potencial inhibi;~.~~.·~4~~~'.y~~ia:s 
enzim~~,;; c()'JTI'~ la glutatión reductasa (Mize y Langdon, 196.2);; Lá.glutatión 

reducta~éii ]Lega un papel muy importante en el metabolismo del GlutaÍión 

(GSH), pues mantiene el balance de la reducción y las formas oxidadas de este 

o 
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importante antioxidante celular (Fr,eedman et al., 1989). Elmecanismo por el 

cual se da .esta inhibición es debido a la inter,acción del As."' con grupostioles de 

ciertas >:~nzimas o sus coi~dt6~~~; > efernpI~) ci~ ~u() .1~ • bbse~~.~:()s. en . la 

~::::::l;~:~j¡~,l~ij~i~í~~~~t~r~~1~~l~r~il~~t,l~~j~¡~~¡,~: 
responsaoled.e'Ia inhibición. de .• esta:enzima·pór.ef;ars~éilico'.trivalerité;(Knowles, 

~::s~:ª~~f~i(Jí?iílf.l~i~itf {{f if f 111,f ilJ!lg~ª~:ltl:: 
como .al ·· dihidr'Ofolato,. reductasa (DHFR)• 1 (Te::charig'.~·ena1;, '..1988;¿ L~e::Chen, 

<·.'«Z: ; '.. . , . . - ' ,; ;. :. '.·<.,_·::, ·. ,~;- ·<>·;:.': '.'<«:•'- '.- ·.· ,, .. _ .. '·. - :- • 

1992), así .. como la expresión de la proteína p53 (Sal~zar é á/., 199?isafázar, 
;·-.·: 

1998). 

GENOTOXICIDAD DEL ARSÉNICO 

La genotoxicidad y citotoxicidad de arsénico ha sido ampliamente reportada 

(Gerbhart y Rossman, 1991; Jager y .. C>:str8~~~-\fVegman, 1997), siendo 

considerado el arsénico carente deadf;~;~fd~bt~9é0'.ca e? la mayorla de los 

modelo~. ~;:~~~~i~tF~\2·~$~;~t~~~fe~Í{~~~i*it~f f ~s¡¡~'~· e~b~rgo .se le 
considera un.:agente;co_mutagéQico;(Rossmahi13t·al.;"-200~);;A··niyel;cromo.sómico 

el arsénico '.indúce'.:>aberraciones;t· cromosómicás !}1;tanto'·J;estrúé::turales ·como 
·:-:· .;;./-_ .:. ;;1i- · · ~,. ;¿; ::.;,,~}:!;{.~,_:·,,>"i·',~ ·' t~:·~,~ : :. ,;~·>: >(,,!f.f·_.;.\~': ,:·~~~?~;--~~j~~;~r,:·j~·~;/;~-~, .;;: >,.~~.'-- ::-;·;-;·-> -: ~ -· · 

numéric,~ .• ~ ~f t~irQ~ª.~¡,~~~;}n-··~i-~~~.'1~f'~fM<'.~~Sfi,'.1 .. ~~"cJ;.~o~trosky-Wegman et 

al., 1991; Vega et a1.; 1995; Gómez-Arroyo et al., 1997; Gonsebatt et al., 1997). 
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El As 111 (arsenito) es más tóxi~o que .el As v (arsenato) y se cree también que es 
. . . 

. más ge~~t6)(ic0 que el -~s v (Yu y. Snow, 1998). 
; ;.;·::· ~~ '.': ' . ~ ~ 

• Se iík ~emo~tréil~OFq~~~ .er{ culti~? de••-.linfocit()s hlÍm~rios '_frafados con 

arsenito:~~~"-~()~~'.1\~Ít~~J~~~i:-~"~d~-~1.Jf&~~[~~-~pr~~'~lltFEJ~~~j~:~i~~~·~~Lgénico,·· 
dado po,-,·.1~Ja_1te~~ci.91l:;.-~e:-~:1.~~.:é~ffu'.~tur~ '.<'(jf:' .. · ~i!()esqúeleto_ i~hiJiE3Aci~ . tanto Ja 

polÍrneriz~~ión{~~frid'~·¡;:.d~'.spblirii~',:J¿a6i6n d~< huso. ITlitótico; •asimismo se ha 
-.-·.« ...;. ,O\ . ··.'· ·:-'·:~: ·'.'-.'·' 

descrito un i'Eifebtb de' ~~t;~ cruzamiel1!o ·oNA-Proteína (Ramirez et al., 1997, 

2000). 

Con FeI~ecto a la gen,otoxicidad producida por los metabolitos 

pentav~Jerite~d~J .~rséni6b;ie~isfan reportes. ,en:Jos c:_uales se sugiere que el 

ácido di;,,etiJ~fs'él1iÓ6. {[)MA)ébio~'eLinci'fi6'i,,e;i;1 ·~~i~~i¿o(MMA) pueden .• causar 
--. . -~- .. >·.~- · '::::/:-~--->~?·'.:;/):~;:;;~<: ~{ff':_:·<,:)/~·, :~.::~~~--:- -.. ;_:-~~-~~~;-)\( -,'. ~:{L; '-_;;:t~;,_>.:.~~?~ --~~-;:E>tk:t~:~~;~?: ".f~.;'.~~~:<Y:~>-. - . . . . . \.,. _ ·,~<:,:::. <:·'.:< ' .. >/> -·. -

efectos.· genotóxicos pero • a) concentraciones\111ayorés . que·. las: del\ arsénico 
· '.:.·-,::·. - ~r~;·:·;·~ ~·~\.~~(\::~~{:/~~~~:~lf /\C~fr-~-.;_~~bC ~1if >\~~:,;~ .. ~~>:lJ~t-::::t1ff -·~r~)í.~:; -.~~~f~~; :y~~;> :.7-;{ : :':.·· _.~~- .. ' : .... : _ ~·-~ -~;~. ').)~~-; ~ i::1>>~;,: .. ·::'. _: -~: ·. . ·.-

in o rg á n íco~_(yamanaka_y~Ok~.d~-'~:199~; Mo_ore.eta/., 1997;Sordoet;at.;;2001). 

La 6~;~~¡~; ~Íf~~ :~~,i~~f~!ii~~~~~ ¿Bfogenlcidad y com~ ~~~5fa;"1~ntS 
éste puedac-causar}Icáncer;·en"-S~humanos',se desconoce (Kitchin; 200.1). Sin 

· -. - _ -- :~--F:o.t_·.- -.0"·-i. /· . .-.:~:-~;·.-•. -·¡-:,':'§; =:··:·r--¡/·-._.,, ... ~:·: ·~·p··, :· "' - _.. : > .·: · ·;:?/~. : .. ;.:: :·. '-:·~- . · : .- " ·:-: . : ·. 

embar96·.;;~~~J~r6::"~qÜ'é';'hci;~;dÜ6s que .. hari'sido expuestos ar arsénico, presentan 
.. ... -~;:- - '- ;·,-:~ .. ,-,'.;',.«' ~~·':'}--,.-::·.-.~-----."'::.:·:_- .~ .. _ ,·, ·:-.- :'· ·. '. - ·. .._ 

un increilieiilfciX~g~i)~~;¡~6icien~ia de aberraciones cromosómicas que pueden ser 
~_,,-_-_.. .:~-- .. •:-,._~:: • ·¡ -.· . ' ' . '·. . f ; :-~>:--·~,:_;:~:· -~-:-~ 

detectadás' 1:a6fo"' .. éll pacientes que hayan sido tratados con compuestos 

arsenicaÍe~J:~~¡:c~mo en trabajadores ocupacionalmente expuestos a este tipo 

de compJkst~~f¡ARC, 1980). 
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ARSÉNICO Y ESTRÉS OXIDATIVO. 

Se ha observado que la célula tiene varias formas de protección en contra de 

agentes tóxicos, como los metales pesados, que en muchos casos ·.producen 

radicales libres,. los cuales afectan de manera indirecta '.á1 ÓNA.' Las espeéies 

reactivas· de ''ox1~e~B;Y(~bs) 'se han viste · envfrelt~~-~~13.f \1~~6rnef1os de 

mutag~n;~;~!?l~~¡~~Jt~i~;~~~~\X;!~ºJ1~~¡s~:~c~G:d~~~~)*~hiiieF~~· (éhen et 

al., 1998; Ahmad 'éta.l./?OPQ.;,Narng[Jng YJ.jié),.2QOQ)ic; : · 

.· Láfc~~~~¡~~0~d~~~;~:~:!?~!t~; f ~6~{:@~~Ftm:le~ ;n v;vo gue pueden 
formar' ra'c:J¡¿¡;¡,~'~ .·. fíbresH~:las ·cuales'.,:son{especíes. químicas con uno .. ó. más 

electrones ~··~· ~k·~~1~;g~·,~~:¡~¡i,fGi~f~~yg:K;i~~1.lf~d{~ i~paridad de.· electrones··•.es·· 10 
. ~-~~,~-~,.. _'_·:._ -_ '..,::~:·.·:;,:<~:-._,~;~;~<~~{'b:-~:;~\'.:; .. ~J{~~:~~;~t:-~·:.~~:i:~ ?~t ;;: ;.'.~~~,, ,';_,,.-- - ,: -_- _'.~:/_:·, ~;:-'. ~---- . 

que les confiere su 'afta Íf1estabilí,g~~::L '.'.:' ·5t ....•. \{ ;"; ' ' \i ..... 
La mayc:lría ·d~· '~~-,é~~:~,d~1¿'.~!i•'{i6r~~ ceIGlares' deri~1ni·'ci~ esp~cies de 

oxígeno·yde.espeCíe~d~·~'it~Ó§~~o'.t(~·~t~é>~·f~~~~~Í~c;g~?fa~¡d:~,' ~~.·~ ¿Ln 21 ·% 

de oxígeno y un 78 % de nitrógeno. : 
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Las especies reactivas de oxígeno y los radicales libres se pueden 

clasificar en: 

ESPECIE NOMBRE COMUN ACTIVIDAD O 

VIDA MEDIA 

02 Molécula de oxígeno Reactivo 

02· Anión superóxido Inestable 

H202 Peróxido de Hidrógeno Reactivo 

H02 Radical hidroperoxilo Reactivo 

HO· Radical Hidroxil 1 X 1 Qº"' segundos 

RO· Radical alcoxil 1x 1o·b 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 radicales libres pueden reaccionar. de tres formas distintas: 

• Porunlado.elelE!.ctrón imp.arde u11 radical libre puede unirse con un 

• 

electrón de .°tro'.ra?'iCal librefo'rmanc1o así úna unión estable. 

=~s::~::i;z~:~r¡~j~~J~~f ~u elect,on a º''ª molécula y as1 
Puede ta~biéri':~bt~~~tJLJn electrón de otra molécula y desestabilizarla 
- - : ,-:-_·--, >::·; </:;: -.~:.;xr,:~~fw:.\!Y:::")~·:<_ .. : ::\ ,_ • 

(Daniel y Bankson,: 1997). 
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Los radicales libres se originan de manera n.atural en cualquier parte de la 

célula como productos de< reacciones. como los macrófagos y fagocitos. En 
' . . . -- ' . "-' :.-. - - ' ~ - .. ' - ;:.-_ - ":". -·. -

: ,• ~ 

condiciones .normales.las.éé1uiasnopérmiten q¿e estos;CornpGéstos:tóxicos se· . 
. ·~.;: .:-<."''' ,>'. - - - ,-, _~_. >; ;;;'.~J.\:·:-·):·;.;;:.. . ·,,_' ~-_·'. ... ,« ,J,,,' .5··~·;·. ,._·.o.,¡•;:'" ·-v~~ :\:;:.·' r,::>-

almac~:gj;~;:-~~~~~·~~tf;h%~:·it~~~~4.~~t~1;~-e~~,0~\~~r:~·~~~~.;t~í:'.~t§~i~~l~~;;"(Wt~~ f~i:.·· ~?s 
antiox1dant.est·.C()mpu.estos[ .. ••.en.c~.rgados• .. de···.re.d.uc1r· .• a.0•lo·~:'.·.rad1cal;es·.l1.bres •·para• 

:::;~,¡~¡\~:'.~b~IJ~f ~~~~Z:~~;1~~¡::b~1,~;:;:~~~~;{1i~1~t~::,:: 
1a. eXíen·~¡¿,,:¡;;~. d~Lf~nii~rno •y .d~ .1a caPacid~d.\ de reparadón cóanie1 y 

·<.:~~--<~~:~·:_.' .·::-~{;·- ;.- '·. ·-,:· 

l\/lu~lia~ eiitermedades como la diabetes, fibrosis quistica, cáncer entre 

otras se.el1~~~rit~an asociadas a un daño producido por estrés oxidativo (Matsui 

et al., 199~/~~kus; · 2000) 
.. ¡ '~ 

Los e:Studios del estrés oxidativo y cáncer provocado por el arsénico son 

relativame~te~<';nu~vos. Fue hasta 1990 cuando empezaron a publicarse 

reportesie~ J.~~~-ci~-~e. sugería· que el ··estrés. oxidativo por ·arsénico podía ser un 

modelo· ··ª~0j~¡1~~~7(~:~~.f !~:~~ff i~J~t ,~ii•~ci"¡'eras descripdories que 
sugieren es.tefr:nodelo cde(acCióri;fúe própúestó'; por )'amanaka et. al. (19~0), en 

donde su~ ~~~~~(~1J~'~t¡~:~~~'!f e~!i;;.M{§~~:;i¿g~'W:é?~'Je. había ciertos d~ta'ife~i del 
. ~. . ·-.: ·:: .::r·; .. ,:~: 1-f:.·:~i:::::-'.;:Mtd_:~~r>::;;~~\)t~~~r )~;~~.~:.: ~~:rnt~-:-;:~~~;~~}~~;~~::~1i~t~i~~~·~:t~~_.:_; ~\-~.:-~<- -'.; -,. . . _ , . _. __ -" ._ L{Jf ~):_~( :~~ _,. -,_. -·_ · 

metabolismo oael,'ef'_ar,sérjicO:~tjuet{'podrían~;if¡flüej-¡ciar á ·un evento. carciriogéf"lico. 

Dentro de ,~si§~,if;~~~i~!~\/i~,~~~.g~~:¡~{~,~~{~¡~R,X,~·····.··. podía·· r~~~+.~?~~·c~n ··una 

molécula. de '9xfgeno/ tc?iiT\a~d'o :•así a'un ráé:liéal,.(CH~)2fa,'sOO':y' Un a.nión 

su peróxido. 

,,..,.- -----~~~_...,.....,.,,.. __ ..,,.......,....,.... ____________________ •... -- .. .. 

o 
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Es claro que el arsénico puede provocar un estrés oxidativo en la célula, 

pero existen datos co.ntradictorios con respecto ·ª que especie especifica .. · es. la 

que dañaal,DNA.(Ric~-Evans ét. al., 1991LExisten varios reportes donde)~! 

As1"Jn,d~~~ ~:.~~~~t~~~i~.''.ppr efectode·. las.·RQ?·;(Wang; 1996). -rampié~··se·ha .·. 

observ~d 6,~_qÜ~~t~~rt~ ?~etaloide· . puede ~revocar< la formación . de. óxid··º .. ·· ~itdc:·~ ·.· 

::~J",~f itll~"J,'i~~z',~.~,::1r:ict:~t:.::::~~;ª;,r~il~;j~";~; 
espefi~Y::.:i~~f~~;~~\(:j~~·~·~''.}".7i.\rf~Z~i~·;;~iIT'.~~~·\~~~~'. .• ~·~·:).<;;n~t¡·• ~~~t~~.f{~"l~···~~;;~.;~It?º's 
expe'riineri!ós·;,s·e~há.'.iTIEiríCionadoql.Je.el.;arsénico',por;efedo de!Ü1JáfreacC:ióndel .. 

NO con •un:sú'peróxi_do'~puede\llegár,~a forriiár;fpt3ró)(initri16n.unpótente\6xidante 

que pued~d·g~·~-~~jjj~i~~·g;ir~f~-8~~~'.::~¡:· .•. ··~t~~~~~b~i'~!~>~~iM~~~·¡d~n~;ft·~¡~~'.";~~· •··tia · 

observado .. en •... célufas•;;de;(endo~elio\bovino;';\:siéndo{prevafente'1la.Jormación •.de .. 

especies· reactivas· de .·rjitr6geno';(Uú·etj~i/.;'f.2000)h0trós.éstüdios· ádvierten que 

además del · per6xiríitrilo;7.'1,se'(da';Ja.tprodúcció.r1:~·de;~rl:idicafes.\hid[oxil>y'; ácido 

:::::::::~"f:s:e:~:ªº!~::~:,,:::~:::~=~j~l,~r~ft~f~"~f.:,:: 
oxidativo causado únicamente por un aumento de fas>~o~·¿::~Ati~·6;:i~h'E:ik·de fas 

-·· !>}:. ··t:w~··?k~~~s.::r ~)::.~~.'. ~~ · 
especies reactivas de oxígeno como el peróxido y ~f 1ánión superóxido, 

evidenciando que fas especies reactivas de nitrógeno como el ·NO, no 

intervienen en el papel de estrés oxidativo, pues éstas disminuyen, ya que se ha 

observado que el arsenito afecta a los niveles de ATP, el cual es necesario para 

el aumento. de Ca2 + intracelular y fa formación de fas especies reactivas de 

nitrógeno como el peroxinitrilo (Barchowsky, 1999). 
. . 
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En experimentos con cultivos de linfocitos humanos expuestos· a As 111 

. ' . . . 

(arsenito}, s.e h. a. visto que existe un aumento en la fr:ecuencia de intercambio. de - . - . . . . . -. " 

<·'_-.- > 

cromátidas h¿rm~na~.Lpen:J. c'6~ <1a•·.··presénda de! •. un~: rnay~r. ·ca~tidad·······de 
' >:. :::, .. ;:.;:·:; ._¡ ..... ·.. '.i,};:: ,.. :./· ·, ~-'" ~ <-:, .;· :. '·-~---, :;..~ ;~.: -: · .. <;.~<. - ·.·:,.\:.i·.'>"· . ,- l 

:~:~1k~f ~~f~~;~t1$~4~~;~t~{T0if:t~s;~~?f:~~~·~·5~fCJf~0~:~::~1}:1:: 
libres y' lo~ ~lltio~idantes j~egCln un pap~I· (;f,~~j~;I '~n :~¡ estrés oxidativo 

provocado por arsénico. 

CARCINOGENICIDAD 

' ' 

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

habían ingerido arsénico, eran pr6bensas ~ •• do~tra~r.cáhcer de•; pieL y. otras 

patolog i as relacio;a~?~,c;°7::tf ¡•f T~~-l~i~~;c~~',i!"~t~;~\5~¡.J),"~~~;~~\ll! ;,; . 
En.· lª·.·· .• ~ctua.lid.~d·:~s~¿.sa·b.id~•ique.•+:.1éJ{in-~e.stión~érón.ic~·.deteste.·metaloide· 

:::~:og:~;;~i~~~~~t~~i~~ii~!~~Ws~l~r:~~::~'.t::;~!~~:~~~""~:~º 
El ars~nico'es}car:qinOgénicO/eri' hÚmanos, pero esta carcinogenicidad se 

encuentr~;;ci"J~·~~,t~~~~;~~~~~~i~n modelos animales tratados con éste 
metaloide no;se"mduce;•cáncer;:a¡parecer el mecanismo de acción por el cual 

- ·, :,:·~,:,·--:?:·:·, ~:;::,::;:~- 'i??i'..C._-:(<:,;· ~-·--· •.. _ .. ,_,..-~'""-· ~-i·<'-·· • • · 

:· .. >, ~~.·,> ·":·~si::>r~:~;_;/t.~~;·: :.'~~;~::;,,:.~,~~,f-·t~~~C.·~!:)~~i ·:l~Jff ~:;':·.. · . 
este metaloideijnduceiYc'arlcer;~queda aún como un paradigma que necesita ser 

. · .º :.'.'.: .. ,.>:::·· :}~:~i-/;;~fr~;~ J~~i~~ '.·:"1ief~:~ :1:~.f~::-,.;~,s~\·;~~~}~·:}~,:~~v:::~'.Y-; · 
estudiado (Jagei.r etra//[, 1~997;'Huff; 2000). Lo que está claro es que el arsénico 

es clasific~d~"Jgr;¡~z~~Jg~{!~,~·fJ!~~ii~;nal .de Investigación del Cáncer como un 
. - . . .. , .. i;···: .. ····-- . ·-:~.- ·: 1{:-~~· -· }'i~: • ';,'. :.{·; 

agente carcinogé~icb e~. humañC>s (IARC, 1980, 1987); aunque hay datos 
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experimentales que indican que la carcinogenicidad por ars.énico no se ajusta a 

una relación totalmente linear (Rudel, 1996), 

Existen da;()s, · en donde s~ sugiere que el arsenico pu~"de ser 

cocarcin ógeno .fü~i~ .otros agentes;• 0i~cluy~nd6. a la·. radiáción uvB'P~;·, ún iefecto · 
-;_·_.~,~~~;-;;_:., :: - ,_;':.".;-;; --- ;.',>º 

de il1hiBict6néi~··1,a~enzimas de rep~E~~ióri<R~ssman etª'·· 2o61)}.c6ii r~s!Jecto 
'/~- t~--:-:" " '~:~-~~:~; ;· - >:.-:":: 

a los ani~~l~s:· e¡xisten evidencias inadecuadas que confirmen su potencial - " - ~ 
~ ~: .. 

carcinogé~i6-füc8artwig, 1998). MÜchos reportes sugieren que estas diferencias 

entre ~Í ;·g~G~allo·: ca~ re~~~gt¿;;a .. otros animales se debe al hecho del . 
-:.i-:¡\ : :>;:: :;~~:" . .. . -:'. --~·'.. . . -<.' _· ;;~~~ ,, : ·:' . 

metabolis~tf ~'.r~~~i~~~d.~;;~~d~l~~:\tcie, siendo esta característica la que pudiera 

hacer · más .'.serisible:i•ca:•1°Jos•: humanos; de ahí se deriva la hipótesis de 

dese~c:d~n~·;; iwr;~~~~t~S·~~j~'j~~génico por efecto de un estrés oxidativo 
·.:-.:.,._ .-. : /~i. :> .:~ .. :~-.:-:·- .,. ·-. ~-{t '~ .. 

(Vahter.•··~~jº;2j}'l·i~lT1l1~;~Y~i}f~?Jf.··•;.~; .•. · .. ,L 
Esta,· carcin6géi1esis>por¡·arséi1icci provocada por un estrés oxidativo se 

:~L ·J:~: -,": --_-:¡/_ .. ·.t.::.'-.c.<:;fL~>:·.5::::· ~<r:~: :~_,_, ~-:. ~-" 

encuentra. expli~ada<párcialrñerlte',~;pu,es sé.sugiere que en los órganos como el 

purmóO.\ra·g~f ~¡@~¡~~¡~k~~i~~j~6J~elj~¡;~ró~~'.~% esr~i~.:~~.~;QK,fü2;\•do 
los pulmones'.COr:itieneiri Üna:altaicantidad.,aefoxígeno;:•lo'.cual .1e,¡5rop_oré::iqna;. a 

' ::;~ -.. ~:;;,,:~ ;· ~-~·;/;:~ ,' ::\~}-~'.~::3:~.:;·;~~~:~:~;_tt~~t:~--f :JSI~tit~::~-.~~füj~::-:t~~tl·-~f,:{(~t:~a~f {~'f~i~~~,~-;}~'.¿;~~·J::~~--'.~:. -~;~'.;~;;;ni:C-_~;fa_j~~~-:~~~~~;r.:J~i:;: 1~,:~:s>~}-;-,~~: .: I~::~~- ·,: _-; 
éste .órgano 1~pria' mayór}susceptibilidadja;;desarróllaf',,l.Jn~·ev,entÓ•Catcipogénico 

por efecto ··.del.f.,.arsénrco, ya .que,'ftanfo••el1oxíge,no (element.o:,forn:iadorJde :ROS) 

como la• a rsina[J ún ·. gas''dérivádo'l'.d el ·a rsériico) 1,scíri'excretaaos~ pOri IO's\pu Imanes 

(Yam;n~fy~¡~,1~¡;~,~~~ll~~t~it18,!'\~:~~;;~,~~b~~~~~f~J~,la 
. darse .ya que en;el)umen <.de?la 'misma [.se' han• encontrado almacenadas altas 

-. '-º:·'_: · ,·.:.;·_; -._.\,'¡,!'" -::i~~,. .. ~-: {::~:~::::~;:~%:rs~1~::~- '.:·;_;_.;,·<~~~>:}ti§:,~~ ~1~~i~f. ::':-';·-:::~ · ~~.;~·~·:·: · · · :· · -" .. :· · · 
concentr8:pi_p:ll~~;~\.de,:'.:e>'M~-; y,i: .·l\/lf\16\~7\Ariva.lentes, que posiblemente fueron 

generada's po~ un proc~so dé reducción, siendo que a estas especies se les 

,,----~~·.-<"-""'--------------~------- --. 
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atribuye una mayor toxicidad, ·.desarrollando así un evento· carcinogénico 

(Kitchin, 2001).Hay report~s en donde se menciona !~·presencia de metabolitos 
:_~,·~·- .. . ~·,¿ :~'·_,. ,~·-"'- ... 

trivalentesfomo;el'M,MA.·'.' 1.·en:la·o.rina·.··~e.•••·.Personas•'expuestas•crbn.ica•rnente·· al 

::::~i~,~~!~~~~ii~~~~tf 21t~~i~f~~~~~~~f ff~i!f tz~~;~~ 
m1entras.que~p0Fotro;Jado.:ex1sten'ev1denc1as',~de;peso:que'indican•·queel.DMA 

pueae f ~,;~¿~~J~~t~11J~}r~lcn/~di~e~~~tist{~~~~:l~~~~~,~~K';:/ (§······ 
Caradei"ísticas{.única's'de. los'. órganós~'é<::>mó'.' lí;F'.de'i la [,piel; q uei: tiende ha 

alma~e.~at"·c~·~~c)~;:d~~t~hid·d~~d~;·J:f~~~¡J~t2~:;1!;J3~~~ti~~·~~¡~~;8~;rJt;·~f~~~·~~io se 
,;~¡ '°'!:;. '·" ·. ")• '. ~;:,:.;: .- -· < :·:. "~:_;~;·~ _.·¡tP·';~. ~--:.;:':'"' L'<·-:·: ; 

presenta en uíi ti~mpo no tan cortó, estd provOca una expOsiCi~:~ ~r~~ica a este 

metaloide, r~'.g~·~cutiendo así en un posible eventó ca.rd~~~é~i~o (Kitchin, 

2001). 

Si bien este metaloide tiene un efecto carcinogénico comprobado se 

desconocen Jos posibles mecanismo moleculares por los .cuales se lleva a cabo 

este proceso. Debido a ello se han utilizado muchos tii:>.C>s c:f-3 ensayos con Jos 

cuales se pretende dilucidar estos mecanismos. be:ntr~ de estas metodologías 

encontramos Ja electroforesis unicelular (SCGE) Ja cual es capaz de detectar 

daño al DNA (Rojas et al., 1999). 

ELECTROFORESIS UNICELULAR ("ENSAYO COMETA") 

En la búsqueda constante de una técnica sensible y rápida que pudiera detectar 

el daño al DNA, así como su reparacic?n. Ostling y Johanson (1984) propusieron 

r------.,...;..~ .. ~--'"''·,-.. ·'"'. ~-'-'"'"""' ....... ""' ... "" .. ,""' ... "" ... ~,._ .... ,,-._ ... _ .-. ---------'----~··-·:---~ -·--- --· 



o 

29 

un ensayo · con el cual se pudiera detectar. el daño genotóxico en células 

individuales. Para lo cual se realizó una electroforesis en un microgel, donde las 
• • • • - .- "• ,. •• • - • ' • • • --· L" • -• - •' '•-- ... •-- • • '• 

.. 

células···.e.rari·····e'7bebid.as·····e.n ... ·a·garosa ...• ·.ys~metidas;~'u.n/ .. •cam'po· .•. el.éct~ico ..•. bajo 

co~dlcr9~~:~~:i~~~~~.d;~S~~·l:~~~ª'.;t,e~~¿~.~i;:i:arbild,a~'ª~~ffi~~f 6~pi?. con 
un flu6rocram·a:-coñciciao/c6ino náranja 'de acridina.. ' . ···>·;;, 

---~·-1 ··:· <':'?;'_.". l ~-~,_ ,':· ·y,1,!:?·: 0 ·"<~;-' ."~'. _;~.,~{"';'' :;:-::'. / '"t;~{::. ! ,~~~c;:·_,:'·-~;"t;'.·:~o:<: .. f· ", '·. : : ,' 

Con· las ~~ciifi~~ci'on~s de Si~gh, las células que presentan ·un daño al 

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

denominó a esta técnica "ensayo cometa" (Singh et al., 1988). 

Figura 5. Imagen en donde se muestran los cometas de la técnica de electroforesis 

unicelular. Dentro de esta fotografía se pueden observar dos cometas con daño en el DNA 

(la cual se representa con la migración en su cola) y uno sin daño al DNA 

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

' 

l 
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Con el tiempo esta técnica ha sufrido modificaciones, que permitieron una 

mayor sensibilidad y asuvei..unm¡:¡yorcar:ipode aplicaciones de estudio . 
. · .. ·-.-_ -,_,._ .. : '";>-~_-._.< .)<>-

Entre las modificacione~ queselehanhécho a esta técnica se encuentran: 

• El·pH de la solució~:~~l!is!~:-~~~~'.:~:~~~;·~?--~~~-~-º · 
• El pH d:la;~7~!~Ct~~:~]~1l~~~~f ~(f~d¡ky~t¡J~ d~ ~lectroforesls. 
• Las .condicio2espropias'd.~:1are1ectroforesis.·.-.• 

• El tle~p~~~·il~~~il;~~~~i{~ (¡~~~~.n~s del DNA. 

En la .actUaHdad•exist~n ~ariasversion~s de aplicación de esta técnica . 

. 'E~~ f~a~• Jj~~fu~~~,F'~t.-•;!~1J~j'.b;~P·~~i:ro~•. ~or primera vez la técnica de 

electrÚfo'.~~i~ 5%6iíú1á(;,~¡l:,li":a,!1afcJ~1 ~e l>a~a en una electcoforesis alcalina 
.de._ una .··cadena/•·;'siti9s.i31'~ali 

.· ;, ,;~,: -';;-~.~-: .. .:_:-:,:o· . •,:..:<~·~,: ,•; .,· .::·~-<~-

~eL .. hi~ieron 
>:.:\;;: 

l.ln~';~J-~_-•••b_~t.:J~tg}~si·~t ";·a· sea en 
-- ~:.,~ ·, -¿-·:. 

~-·· .. - ···-·- , __ -:.;· 

condic1on(3s.:11eut.ra~/.; .• d()Dd~·;se{ob~ervan._. romp1m_i~nto~· de d~~I-~ 'ca~:ena·. del 

DNA·a·e~c-~¿~J%;i~~~-~g·fá~-j~1~~1¡A~~{64In§:·~q •• 12.a 1 6~12~3.<e~·1ai'cG~1~s·.-se 
·-··<~(·~,;'····~-···~·/··\ ,'·'; :.;; ·,.·._,,-. ·-.'.;;_,>-·:·, ~-·- ","•' ,. '_._- ,_- ·~.-· .• ···-.~,-~ , 

detectan rornpiÍriie~to~ :;deicadenáYsenciúa 'de( óN.A·· y sHi6s ~etcird~dos .·cie 
·_,, ... , 

reparación (Rojas et~( 1999).· · 
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pH neutro pH 12.1 pH >13 

• Rompimientos de • Rompimientos de • Rompimientos de 

doble cadena del cadena sencilla del cadena sencilla del 

DNA. DNA. DNA. 

• Sitios retardados de • Sitios retardados de 

reparación del DNA. reparación del DNA. 

• Sitios Álcali Lábiles . 

: ': - .: 
Tabla 2. Posibles eventos involucrados en el daño al DNA ·con relación a la variación del 

pH en el SCGE". 

Las córidiciones de ptJ bajo:> fé)S cual.es. s~ ri:?~fiz~ esta técnica es un 
. 

punto.crucI~I de esta técnic~.· ~sto·R·Él~~it~ qÚe ~ea más'isehsible y.e~pf:?cfrica,.ya 

:::e::::~~[E~ifali~lllif lilt~l~,¡~~~;;ro::;;;;~~~~:~ 
sitios retardados de la ré'p'ara'dón\y)frompimientos';de cadena. sendlla;;rnienfras'· 

que ª PH > 1~ \~'.~r~í{i\l~~f !i:•i·l~J~i1~1;i~~·F ~.~ hf c~b.~}~,~~~·c[~~· . 
sitios retardados. de, r,eparac1on como ~s1t1.os·.'afca11 · lab1les (SAL)>; La< d1ferenc1a 

~--- .• ··-.... '."' "-,'·: ~:.:._ : __ . ,-,.-::~~:-.- 7 : '_:~ -:;:~:, _:::~~? _.-_. 
entre estás "cié:is ':condicibnés de pH' (12.1 VS >13) determinará el efecto 

.'·.'. ,,-:_-,·· --- -.· _, . , <·. c_-"r.: - . · •. --~-,·_-·;·: .-· - . , :· ,. _-.. --

clastógenoprovocado por los sitios álcali lábiles (SAL) (Rojas et al .. 1999). 

,..,,..-.. --.-.. -~,~ .. ,. ....... ,_ .. ,_ ..... ,. ..... ___ ~.,.,.-_...,,,.,....,,,,,.,,..,... ________________ _ 
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La sensibilidad de esta técnica permite. su uso como una potente 

herramienta en el estudio de la genotoxicidad, debido a que presenta un 95% 

con resultados obtenidos con otros método (Sasaki et al., 2000). 

SITIOS ÁLCALI LÁBILES (SAL) 

La integridad del genoma es permanentemente alterada por la agresión de 

agentes exógenos como endógenos (Lhomme et al., 1999) Los sitios abásicos 
. . 

(apurínicos y/o apirimídicos(AP)),;~.on probablemente las lesiones más corriun~s .. 

Est~siLsod ~Lr~~Jii~-~-·brn~-i-~~~~c6~ :iormados en la hebra cj:eUE>.~A.'Este 
proceso. -p~~,~~~yOJ§:ül9?k~~:~inis~n~r<;l{,espontánea. La fom1ació,n'.J~-~J:' 195 '.'~itios · 

::::~:: ~tréll1~~~f )~~~¡~:i~~º::::s ~:~:ª~º~&~~,J~tf i~JE~;: 
envueltas,tanto.·A-~é~endo?u.cieases···(co.mo •. l~sHAP1.·Y·JRE1i"~~nt~~--otras), DNA 

ligasas y ~~:~:1!~s~l~t~~~~~Ui~'fie~uá;7g~~i\~rl~l~~!1í¡?;'~~dlfi~adas 
o .. anormales/generandó:':_así ·sitios'<abásicosY,como·;;ün ;proceso intermediario 

- · ~~;~ :· · . ~ -~~ ~-~.' ·: : ~::~:.;/: ·~ ;~~i~'.~~ :.;~~??-.:: !};;: ': :\%}~~: , ~:~~~;~~~-~i~t~~r:~(i_~-~:-~E~f (. ;;.~q: ~!~'. :r!:{.~C-·J ~:~~~~ '. ~~~~:i~~:~.'~ ~.l~i;;~ :t:~I::~: »:~f :ifü ,_¿: t:f .:. 
dentro ·.del;.'proceso~de)-;BERW(K~laCzoko"~sk•i··.e,f)a/.'/~2001);'.>Se estima que 

ap~oximaf~D~t;~e!g(~~:~i~~~¡:¡¡¡j~~r~t;~~:~~etrnente en una célula 
bajo cond1c1onesJ1s1()log1casu:1orr;nales_::(f'111ckloff.y.Hoekstra, .1998) . 

. - '. - . -~:- ·.- .>~:_-:· ·.1·¿;~ __ :·~-:- \:~~:~-~~\~;:~~;~~-~-;,~:~~,(-:~:~~~--~·3_}~f~:~: .:'.~~j\;/::~~:~trtft~~l~~~~~~~~~:- ,-:1:i;k-~,~:. :.;~~3\;/~:¡~}~~:~: :_,···: ;'•·,.:' - ' 
Los sitios abásicos~son:él;re'sultadci de un hUeco'.hidrolítico de los puentes 

.·.·. . . · .. :-~'.>· ->x.r.· -~ )C<)\~:>~r-~.~~~ :;:_~~~:/\~~~i--:: :~_::·:.·~-'.~:~~~ ::_Z~?~:T}1:;'.f:0~~:·:: ~--.~:,~~~-:·. '',:'i>: ·, _· :;.·,_: 
N-glicosílicos. Este proceso:{ puede inCrer;nenta~s~ po(~actcxes exógenos, tales 

como agentes oxidantes;que d~ñen l~s~b~ie~. torrti .. a~d~ asi Id~ ~iticis AP. Las 
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deoxipurinas se forman en mayor medida que para las deoxipirimidina-s, siendo 

las deoxiguaninas el nucleósido más lábil (Lhomnie ét al., 1999). 
-

Los sitios abásicos ~e\ tipo. ald,ehídos· · ·son artanierite )~ensíbles a 
:·, ' .\, ~ . \~~:: >~ ,. J ",: ' ·>- ·;:· .. :~',. :,;::,'.-' -_;::;~/ 

condicíones•·a1can·n·~s_~•-.1ás.cuaie_~;índúcen.,rornp_iMié'nt;~de•-.1as';he.bras·_del···oNA,· y 

pueden .ser· estí~adéls~- p~f~·~~~~,T~~#~i~~V8e)'~t~~í-~~~~;-~é~~~~-~~~8'~~~.~;-;;lusión 
alcalina y por la electroforesis' u~í6~IU1ár é~tre Otra~ (Lho'fnine ~t'á/.;i ; ·9~9; ·Rojas 

• ·., • -· ~ •• ' ••• < •• • - ' • • -· • < . ' - -.. - ·- '• 

et al., 1999). 
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JUSTIFICACIÓN. 

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

que ha afectado a gran parte dfOf I~ ~obl~ción rrlundial provocando cáncer de 
.:_.- .. ::.~:,', :~··'· :.~·.~·_.,··~·.·:'· '.~:? ···~·-·· 

HIPÓTESIS. 

Si los metabolitos trimetilados del arsénico producen daño al DNA por efecto de 
. . 

los sitios álcali lábiles (SAL), entonces al ser tratados los linfocitos humanos con 

dichos metabolitos, se observará 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 inducción de 
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radicales libres muy posiblemente se encontrará un mayor efecto biológico de 

estos reflejado en los niveles de la peroxidación de lípidos de ménibrana. 

OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar por medio de la técnica de electroforesis unicelular, cual es el posible 

evento molecular involucrado en el daño genotóxico producido por las especies 

trivalentes del arsénico en linfocitos humanos. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

• Establecer que tipo de daño al DNA se produce por efecto de las especies 

trivalentes metiladas del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) en linfocitos humanos~ 

-;-;' • . -e •• -: - . ;~ - .- -- - -

• Evaluar el porcentaje de sitios álcali lábiles C(SAL) 9kn'er~do~ por. la 

exposicióna):::>MA 111
, M.MA 111 y As 111

• 

• Correlacionfr)~·~j?d ~~ci~D:,u~~<s/¡tt()~,ál~f Jir.l~~•il~~ ~~~~r~d6~ ·~or,el ··efecto·· de 

estos metabolitós y los· niveles de lipópéroxidación. 
. . ' , - ' - - . - . . ·. - --- -- -~- ., ·. -.: : . ,'. .. ' - - . -· -

~---~~-· -~--------...... -----------------=--::_:-_:~---------------~---_. --· .....:::;;,;-;-_;;:,_-··.-:·- -----

o 
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METODOLOGÍA 

Obtención de los metabolitos trivalentes del arsénico (MMA 111 y DMA 111
) 

Los arsenicales trivalentes metilados MMA 111 y DMA 111 fueron sintetizados como 

previamente lo describieron Cullen et al. (1984) y Styblo et al. (1997). 

La identidad y pureza de los arsenicales fue confirmada usando un 

HNMR, espectrofotómetro de masa y un espectrofotómetro de absorción 

atómica (HG:-AAS) como lo describieron Hughes et al., 2000; Del Razo et al., 

2001. 

Concentraciones utilizadas de los metabolitos trivalentes del arsénico 

(MMA 111 Y DMA 111
) 

Los rangos de las concentraciones de los metabolitos usados, tanto para el 

MMA111 y DMA111 son de 2.5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM, 80 µM, 100 µM, 

respectivamente; abarcando así un amplio espectro. Estas dosis fueron 

escogidas co~'l:>~.~e.en diferentes reportes existentes en la literatura (Tatum, et 

al., 1999; rv1as-~·etaí.; 2001). 
. ', ... \. :-' •. '~- :.¡ '' . - ·' 

Los·met~661N~s'.fueron disueltos en medio RPMI 1640 (Gibco®); y estas 
·-.;::.-

soluciones ·"s'toc'1é ~\¡~ los metabolitos trivalentes (MMA y DMA) fueron 
.. -, . ,;::.; ·.. -

preparadas· diariamente. 
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Obtención de la muestra 

De dos donadores sa.nos de sexo masculino, de 19 y 25 años,respectivamente 

se extraj~rorj p~r punción venosa 12 mi de sangre entera ;con una ·jerin~a · 
; .. "· :.:,,:' ' -:~·>. ' 

previamente'.lie~'aíi~i2:ada. En tubos cónicos de 50 mi se adicior16!.;:f2'rTi1 de ~icOILC 
:_" . ' - - ~· - . . ' ,;-, . ' 

(Gibco~):ipa~~ después colocar los 12 mi de sangre entera quitando la ~g~jade . 
:·:/ >- '.~',·»· ;_. -

la jeringa para evitar la hemólisis 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 el tr~tainiento a las células se utilizaron tubos Eppendorf de 1 mi, en 
. . . - . -

donde se colocaron 5 x 105 células resuspendidas en 950 µI de medio RPMI 

1640, Íná~ ici J?d'.E:l1 't~atamiento, alcanzando así la ¿dnii:í~tración final de 2.5 
. . ' . :s.~::; . .--~.::. - :- . ' ; -·. , '-..... 

::::~1ñf 1¡tltiiji&~!i :.:~:~:::::~t;;~~l:~:::~~::::au: 
tratamiento simúar;}con'.As ".L:carsenito de sodio) a concentraciones finales de 5 

µM y 1~oJ'~'.':i~;~~~ti~i0~1!~·. . 
. s~;:~~;\1~tffiª~~~~~i:·~·l"~~rte los tubos y se colocaron a una temperatura 

constante .'de; 37.~C.'.dtirante;A· horas. Transcurrido el tiempo, se cuantificó la 

:~:~~,:d i~f~J1~¿i~~,l~~,ef;fi~~~{:º~::;::, e~~ª::::::ª d:. fl~::,::;~~:.,: 
., .. _- -.- ..... : . 

unicelular. Los exp~rimentos de la técnica de electroforesis unicelular a pH 
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neutro, pH 12.1 y pH >13 se realizaron por triplicado, mientras que los 

experimentos de lipoperoxidación se hicieron por duplicado. 

Método dual por fluorocromos para la cuantificación de viabilidad. 

Esta técnica pretende evaluar el estado metabólico de los lisosomas, como 

también la integridad de fa membrana nuclear (Strauss, 1991 ). 

Para esta metodología se utilizaron dos fluorocromos; el Bromuro de 

Etidio (Br-Et) : (2.0 µª1µ1), ,el ?~uaf, ks ;indicativo·d~ l~Li~tegridad,:de/la ,envoltura 

•,• ;. '" .u:: ;K;: ;~:~\ 2.~i: •. 1.· ::x~. t(·~;.~';;;j;L .M" ·,r/ .. ::I:r. t~'.·6~;}:~·ffüKBFú:;.fr:·./ ;:,{;?:i:~~~~·.:;;~·x,~> •··. · .. •·. .·. 
nuclear, y: por•.el:otro el 5,6/carboxinacetato de •flúOresceínaHF;DA): (5. O ¡.Lg/¡.tl), 

que evafúacla'taC:tiVidadfmetabólicazdelOsslisosOmásHEn1:dóffde>las é:efulas de 

colo( \º{~;~ci~~Íf :r~~;~~t·~~l~tl~~tld~kl~l~~ilt~ltíz~r~~s .. Esta 
técnica.se empleó¡co.mgJoha·n:descritoljartman,•y;;Spei((1995)':'f.,:~· •¡( ':''.', C 

~~ ~ 
m1croscop10 de.'JIL1orescencia;",Olimpüs_iBX~60, ''empleando un·~ filtro. de. excitadón 

de 494 ;;~j&&~I~~R·mi'~~d~~~~!,~[aj·ª~·;oo nm. usando un ~bjeHvo de 20 x 
Se eyaluaror:i),100•células por condición, y los resultados de esta se 

, ·., ··:'.~/': ·.,o;:j::· '·)/·· 

expresa8:en pOrcer{taje: Las células fueron evaluadas inmediatamente después 

de que é~tas Jali~ron de su tratamiento. 

··-·~ ...... ~--- ·-' 
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Electroforesis unicelular alcalina a pH >13 

Esta técnica se realizó conforme a la versión propuesta por Singh et al. (1988) y 

descrita por Rojas et al. (1999) con ciertas modificaciones. La cual consiste en 
' ; ~. ; 

que a un~portaobjetos lavado, se le adiciona 150 µI de agarosa regular al 0.5% 
~ :: . j !-ó-. :_ _, ·. ·~ .. 

(SigmcÍ . UsA.);; estas laminillas .son colocadas en un tíC>rno hasta que dicha 
i -~1 . , .. '.. . . - - . ' . . . . -

C ;~· C\ ' • 

agáros·ª· .. f()rma~Ün~:cápa •. un:iformeselidificada• ..•. · 

· A1[far,~i~~~~¡'~t[k~~~1~ri~~.g~e .• ~ ~bi~1 do~ los metabolitos MMA 111
, DMA 111 

:;::F:~~~~~l~'Ji~~'1[~js1tr~~r ;!:~Ó::p::.~v:::,:.n u:: c:~,:::ug~ 
sObrenadante}: de.1 b(,tón ~btentclo1 <se)omó la muestra de 3 µI para la viabilidad 

por fluor~croITios. Al ~otón:·~;~·;fa;~~;~ic)~~fon 75 µI de agarosa de bajo punto de 
·... .· .. ·,_ .... --~:- , : .~:· __ _'· ... ;·>~: <~:.:,,:;·:_:~~/;;~~('--~~y{E_.:.:~{~~i~·-· 

fusión al 0.5% (Sigma; USAh se rrie:iCló gentilmente y se distribuyó dicha mezcla 
-"-~/ .. -_: -~ :::::; .. ; :~~-'.:: >:/~ -¿_)~~,~-~:~:-<-~{!~~'.~··:i:-t~~,:~;/_!~~tI ·<~~~:/ --~-:~- "\ -.. 

a una laminilla. ~e~ coloc'~ün cub'reC>bJetos s~bre la muestra y así las laminillas 

::b;:::~~f ~l~~~i'l~l~~t~f í~~~t:1:~~{¡¡~i;;~::~~~~ ::::~~: :: 
0.5%, colocándose(de~;·nuev'o\eíúéfrigeraCipri pórfun·'.m inuto. más:r Posteriormente 

ias 1am;3íl!!.~l~~i!'~~l1~:;~~~~lt~~&~ct'~,~il~{i~!~~~~;~.:~ha cte una 
que conteriia'.·.·30 mt"de.una·solución de NaCI a 2.5 M,,".5·ml de otra solución de 

EDTA al 100.mM}.Y:iTris';':base''a;pH,;1 O;, níásJ O~/o deDMSO~y;,1 %;de.Tritón X-100 

(SigmaT~~t~f f i~~f J!~l~¡~f ~~rf~~~f~É~~1!~~¡¡1~1tf ::7· una 
cámara· de 'eÍ~~ii6t~t~~i~lrs~hrl't1'ieloy· ·qt:~--~~~,i~~¡~·;t~\j~~bw%-d~~:~~;~,lcalino. 

" ·' •, ~:: 

(300 mM de NaQH; 1 mM de Na2 EDTA (Sigma, USA) a. un'..plj> 13). Estas 

o 
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laminillas estuvieron inmersas durante 1 O minutos en este amortiguador con el 
' . 

fin de permitir que las hebras deDNA se pudieran desenrollar, y al cabo de este 

tiempo se fealizó u~a ~1eic;tr6tor~sis dtrante 20 minutos a 0.8 V/cm (Todo este 

:~5:~~E~ºf f ~I-~JtiW~~~t!·~::::::::~:n ~~;~r~g;~~~¡tE~ 
'., ,'' ., > > ,', > ;t~.·;z:{L'i;[f:;i;·?'Ii:'f'/v({:l;t: ,,,~ ·•-~ , ' ;,·.: ~:·. :~:{ :,~ :·., :.> »01 , 

por 15 minutOsy fuerori~fijadas cón;etanofabsoluto por un.minuto; para después 
- , ·-. : ~_. :. , · _/;;y; ... }g;{: :·¡_~~~f: ·.~J}~::;::)~~:t~/~·-i:.~;~,- ~ ;,;~~r: : . ;::~.:::_:~: :_f:;:¿~,:,":- .l~l/-_~'.~;;~-~--~-.ii:\'.~~-~:-.;f;:;~;\,~i~\.f:~t·. :t·:~:,:_, · -~ ~- ··. -· --- ", · · >·-

ser secadas al aire. Las laminillas·Jueron;codificadas·a•doble ciego.:'!, ; ;;. 
. .• •... : • _ .. :i~tt ;\'.:!és:W!Y~~¡~: ~:?{)::1;0. _LV,{ 'o/i~·,~:i~! ¡t~~Lg~\~Wp:;;~t~ p;.::·/._•j:~:;,_ :_ .. 

Para observar las, laminillas\•al}micrO'scopio~se~lesi adiéionó 20 Y~LI de una 
<· .. • ::··.. 1;t;~; ·:r¿~0 t~tkt~r· ~~;i ir2J;;;· '.~~ ::i.1"··:1~r: ~'.1t;~>i'iJ-1:_.§y~:~~f :Y·t· ~, _:; ·, ._ .. · ·:. 

solución de 2.0 µg/rnl 'de:;;'brOm.wo:,,d~:ietidio .. (Et.:sr):/ fúerqn¡,analizé)das· en un 
. . .·· ·\-·: ~,·;; fü:: ,:;~tt:;~2{~~t:f;~:;1!:.~~% :''.~(:'-~}:;,o';St''~~~~';ie';~.~~t¿f~~~::·?&K l;f2:~·t;~~.Ji}~\i'> . , : · · 

m1croscop10 de, ep1fluorecenc1a·· O,lynipus '8X60,.con{un:.f1ltro~.de'.e_x.c1taCio,n:de 515 

ª 
560 

".: ~~ ti~':;.'~~~~&%~r~t~f ~~i~!,5l~~i¡~~~~41~!t~l¡~~~~ijc~¿® Y 
utilizando .. un.· d1g1ta1Izador{de.<é1magenes')J~1net1c. •·· lmagei;~con·;;:una :· computadora· 

personal1.,en ••• _donde·•~se,:':leyeron'•50.célula~·,;pond~miniHa,•;;y':,2~d\min,iUa: •...•• por 

cond;c1on'~¡;~j~hJ~··¿~ftf ~i~.~~i~~t1~¡t~~1~¡~;~{J·~~~~~~~·(~;n~11c 
lmaging); el cual permite ·é§!lcúlar e}' m.01J1er:ito;--c:fe'.:,Cola(de•Olive;; (Q"fM)' con la - . -:',~~·, ·:· . ··.'.~-~~-· ?f~:;.~~ <~:~::_.::· -~~s·-·t :: .. ·:~~~~:.:).~~~~~,~~{ .,. ,~ :\.~ ·. ·:"~:~~· ... :_;;·. ~· ·;~~~r.;~;~:-~,.· ". ~-: -.. ::. ·e 

fórmula: ·· '·">:~·' ,,,·¡),,'<,. , .. ,, ·> 
:>:/~- ::'-º. ;.;.~:". ·º ,-,.·,. -- '.,},L.~·:\·:_~/;(: _.,J,.,- ·} .. /i:~:~. . .. ·. ; V ·:..: '.:.<;:_,··_,<'' "": 

Tail Mornent= tamaño de ta coúD<% de DNA iotatehbota/.1 oo. 
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Figura 6. Imagen digitalizada y analizada de un cometa por el software Komet 

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

Electroforesis unicelular alcalina a pH 12.1 

La electroforesis unicelular a pH 12.1 se realizó como lo describen Rojas et al. 

(2000) y Tice et al. (2000). Después del tratamiento con los metabolitos 
<\~;~,--; 

trivalentes)de ar.sénico, As 111 y la lisis a 4°C durante al menos 1 hora~(30 ~I de 

una sol~~~~D~i·~~W.f~;,;f ;r~·";t.Wi.~.~tra solución de EDT t5~~~%~~)~T1~· 
base a .pl:L 10;,:más; ,10% de OMSO/y:J % de Tritón X-100 ·.(Sigma ;;USA)), las 

.~;·~~: _ ~ >~~-~~\;~~;~L~k~_~:~c-:,_- -::·.'.'.·~· . -:- ¡ - _, .. ·_ ... >- -:,-_,__:,-.. ~:;. · --:-:.~:).:~'. __ :_~--_. ~~:~~~.:<-fú~-~s.:·~~~):~~~~(~21::~{~,~~ ~ :·~:i·.:. -~ _·: _ -
laminillas fueior{'cólocai::las en una cámara horiz6ntáf.de.ielectroforesis sobre 

hielo, cJn~~".~(~1~~ión de corrida· csoo +M ~~~,w~~~i~~~l~f~t!~iitt~pH. 
12.1 ). Las;.laminillas permanecieron en. dichafsolüción~po(,:'.!Q minutos.Al cabo 

·<~-:. . . ·" ' .. : ·--<:} _,. :~t;> -~~~<:. :-
del tiem'p6·se procedió a la electroforesis durante 2o'mil1LltC>sa ó:a \Íicn,;·para 

posteriófm~nte neutralizarse con una solución de Tris-base a 0.4 M a pH 7 .5 por 

15 m.inutos. Después se fijaron dichas laminillas con etanol absoluto durante 1 

minuto, dejándolas secar al aire. Se tiñeron con 20 µI de una solución de 2.0 

- --. .. , 
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µg/ml de Br-Et. Evaluando así 100 células por condición en el microscopio de 

fluorescencia con las características ya mencionadas. Dichas células se 

evaluaron con el programa de analizador de cometas "Komet 3.0 (Kinetic 

lmaging); tomando el parámetro de OTM. 

Electroforesis Unicelular Versión 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 111 , se prepara una lisis que contenga EDTA di sódico (0.03 M) y SOS (2.5 

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

las laminilla a 4ºC durante al menos 1 hora. Terminando el tiempo de lisis las 

laminillas fueron colocadas en una cámara horizontal de electroforesis sobre 

hielo, con una solución de corrida (90mM de Ácido Bórico, 5 mM de EDTA 

disódico, 117 mM de Tris-Base a pH 7.0). Las laminillas permanecieron en dicha 

solución por 2 horas, para permitir así que en condiciones neutras el DNA 

pudiera estabilizarse. Al término del tiempo se procedió a la electroforesis 

durante 20 minutos a 0.57 V/cm; para posteriormente lavarse con una solución 

de Tris-base a 0.4 M a pH 7.5 por 15 minutos. Después se fijaron dichas 

laminillas con etanol absoluto durante 1 minuto, dejandolas secar al aire. Se 

tiñeron con 20 µI de una solución de 2.0 µg/ml de Br-Et. Evaluando así 100 

células por condición en el microscopio de epifluorescencia con las 

características ya mencionadas. Dichas células se evaluaron con un digitalizador 

-.~...,,_..~..,...,,,,.....,..------:~--~--~--_':_ ______ -



º· 

43 

de imágenes (Kinetic lmage) utilizando un programa de analizador de cometas 

"Komet 3.0 (Kinetic lmaging); tomando el parámetro de OTM. 

En la siguiente tabla se muestra las diferencias metodológicas de la 

técnica de electroforesis unicelular (SCGE). 

VARIABLES DE LA 
TÉCNICA 

pH neutro pH 12.1 pH >13 

Concentración de Con 3 capas a Con 3 capas a Con 3 capas a 
la agarosa y 0.75% 0.75% 0.75% . 

número de caoas . ··.• : ... '.· · .. 

Solución de Lisis • EDTA (0.03 M) • E[)TA (100 mM) • EDTA(100rnM) 
,· 

• sos (2.5 %) .. NaCI (2.5 M) • NaCI (2.5 M)) 
. . Tris (1 O mM), pH • Tris (10 mM);.pH 

10 10 
• 1 % de Triton X- • 1 % de Triton x,. 

100. 100. 
• 10% de DMSO. • 10% de DMSO; 
(y se ajusta el pH a 
12.1 

Solución de Ac. Borico ( 90 mM) EDTA (1 mM) EDTA (1 a 2 mM) 
Corrida EDTA (2 a 5 mM) NaOH (0.3 M) NaOH (0.3 M) 
(Electroforesis) Trizma Base (40 a PH 12.1 PH >13 

117 mM) Duración: 1 O Duración: 1 O 
Duración: 2 horas en minutos de minutos de 
solución de lisis, 20 desenrollamiento, 20 desenrollamiento, 20 
minutos de corrida. minutos de corrida. minutos de corrida 

Electroforesis 0.57 V/cm 0.8 V/cm 0.8 V/cm 
25Vy 300 mA. 

Neutralización 0.4 M Tris a pH 7.5 0.4 M Tris a pH 7.5 0.4 M Tris a pH 7.5 
oor 15 minutos. oor 15 minutos. oor 15 minutos. 

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

modificado de Rojas et al., 1999. 
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Peroxidación Lipídica 

La Peroxidación lipídica se realizó conforme a lo descrito por Sinnhuber y Yo 

(1967 y 1998). Para efectuar ésta técnica se necesitó obtener 18 mi de sangre 

de cada uno de los donadores por punción venosa; para lo cual previamente la 

jeringa contenía 0.2 mi de EDTA (10%) con el fin de prevenir la coagulación de 

la muestra. Inmediatamente después se dio un tratamiento de 4 horas con los 

metabolitos trivalentes del arsénico y con el arsenito (MMA 111
, DMA 111 y As 111

) y 

en sangre entera a una temperatura constante de 37°C; después se separó el 

plasma sanguíneo por centrifugación en una PicoFuge Stratagen por un periodo 

de 5 minutos a 4000 rpm. Se tomó 1 mi del sobrenadante y se mezcló con ácido 

2-tiobarbitúrico (TBA, 0.375%), y 15% de ácido tricloroacético que contenía HCI 

al 0.25% ob.teniendo así un volumen final de 3 mi por cada condición (2.5 µM, 5 

µM, 1 O µM, 20 µM, 40 µM, 80 µM, 100 µM, H 2 0 2 como control positivo (100 

mM)). 

Las mezclas fUeron llevadas a punto de ebullición por un lapso de 15 

minutos. Transcurrido el tiempo, estas muestras fueron centrifugadas a 3000 

rpm por 3 minutos. 

El sobrenadante fue recolectado y se determinó su absorbancia por 

duplicado a 532 nm en un Espectrofotómetro Pharmacia Biotech Ultrospec 

3000. Los resultados se presentan en nanomoles de malonaldehído (MOA)/ mi 

de plasma. 

o 
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Análisis Estadístico 

Para determinar si las diferencias entre el comportamiento de cada una 

de las concentraciones de las distintas especies arsenicales, analizadas con la 

electroforesis unlcelular, se utilizó la prueba no paramétrica de U-Mann-Whitney, 

debido a que los datos no presentan una distribución normal (Zar, 1984). 

Mientras que para la prueba de peroxidación lipídica se aplicó la prueba 

de T- Student, tomando así una p<0.05 como positiva. Para el análisis de los 

datos se empleó el programa de software STATISTICA versión 5.0. 
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RESULTADOS 

Cuantificación de la viabilidad por fluorocromos. 

Ésta técnica se aplicó para cuantificar la viabilidad de células expuestas a los 

metabolitos trivalentes del arsénico y el arsenito (DMA 111
, MMA 111 y As 111

) a 

concentraciones de: 2.5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM, 80 µM, 100 µM, más 

100 mM H202 como control positivo para la peroxidación lipídica y EMS (1 x1 o-7
) 

para el SCGE. 

Los resultados sugieren que a las concentraciones a 40 µM, 80 µM, 100 

µM de los metabolitos DMA 111 y MMA 111 tienen un efecto citotóxico en los 

linfocitos de ambos donadores; mientras que las concentraciones 2.5 µM, 5 

µM, 1 O µM, 20 µM, los valores se encuentran por arriba del 96.48 % de 

viabilidad después de un tratamiento a 4 horas. Estos resultados se pueden 

observar en la tabla 4. de viabilidades abajo expuestas. Las cuales se 

cuantificaron por triplicado. 

En las gráficas 1 y 2 se presentan dichos resultados en donde se observa 

cual es la tendencia de efecto citotóxico a dichas concentraciones con los 

respectivos metabolitos. 

El MMA 111 a concentraciones de 40 µM, 80 µM y 100 µM, parece tener un 

mayor efecto citotóxico que el DMA 111
, esto se ve aún más marcado para el 

donador 2 como se puede observar en la gráfica 2. 
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Donador 1 Donador 2 

CONCENTRACIONES DMA MMA 

CONTROL 100 100 

2.5 µM 97.9 98.5 

5µM 91.5 96.4 

10 µM ·99.5 ,100 
-· 

~~'.(i::/~ 
--·; 

20 µM '97.9'. 
·:~.~;·: r 

40µM 82.0 

80 µM 36.0 

100 µM 42.0 2.0 

EMS ( 0.1 µM) 95.42 95.42 95.42 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 gráficas 1 y 2 muestran el efecto citotóxico 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 µM hay 

un efecto citotóxÍco importante. 

120 ~-·· 

100 

80 -

-DMA 
60 --MMA 

-...-Aslll 

40 -

20 

o 
o 2.5 5 10 20 40 80 100 EMS 

CONCENTRACIÓN MICROMOLAR (µM) 

Gráfica 1. Porcentaje de viabilidad de las especies arsenicales (DMA 111
, MMA 111 y As 111 ) en 

donador 1. 
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Gráfica 2. Porcentaje de viabilidad de las especies arsenicales (DMA 111
, MMA 111 y As 111

) en 

donador2. 

En la gráfica 2 se advierte que el donador 2 presentó un menor efecto 

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

las gráficas 3 y 4 muestran el daño al DNA detectado por la electroforesis 

unicelular a pH >13, por efecto de los metabolitos trivalentes del arsénico (DMA 

111 y MMA 111) después de 4 horas de tratamiento en dos donadores. El daño al 

DNA está expresado en OTM. 

-DMA o 

1: . ::Z-----~---:;::;~~------S-
~,, -5/-~~------1 

-MMA 
-Asllll 

O-
o 2.5 5 10 20 40 ªº 100 .EMS 

CONCENTRACIÓN MICROMOLAR (µM) 

Gráfica 3. Efecto genotóxico producido por las especies arsenicales como los 

metabofitos trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) y el arsenito (As 111 ) después de un 

tratamiento de 4 horas a pH >13 en el donador 1. Daño al DNA expresado en momento de 

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

100). Los resultados de DMA a 100 µM no se presentan, ya que estos no pudieron 

valorarse por la intensidad del daño genotóxico (presencia de nubes)~ Std. Er. 

~-~---~"""'~"'- -----...... ......,.....-,=~~------=~-------

o 
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Gráfica 4. Efecto genotóxico producido por las especies arsenicales como los 

metabolitos trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) y el arsenito (As 111

) después de un 

tratamiento de 4 horas a pH >13 en el donador 2. Daño al DNA expresado en momento de 

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

100). Los resultados de DMA a 100 µM no se presentan, ya que estos no pudieron 

valorarse por la intensidad del daño genotóxico (presencia de nubes)~ Std. Er. 

En ambas gráficas se puede observar que a altas concentraciones (40 µM, 80 

µM, 100 µM) el DMA tiende a producir mayor daño 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 µM, 5 µM, 10 µM, 

-------'-----~~-..... "'""~-----------~- --~~---------- -----------·---~-- --~- ' -~- ----· ----- ------
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20 µM), 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 continuación en las gráficas 5 y 6 se muestra el efecto genotóxico producido 

por los metabolitos trivalentes del arsénico a pH de 12.1. 

60 

50 

w 
;;:: 
-' o 40 
w o 
:s o 
(.) 30 
w o 
~ 

-DMAJ 
-MMAI 

-Asl_!.iJ 

z 20 w ·-::;: 
o ::;: 

10 .~ ~ 
o 

o 2.5 5 10 20 40 80 100 EMS 

CONCENTRACIÓN MICROMOLAR (µM) 

Gráfica 5. Efecto genotóxico producido por las especies arsenicales como los 

metabolitos trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) y el arsenito (As 111

) después de un 

tratamiento de 4 horas a pH 12.1 en el donador 1. Daño al DNA expresado en momento de 

cola de Olive. (Momento de cola de Olive= tamaño de la cola x % de DNA total en cola I 

100) :!: Std. Er. 
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Gráfica 6. Efecto genotóxico producido por las especies arsenicales como los metabolitos 

trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) y el arsenito (As 111

) después de un tratamiento 

de 4 horas a pH 12.1 en el donador 2. Daño al DNA expresado en momento de cola de 

Olive. (Momento de cola de Olive= tamaño de la cola x % de DNA total en cola / 100) :t Std. 

Er. 

----' 
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Inducción de sitios álcali lábiles 

Al graficar los valores de OTM entre pH >13 y pH 12.1 a las diferentes 

concentraciones utilizadas se encontró que el daño al DNA por el As 111 a pH 

12.1 y pH > 13, es similar indicando que no hay inducción de sitios álcali lábiles 

(SAL), mientras que con los metabolitos MMA 111 y DMA 111 el daño genotóxico 

observado se presenta mayormente a pH > 13, lo cual es indicativo de una 

inducción de SAL, como se puede apreciar en la gráfica 7 y 8. 
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Gráfica 7. Análisis de correlación entre la inducción de daño 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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Gráfica 8. Análisis de correlación entre la inducción de daño al DNA a pH >13 y pH 12.1 

para linfocitos tratados con arsenito y los metabolitos trimetilados en el donador 2. 



~ 
::::; 
o 
w e 
s o 
u 
w e 
12 z w 
::;¡ 
o 
::;¡ 

56 

Electroforesis unicelular versión neutra 

En las gráficas 9 y 1 O lo que se observa es el daño genotóxico producidos por 

los metabolitos trivalentes del arsénico en ambos donadores, utilizando la 

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

de doble cadena. 

60 --· ----------------··-···--- ·-1 
1 

1 

50 

40 

-DMA 
30 -•-MMA ¡ 

-Aslll 

20 

10 ·--;z-:! 
o 

o 2.5 5 10 20 40 80 100 EMS 

CONCENTRACIÓN MICROMOLAR (µM) 

Gráfica 9. Efecto genotóxico producido por las especies arsenicales como los metabolitos 

trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) y el arsenito (As 111

) después de un tratamiento de 

4 horas a pH neutro en el donador 1. Daño al DNA expresado en momento de cola de 

Olive. (Momento de cola de Olive= tamaño de la cola x % de DNA total en cola/ 100) :!: Std. 

Er. 

o.·. 
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Gráfica 10. Efecto genotóxico producido por las especies arsenicales como los 

metabolitos trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) y el arsenito (As 111

) después de un 

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

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

100) :!: Std. Er . 
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Peroxidación lipídica 

Las gráficas 11 y 12 muestran los resultados de la peroxidación lipídica hecha 

con los metabolitos trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111); en donde se 

puede observar que para ambos donadores hay una incremento significativo de 

MOA en la concentración más alta de ambos metabolitos. 

10 

8 

6 

4 

2 

o 
o 2.5 5 10 20 

CONCENTRACIÓN MICROMOLAR (µM) 

Control 
Positivo 

Gráfica 11. Peroxidación lipídica de leucocitos después de un tratamiento de 4 horas 

con DMA 111 en ambos donadores. (los * representan aquellas muestras que fueron 

estadísticamente significativas en donde p< 0.0005= •••, p< 0.005 = ••, p< 0.05 =*) .:!: Std. 

Desv. 
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Gráfica 12. Peroxidación lipídica de leucocitos después de un tratamiento de 4 horas 

con MMA lll en ambos donadores. (los * representan aquellas muestras que fueron 

estadísticamente significativas en donde p< 0.0005= ***, p< 0.005 = ••, p< 0.05 =*) :!:. Std. 

Oesv. 
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Correlación entre rompimiento en el ONA y la peroxidación lipídica 

La gráfica 13 muestra la correlación que existe entre el SCGE y la peroxidación 

lipídica hecha con los metabolitos trivalentes del arsénico (DMA 111 y MMA 111
) en 

ambos donadores. 
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Gráfica 13. Correlación entre la electroforesis unicelular a pH >13 vs peroxidación lipidica 

de ambos donadores expuestos a MMA 111 y DMA 111
• 
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Los resultados en general sugieren que los metabolitos trivalentes (DMA111 

y MMA 111
) son más genotóxicos que el arsenito (As 111

), siendo este último 

considerado como una de las especies más genotóxicas de este metaloide. 

Ambos donadores presentan un comportamiento similar, advirtiendo que 

a concentraciones bajas, el metabolito MMA 111 presentó mayor daño genotóxico, 

mientras que ei DMA 111 a concentraciones altas produjo un mayor efecto 

genotóxico. Se observó una inducción de peroxidación lipídica para ambos 

donadores con ambos metabolitos siendo más marcada para el MMA 111
• 

º· 
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DISCUSIÓN 

El arsénico ha llegado a convertirse en un problema grave de contaminación y 

de salud. Este metaloide está documentado por la IARC como un carcinógeno 

en humanos (WHO, 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 acción (Kitchin, 2001 ). 

Se cree que la clave de la carcinogenicidad del arsénico en humanos se 

debe a características metabólicas propias, siendo posiblemente los humanos 

más 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 

reducción de los precursores pentavalentes y considerándolos como la vía de 

desintoxicación más importante para este metaloide. Sin embargo, en 1989 

Cullen .et al. reportan que estos productos, los arsenicales metilados trivalentes, 

eran altamente tóxicos en bacterias. 

Recientemente este mismo efecto lo reporta Styblo et al. (2000) en 

mamíferos, añadiendo que la toxicidad del MMA 111 y el DMA 111 es mayor a la del 

arsenito (As 111
). mientras que los arsenicales pentavalentes son 

significativamente menos tóxicos que sus análogos trivalentes. Si bien se ha 

caracterizado a los arsenicales y se ha evaluado su toxicidad, en el presente 

trabajo se estudió el efecto genotóxico de los metabolitos trivalentes del arsénico 

-----"----~--•··-----------'-e~~.~-~-~·~----------~~~--------
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(MMA 111 y DMA 111
) 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 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM y las altas, 

en las cuales se encuentran: 40 µM, 80 µM, 100 µM, respectivamente. Debido al 

efecto citotóxico descrito por estos metabolitos como se muestra en las gráficas 

1y2. 

En los linfocitos tratados durante 4 horas con MMA 111 y DMA 111
, se observó 

una alta citotoxicidad, lo cual concuerda con lo reportado por Petrick et al. 

(2000); Petrick et al. (2001). Si bien, se evaluó el comportamiento tanto del 

arsenito como de los metabolitos trivalentes, empleando un amplio rango de 

concentraciones, las altas entre 40-100 µM, no se ha mostrado que sean 

alcanzadas en individuos expuestos crónicamente, haciendo de éstas, 

concentraciones biológicamente irrelevantes, puesto que en los individuos 

expuestos que las alcanzaran, provocaría efectos adversos a la salud de tal 

magnitud, como la muerte por envenenamiento; esto normalmente se ve en 

casos de suicidio o asesinato, como lo ocurrido a Napoleón (Holden, 2000). 

Con respecto a la genotoxicidad evaluada como rompimientos de cadena 

sencilla empleando la electroforesis unicelular, los resultados obtenidos para las 

concentraciones altas (40-100 µM) sugieren que el DMA 111 y el MMA 111 son 

genotóxicos en linfocitos humanos, siendo el DMA 111 más genotóxico (gráfica 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 genotóxico: 

--~~.·.,.-~~---=~~"'"""--""-""-------------
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DMA 111> MMA 111> iAs 111 - iAs v >MMA v - DMA v. 

Sin embargo, hasta el presente trabajo, la genotoxicidad de las 

concentraciones bajas que representan mayor importancia biológica no habían 

sido estudiadas. Esto se muestra en la gráfica 3 y 4 donde se observa que 

ambos metabolitos continúan siendo genotóxicos, encontrando que el que tuvo 

un mayor efecto genotóxico en los linfocitos de ambos donadores fue el MMA111
, 

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 genotóxico como citotóxico. 

La variación del ensayo, empleando condiciones de pH 12. 1 permite 

detectar solo rompimientos de cadena sencilla del DNA y sitios retardados de 

reparación, mientras que a pH >13 se identifican tanto rompimientos de cadena 

sencilla del DNA, sitios retardados de reparación y sitios álcali lábiles (Rojas et 

al., 2000). La diferencia entre estas variaciones de la técnica (pH 12.1 y pH >13) 

permite conocer si el daño genotóxico producido por las especies arsenicales es 

debido a la generación de sitios álcali lábiles. Al graficar comparativamente el 

daño al DNA detectado a pH > 13 y 12.1 se demostró la presencia de SAL 

(gráficas 7 y 8) en donde se observa que el DMA 111 y el MMA 111 son inductores 

de SAL a concentraciones bajas, puesto que las pendientes (m) descritas por las 

rectas son menores a uno, es decir, que el daño al DNA es detectado en su 

mayoría por las condiciones alcalina (pH > 13). Este fenómeno sugiere por lo 

tanto que el daño que se produce al DNA de los linfocitos es por la formación de 
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SAL, mientras que el arsenito (As 111
) a concentraciones de 5µM y 1 OµM no 

induce la formación de SAL, indicando que el daño que presenta se da por 

rompimientos francos al DNA, esto se puede observar en las gráficas 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 daño a pH 12.1, indicativo 

principalmente de rompimientos directos al DNA. 

Estos resultados podrían sugerir que la genotoxicidad observada para 

los metabolitos trimetilados (DMA 111 y MMA 111
) se debe por la generación de 

radicales libres, corroborándose con la peroxidación lipídica (gráficas 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 estadísticamente significativa. Esto podría deberse a que 

con sólo 4 horas de tratamiento es difícil observar rompimientos de doble hebra. 

Por otro lado, se encontró una correlación positiva entre la peroxidación 

lipídica y el SCGE, lo cual indica que el daño detectado en el DNA se debe a la 

presencia de radicales libres (gráfica 13), sin embargo para identificar el tipo de 

radicales libres es necesario realizar estudios más específicos. 

Los resultados demostraron que el evento molecular por el cual los 

metabolitos trimetilados causan daño al DNA es a través de la formación de 

radicales libres, mientras que el daño producido por el arsenito, es por un 

rompimiento franco al DNA. La variación encontrada en la formación de 

radicales libres, muy posiblemente se debió al estado individual de compuestos 

antioxidantes presentado por cada donador (Vahter, 2000). 

o 
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Si bien la metilación de los arsenicales inorgánicos ha sido propuesta como 

un proceso de desintoxicación, los resultados obtenidos en este estudio, así 

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 crónicamente en cuanto a la inducción de genotoxicidad, que pudiera 

a largo plazo, llevar al establecimiento de un proceso carcinogénico. 

Asimismo es necesario conocer la capacidad de metilación y/o retención de 

los metabolitos en las personas expuestas crónicamente (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 

• La viabilidad celular mostró un daño citotóxico únicamente en las 

concentraciones altas (40 µM, 80 µM, y 100 µM) en los metabolitos 

trimetilados; mientras que para las concentraciones bajas (2.5 µM, 5 µM, 10 

µM y 20 µM), no mostró un efecto citotóxico para todas las especies 

arsenicales. 

• En nuestro estudio se observó que tanto el MMA 111 como el DMA 111 son 

agentes genotóxicos potentes capaces de inducir rompimientos de cadena 

sencilla del DNA en linfocitos no estimulados por la formación de sitios álcali 

lábiles, mientras que el As 111 produjo genotoxicidad por rompimientos francos 

al DNA. 

• El grado de genotoxicidad que pudimos encontrar para nuestros resultados 

fueron de la siguiente forma: MMA 111 
- DMA 111 > As 111 • 

• Se encontró que los metabolitos trivalentes del arsénico incrementan la 

peroxidación lipídica a concentraciones de 10 µM y 20 µM con DMA 111 y el 

MMA 111 incrementa la lipoperoxidación en todas sus concentraciones para el 
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donador 2, mientras que para el donador 1 tan solo se observa en la 

concentración de 20 µM. 

o 
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