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RESUMEN

El estudio de los efectos de algunos metaloides incluyendo el arsenico
contintia siendo de interés por su papel en el proceso de carcinogenesis. Con el
uso de modelos in vitro e in vivo se ha demostrado que el arsénico dana las
estructuras de las macromoléculas biolégicas en especial al ADN y proteinas
interviniendo también en su ruta de sintesis y por lo tanto alterando su papel
fisiologico. Uno de los efectos mejor conocidos del arsénico son los reportados en
organos tales como el higado y en menor proporcion sobre el rifion, existiendo un
desconocimiento relativo de sus efectos sobre otros organos vitales como el
pulmoén y la vejiga, sitios donde se sospecha la acumulacion del metaloide.

Por este motivo en €l presente estudic se utilizd un modelo /n vivo para
establecer, mediante el empleo de inmunorréplicas (western blof), una asociacion
entre la exposicion subcronica a arsenito de sodio vy la alteracion de algunas
proteinas del citoesqueleto tales como las citoqueratinas, presentes en o6rganos
como el higado, el pulmon, el rifon y la vejiga de ratones BalbC/AnN.

En los resultados obtenidos se observé que el higado tuvo una mayor
induccion de CK en la dosis de 5 mgNaAsO,/Kg de peso, sin embargo, no
encontramos una correlacion significativa entre la cantidad de arsenito o de sus
metabolitos metilados y la induccion de CK. En los higados de los animales
tratados con 2.5 y 10.0mg/kg/As se vio una disminucion en estas proteinas. En
pulmén y rinén no obtuvimos indicios de induccion ni de inhibicion en las CK
presentes, no asi en las vejigas, en donde la expresion de CK apunta hacia una
posible induccion en la dosis 2.5 mg/Kg, mientras que en la dosis de 10 mg/Kg se
observo una inhibicion de esta expresion.

Los érganos en donde se visualizd una modulacion de la expresion de CK
son parte de la ruta metabdlica y de depuracion del arsénico, por lo que la
exposicion cronica, similar a la realizada en este trabajo producira efectos
similares modificando la expresion normal de proteinas estructurales. Las
repercusiones fisiologicas a largo plazo de estos efectos deberian estudiarse por
la asociacion que existe entre los defectos en la expresion de las CK y la
manifestacion de patolcgias.

De este trabajo concluimos que el arsénico induce CK en el higado y
probablemente en vejiga. Este proceso también es observado en la intoxicacion
por As en poblaciones humanas. Por lo que seria importante realizar estudios
similares en estas poblaciones expuestas ya que la induccion de CK podria
constituir un indicio de efectos téxicos.

Palabras clave: Arsenito de sodio, toxicidad crénica, citoqueratinas, cepa
BalbC/AnN, inmunoréplicas.



1. iNTRODUCCION

Los metales constituyen un grupo importante de contaminantes que
estan fuertemente relacionados con el medio ambiente y las actividades
humanas. Su toxicidad varia enormemente con su estado quimico, sus
propiedades fisicoquimicas, su capacidad para interaccionar o reaccionar
con otros contaminantes en el ambiente.

El arsénico existe naturalmente en rocas, suelo, agua, aire, plantas y
animales. Puede ademas ser liberado dentro del medio ambiente a traves de
la actividad natural tales como la accion volcanica, la erosion de las rocas.
los incendios forestales, o a través de las acciones humanas /EPA 2000}
Las fuentes antropogénicas del metaloide se originan principalmente de la
mineria, manufactura de preservadores forestales, pinturas, metales, drogas,
jabones, semiconductores, produccion del papel y manufactura de cemento
(EPA, 2000), el uso de pesticidas y la incineracion de combustibles fosiles
(Ostrosky y Jager, 1997).

Este elemento ha estado siempre en constante uso desde tiempos
antiguos como veneno, pero tambien ha tenido otros usos beneficos como
ténico. Uno de ellos es la llamada “solucion de Fowler” que fue usada en el
tratamiento de asma brongquial, leucemia, sifilis, infecciones parasitarias y la
soriasis (Wade, 1993).

Aun hoy el arsénico se usa en el tratamiento contra la tripanosomiasis
y se ha propuesto su uso terapéutico en leucemias, pero entre sus mayores
usos comerciales hoy en dia estan los pesticidas y conservadores forestales,
en la manufactura de vidrio, papel, y semiconductores.

El arsénico inorganico ha sido clasificado por la IARC (1980) como un
agente carcinogénico. Cuando por exposicion ocupacional se entra en
contacto con él via aérea hay evidencia de cancer de pulmon; por otro lado
en caso de exposicion por via oral se presenta un aumento de cancer de
piel, vejiga, rinon, higado y pulmén (Chen y Lin,1994).

El arsenito ha sido considerado como un compuesto mas potente gue
el arseniato en la induccion de dafio cromosomico en células de linfoma de
ratones, estos resultados confirman la jerarquia de toxicidad atribuida
generalmente al arsénico y a sus metabolitos organicos. Los compuestos
insolubles inorganicos tienden a ser de una orden de magnitud mas toxica y
biolégicamente mas reactiva que los metabolitos organicos (Ostrosky y
Jager, 1997), aunque recientemente se han encontrado que las especies
trivalentes podrian ser mas tdxicas que el arsenito (Aposhian y cols., 2000).



2. JUSTIiFICACIOD

Dado el gran uso que todavia tienen los derivados arsenicales como
el arsénico mismo, y la extensa contaminacion que presentan en diferentes
regiones del mundo el agua extraida de pozos, el nimero de seres humanos
que todavia se encuentran expuestos a sus efectos es de varios millones e
incluyen poblaciones en paises como México, Chile, Argentina, India y
China. Es por ello que los estudios enfocados a investigar a escala celular
los efectos de este carcindgeno ayudaran a comprender acerca de los
mecanismos de accion y proveer datos basicos sobre los efectos de este
elemento, y otros de efectos similares, en los organismos.

En este trabajo se estudia el efecto del arsénico sobre proteinas
involucradas en el mantenimiento de la estructura celular, mas
particularmente los filamentos intermedios, que es un grupo de proteinas
que se encuentran formando parte del citoesqueleto. Dentro de este grupo
se encuentran las citoqueratinas. El objeto de este trabajo es conocer si el
arsénico provoca una modificacion en la expresion de las citoqueratinas
cuando se usan modelos in vivo. Acercandose un poco mas hacia lo que
ocurre cuando el arsénico esta circulando en un sistema complejo como lo
es el organismo de los mamiferos incluyendo al hombre.

(]



3. ADTECECOENTES
3.1 éQue es el Arsénico?

El arsénico es un elemento abundante en la naturaleza. Pertenece al grupo
VA de la tabla periédica; su numero atomico es 33 y su masa atomica de
74.9 (Fig.1); esta clasificado como elemento de transicion o metaloide, esto
es gue comparte algunas propiedades tanto fisicas como quimicas con los
metales. Sus numeros de oxidacién mas comunes son 3-, 3+ y 5+,

arsenic

Fig.1 Estructura atémica del arsénico (Segun modelo de Bohr)

No es un elemento simple, (Fig.2) pues su comportamiento quimico es
muy complejo, lo que da lugar a multiples compuestos arsenicales presentes
en forma inorganica y organica.

Los compuestos arsenicales pentavalentes son los mas estables en la
naturaleza; en cuanto los trivalentes los mas comunes son el arsenito de
sodio NaAsO,, tridxido de arsénico As;0j3 (Fig.3) y cloruro arsenioso AsCls .

)
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Fig. 2 Configuracién electrénica del arsénico

Esta figura muestra la configuracion electronica en estado nativo de los atomos gaseosos
neutros, en el caso del arsénico al tener en una de sus valencias +3 lo hace muy reactivo con
ofras macromoléculas en la célula.

Ademas de su existencia natural, existen actividades humanas que
emiten arsénico al medio ambiente, tal es el caso de los combustibles fésiles
(carbén, madera), las estaciones generadoras de energia eléctrica, en
procesos de fundicion y refinacion de metales no ferrosos (plomo, zinc,
cobre). el uso de preservativos para la madera, la manufactura de
semiconductores para la industria electrénica elaborados a partir de
arseniuro de galio (GaAs) e indio (InAs) y los depositos de desechos
quimicos con grandes cantidades de arsénico almacenadas
inadecuadamente.

Se ha utilizado de una forma u otra como pesticida, herbicida y
rodenticida; en la manufactura del vidrio, pigmentos, pinturas y aleaciones. El
mortal gas arsina (AsHs) es usado en la manufactura de microchips, en la
industria de semiconductores.



Fig.3 El trioxido de arsénico es lIa
fooma de este elemento mas
abundante en la naturaleza

3.2 Toxicologia del arsénico

Como ya se mencioné anteriormente la toxicidad de varios
compuestos del arsénico en mamiferos se extiende sobre un amplio rango,
determinado no solo en parte por acciones bioguimicas Unicas de cada
compuesto, sino también por su absorbilidad, eficiencia de la
biotransformacion y disposicion.

Generalmente, los arsinos presentan el riesgo toxico mas grande,
seguido cercanamente por los arsenitos (compuesto inorganicos trivalentes).
Los compuestos pentavalentes inorganicos (arseniatos) son menos toxicos
que los arsenitos, mientras que los compuestos pentavalentes organicos
(metilados) representan los arsenicales menos peligrosos, son usados en
pesticidas.(Malachowsky, 1990).

3.5 Toxicocinetica
3.5.1 Absorcion

Las principales vias de entrada del arsénico al organismo son la
gastrointestinal y el tracto respiratorio, aunque también se ha reportado
absorcion a través de la piel.

La absorcion gastrointestinal de compuestos arsenicales depende de
su solubilidad en agua principalmente. En seres humanos y en la mayoria de
las especies animales la absorcion llega a ser mayor al 90% cuando es
administrado en forma acuosa (Tam y col., 1979).

La absorcion por tracto respiratorio depende del tamafo de la
particula inhalada asi como la solubilidad del compuesto arsenical (ATSDR,
1993).

n



Los arsenicales pentavalentes son relativamente solubles vy
absorvibles a través de las membranas de las mucosas. Los arsenicales
trivalentes, tienen una gran solubilidad en lipidos, y son mayormente
absorbidos a través de la piel. (Ellenhorn, 1997)

La ingestion ha sido la base usual del envenenamiento. La eficiencia
de la absorcion intestinal depende de la forma fisica del compuesto, las
caracteristicas de la solubilidad, el pH gastrico, la motilidad gastrointestinal y
la transformacion microbiana intestinal. Una vez absorbido, muchos
arsenicales causan dafio a las celulas del sistema nervioso, los vasos
sanguineos, el higado, y otros tejidos.

Dos mecanismos bioguimicos de toxicidad son reconocidos: (1) su
combinacion reversible con los grupos tiol (SH) contenidos en proteinas
tisulares y enzimas, y (2) la substitucion del anién arsénico por fosfato en
muchas reacciones, incluyendo aguellas criticas en la fosforilacion oxidativa
(Reigart y Roberts, 1999).

5.8.R Distribucion

Una vez absorbido, el arsénico es transportado a través de la sangre a
diferentes 6rganos y tejidos. Los compuestos arsenicales (organicos e
inorganicos) tienden a acumularse en grandes cantidades principalmente en
pulmon, higado, piel y rifion. El arsénico trivalente se une fuertemente a
grupos sulfidrilo de la queratina, depositandose en grandes cantidades en
pelo y ufas.

Previo a la metilacién, el arsénico inorganico, se une a algunas
proteinas hepaticas, lo que sugiere que este evento representa el primer
paso de destoxificacion de la forma inorganica ya que la hace menos
disponible (Bodgan y cols. 1994).

La metilacion del arsénico se realiza principalmente en la fraccion
citosdlica del higado, la S-adenosilmetionina (SAMe) es el principal donador
de grupos metilo y se cree que el glutatién reducido (GSH) es el donador de
electrones para la reduccion de los compuestos arsenicales (Fig.3).
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Fig.4 Biotransformacion del arsénico en el ser humano (segun Goodman y Gilmann, 1996).

3.3.5 Metilacién

En la actualidad aun no se conoce con exactitud el proceso de
biotransformacion del arsénico, sin embargo, se han aceptado hipotesis
como la propuesta por Cullen y cols. (1984) y Thompson (1993) en donde se
sugiere que el metabolismo del arsénico involucra dos procesos: A) las
reacciones de reducciéon que interconvierten el arsénico V a arsénico lll; y B)
las reacciones de metilacion oxidante que convierten el arsenico Ili en
especie metiiadas. (Fig.4).

Esto es, una vez reducido el arsénico se adiciona el primer grupo
metilo para formar el acido monometilarsonico (MMA) y sigue otra metilacion
para formar el acido dimetilarsinico (DMA) considerado como el compuesto
final en el metabolismo del arsénico en mamiferos. Los compuestos
metilados no-se desmetilan para liberar al arsénico (Buchet y cols. 1981a).
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Fig.5 Hipdtesis de biotransformacion del arsénico: Thompson (1993).

La capacidad de metilacion del arsénico puede ser modificada por
factores como:

1. La dosis y el tiempo de exposicion, esto es por la posible saturacion
del proceso de metilacion del arsénico; a mayor exposicion al arsénico
hay una disminucién en la eficiencia de metilacion debido a una
saturacion de la capacidad metilante del organismo (Buchet y cols.
1981b).

2. Tipo de dieta, pues ciertos alimentos podrian alterar la metilacion de
arsenico, estos serian los relacionados con la obtencion de los grupos
metilo, de tal manera que nutrientes como la metionina, la colina, la
vitamina B;, y el acido félico que interviene en la sintesis y utilizacion
de S-adenosilmetionina (SAMe) (donador de metilos) podrian
modificar la metilacion (Vather y Marafante, 1987).

3. Probablemente por el polimorfismo genético de Ilas enzimas
metilantes. Varias enzimas que catalizan la metilacion de diferentes
xenobiodticos se encuentran bajo control genético. Ain no se ha
determinado el papel del genotipo en la variaciéon individual de la
capacidad metilante de arsénico (Weinshilboum, 1988).



3.5.4 Excrecidn

Debido a la alta absorcion de los compuestos arsenicales. su
excrecion por heces es muy baja. alrededor del 4% de la dosis administrada
La bilis es una via de importancia considerable para la excrecion relativa del
arsénico, no obstante, debido a su reabsorcion en el intestino, el arsénico
queda disponible otra vez para su excrecion por el rifidn, como consecuencia
la excrecion de arsénico via bilis no contribuye significativamente a su
excrecion total (Menzel y cols., 1994).

Se ha considerado que las especies de arsénico trivalente presentan
mayor fijacion tisular, por lo que comparativamente. las especies
pentavalentes (inorganicas y metiladas) se excretan mas rapidamente por el
rifon.

La acumulacién de arsénico en pelo y ufas ha sido considerada una
forma de eliminacién. La principal via de excrecion es a traves del rifnon
donde una parte ( 2 al 20%) del arsénico inorganico absorbido es excretado
en la orina sin metilar y el resto se excreta en forma metilada, siendo la
dimetilada Ia forma predominante.

4. MECANISMO DE TOXICIDAD

El mecanismo mas importante que se postula para explicar la toxicidad de
los compuestos arsenicales trivalentes es a través de su afinidad por los
grupos sulfihidriio de las proteinas. Las enzimas son particularmente
afectadas si el grupo sulfihidrilo (-SH) esta ubicado en un sitio critico para su
actividad (Jha y cols. 1892) .

5. COXICIiDAD D€l ARSEDICO
5.1 Toxicidad aguda del arsénico

El dafio agudo involucra sangre, corazon, cerebro, rinén y tracto
gastrointestinal. Una ingestion aguda puede causar tanto trastornos agudos
como cronicos. En humanos, en caso de exposicion aguda, las molestias
son principalmente gastrointestinales y se presentan una hora después de
haberlo ingerido; si previamente se habian ingerido alimentos las molestias
gastrointestinales se presentaran hasta 12 horas después de la ingestion. El
individuo se queja de calambres intensos en musculo estriado y sed intensa.
Al perderse liquido aparecen sintomas de choque. En fase terminal surgen a
veces convulsiones hipoxicas con coma y muerte. Algunos casos reportan
dano a cerebro (Goodman y Gilman 1996).



Se a observado que el efecto de la exposicion aguda a arsenico
en ratones causa una disminucion importante en la respiracion tisular
hepatica.

En ratones expuestos a 50 ppm de arsénico trivalente en el agua de
bebida, se observaron cambios estructurales en los hepatocitos, mismos
que consistian en una invaginacion de la membrana nuclear, engrosamiento
de la superficie mitocondrial y pérdida de glucégeno; como cambios tardios
la presencia de estructuras laminares densas en los peroxisomas (Mohelska
y cols. 1980).

La solubilidad de los compuestos de As(di) (arsenico inorganico)
también tiene una gran relacion con la toxicidad por via oral. va que. por
ejemplo el arsenito de sodio que es mas hidrosoluble que el trioxido de As,
es aproximadamente 10 veces mas téxico (Tabla 1)

Debido a su ubicuidad en el ambiente, estamos continuamente en
contacto con él ya sea en el agua de bebida, en alimentos de origen marino;
en herbicidas y plaguicidas o por su uso en la industria.

Tabla .1 Comparacion de la toxicidad de compuestos arsenicales en roedores.

COMPUESTO DLso (mg/kg.) ANIMAL/VIA
Triéxido de As (As®) 345 raton/oral®
Arsenito de Sodio (As™) 45 ratalintraperitoneal®
Arseniato de sodio (Ass") 14-18 rata/intraperitoneal®
Acido monometilarsonico (As®) 1.800 raton/oral®
Acido dimetilarsinico (As>) 1.200 raton/oral®
Arsenobetaina (As®") 10.000 raton/oral®
Oxido de trimetilarsina (As®") 10.600 raton/oral®

aKaise y cols.1985; ® Franke y Moxon, 1936; ¢Kaise y cols.1989

El valor limite ai que se observan efectos adversos (LOAEL) para la
exposicion aguda a Asi por via oral en seres humanos es de 8 mgAs/Kg/dia
(ATSDR,1993). Un hecho a destacar es que comparado con los animales,
los seres humanos somos mas sensibles a los efectos toxicos del As ya que
la dosis 1-3 mg/Kg. causa la muerte (ATSDR,1993).
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5.2 Toxicidad cronica

Los efectos de la exposicion cronica a compuestos de As dependen
de la dosis y de la via de exposicion y presentan un amplio espectro de
toxicidad. Se han descrito efectos adversos en varios érganos y sistemas
entre los que destacan, la piel, el sistema cardiovascular, el sistema inmune,
asi como efectos genotoxicos y carcinogénicos.

Puesto que los efectos genotoxicos y de propension al cancer han
sido extensamente estudiados, en este estudio nos enfocaremos a explorar
a aquellas moléculas en las cuales el arsénico podria modificar su papel
fisiologico, alterando la funcién de o6rganos que son claves para su
destoxificacion y eliminacion, con principal interés en el higado y el rifion.

6. DADOS TISULARES ¥ CELULARES POR ARSEDICO

8.1 Higado

Los seres humanos en su vida y ambiente de trabajo ingieren, inhalan
y absorben una gran cantidad de sustancias que pueden afectar al
organismo y desencadenar dafio a los tejidos a través de numerosos
mecanismos. El higado que es el sitio primario para la biotransformacion de
componentes propios y extrafos, es particularmente vulnerable. Muchos
compuestos ingeridos son detoxificados y eliminados por el higado
principalmente como conjugados, algunos actian directamente, mientras
otros son bioactivados a compuestos intermedios que pueden ser toxicos y
producir dafio hepatico y otros padecimientos y en el largo plazo, cancer
(Hodgson y Levi, 1994).

En ofras palabras el higado, como o¢rgano responsable del
metabolismo de xenobidticos, es particularmente susceptible a dano por
drogas y toxinas.

Esta estratégicamente localizado entre el tracto gastrointestinal y la
circulacion general. E! tejido hepatico esta formado por riumerosos lobulillos,
a su vez constituidos por células hepaticas. Entre ellos hay nervios,
conductos biliares, vasos sanguineos y vasos linfaticos. El higado recibe
sangre de dos fuentes, del sistema porta, sangre venosa desde el intestino y
desde la arteria hepatica, sangre arterial. La vena porta entra al higado y se
ramifica entre los lobulillos, penetrando hasta el centro de ellos en forma de
vasos capilares que tienen paredes incompletas, lo que permite que la
sangre se ponga en contacto con el tejido hepatico. La arteria hepatica
también penetra al higado y se ramifica en vasos capilares entre los
lobulillos.



Los hepatocitos tienen microvellosidades gque incrementan el area
superficial para absorber materiales desde el plasma.

El higado mantiene la concentracion normal de azucar en la sangre
por almacenamiento de glucégeno y / o la liberacion de glucosa. Ademas
sintetiza numerosas proteinas y otros compuestos vitales del plasma. De
esta manera el dafio hepatico o la interferencia con sus funciones vitales
puede ser perjudicial, incluso letal para el organismo.

6.1.1 Dano hepético inducido por arsénico

Los arsenicales organicos e inorganicos gue son particularmente
toxicos al higado estan obsoletos y discontinuados en los Estados Unidos
como resultado de regulaciones gubernamentales. Sin embargo los
plaguicidas arsenicales continGan ampliamente distribuidos y en uso en
algunos paises. (Reigart y Roberts, 1999). En lo referente a los efectos
hepaticos por exposicion cronica al arsénico, se sabe que este se acumula
en el higado (Styblo y cols, 1999) Los trastornos asociados a este tipo de
exposicion son: fibrosis, cirrosis, hiperiension portal, angiosarcoma y dano
por oclusion de las venas. Aunque no han sido muy documentados, es
posible que el dafo se presente al nivel del endotelio vascular mas que por
accion directa sobre el hepatocito.

Los hepatocitos se ocupan de diversas reacciones de transformacion
y conjugacion de extraordinaria importancia para la destoxificacion de
algunos compuestos endégenos y exogenos nocivos para el organismo.
Muchos de los farmacos liposolubles recetados, hasta plaguicidas y otras
sustancias toxicas al organismo son metabolizadas y destoxificadas por los
hepatocitos.

El higado posee diferentes formas de eliminar xenobioticos del
organismo. Estas reacciones se dividen en dos grupos denominados de
Fase | y de Fase Il. Las reacciones de Fase | consisten en reacciones que
hacen mas polar a la molécula para su eliminacion del organismo tal como la
oxidacion, reduccion o hidrolisis. Las reacciones de fase |l modifican a las
moleculas por reacciones de conjugacion que hace a los compuestos mas
excretables y en ocasiones menos toxicos. (Albores y cols,1992).

6.1.2 Dano Renal inducido por Arsénico

El riién es uno de los principales érganos que acumulan arsénico y
representan la principal via de excrecion para las especias metiladas y para
el arsénico inorganico (Asi). Aunque no se ha considerado como érgano
blanco de toxicidad, existen reportes que muestran niveles elevados de
creatinina sérica (Hugues y Thompson, 1996) y una discreta proteinuria
(Armstrong y cols. 1984).



La mitocondria renal parece ser el organelo mas danado por la
exposicion al arsénico. Brown y cols (1976) y Mahaffey y cols (1981) han
descrito cambios estructurales en las células de los tubulos contorneados
proximales de ratas expuestas a As*®, caracterizados por hinchazon de
mitocondrias y un incremento de inclusiones citoplasmaticas. posiblemente
resultado de una inhibicion “directa” de la respiracion mitocondrial in situ y de
la actividad enzimatica.

7. CICTOQUERATIDAS  [CK]

En el citoplasma de las células animales existe un andamiaje
compuesto de microfilamentos de actina, microtibulos y filamentos
intemedios. Los filamentos intermedios (IF) son llamados asi a causa de que
su diametro de 10 nm, es intermedio entre los microfilamentos (6
nanémetros) y microtibulos (23 nanometros) y estan ensamblados en una
red anastomosada dentro del citoplasma (Fuchs y Cleveland, 1998).

Las proteinas de los filamentos intermedios son uno de los tres grupos
de proteinas del citoesqueleto que también incluyen a los microfilamentos y
los microtubulos (Fuchs y Weber, 1994. | Ku y Omary , 1997., Steinert y
Roop, 1988). Junto con los microfilamentos de actina y microtubulos, los
microfilamentos de queratina forman el citoesqueleto de las celulas
epiteliales de los vertebrados (Fuchs, 1995) .

Los filamentos intermedios se clasificaran en 6 distintos tipos en virtud
de sus diferentes secuencias de aminoacidos (Steinert y Roop, 1988). Las
queratinas se componen de tipos | y |l, los IF de desmina, vimentina, GFAP,
y periferina son el tipo lll, los neurofilamentos el tipo IV, las laminas
nucleares el tipo V., la nestina ha sido clasificada como tipo VI. Las
citoqueratinas son expresadas en células epiteliales, mientras que la
vimentina en tejidos derivados del mesenquima, la desmina en musculo, la
proteina acida fibrilar glial en células gliales, los neurofilamentes en
neurcnas y las lamininas en el nucleo (Zehner, 1951) (Tabla.2)

Una comparacion de los tres mayores grupos de proteinas del citoesqueleto
demuestra varias caracteristicas unicas que distinguen a las proteinas de los
IF: Tienen miembros nucleares (p.ej lamininas) y muchos miembros
citoplasmaticos, los miembros del citoplasma parecen ser expresados solo
en eucariontes superiores de una manera tejido-preferencial (Fuchs, 1995) .



Tabla.2 Clasificacion de los tipos de proteinas que conforman los filamentos intermadios
Tomado de Brown, 1995; Ohara, 1993

Secuencia de

Peso molecular

Tipo celular

Clase identidad
Tipo | Queratinas acidas 40-64 epitelio
Tipo Il Queratinas basicas 52.68 epitelio
musculo
Desmina 53 astroglia
GFAP 51 neuronal
Peripherina 54 células en cultivo
; g de tejido
_ Vimentina 55 mesenquimal
Tipo IIl a-Internexina
Tipo IV xi 66 neuronal
) b-Internexina 70 inmaduro
Tipo VI
NF-L 68 neuronal
NF-M 110 neuronal
NF-H 130 neuronal
Nestina i neuronal
CNS células
madre
Lamina A 70 muchos
Tipo V Lamina B 64 muchos
Lamina C 58 muchos
Septinas A,B,.C
nucleadas
IFPs 50-60
. i i i cristalinos
Sin clasificar Filensina 100
- cristalinos
Faquinina variable
invertebrados

No-a-IFA




Entre las diversas familias de proteinas que conforman los IF. el
subgrupo de las citoqueratinas (CK) consiste en aproximadamente 20
diferentes oligopéptidos en tejidos humanos y bovinos. Una complejidad
similar ha sido reportada para tejidos murinos. Esta familia esta altamente
expresada en ceélulas epiteliales (Moll y cols. 1982). Aparte de las
citoqueratinas “duras " que se encuentran en los apendices epidermales
(p.ej., pelo y ufias), las queratinas (K) “suaves” consisten de mas de 20
miembros que estan divididos relativamente en tipo |l basico (K1-K18) y tipo |
acido (K9-K20) (Moll y cols. 1982).

Todas las células epiteliales expresan al menos una queratina de tipo
| v Il que se asocian no covalentemente para formar conjuntos de filamentos
extendidos. En general las células epiteliales expresan un par unico de
queratina dominante dependiendo del tipo celular del epitelio. Por ejemplo, el
epitelio glandular expresa K8 y K18 (con niveles variables de K19 y K20)
mientras los queratinocitos expresan K5/K14 basalmente y K1/K10
suprabasalmente (Tabla.3) (fig.6),

Tabla.3 Distribucion tejido-especifico de citoqueratinas (CK)

A. Querartinas
Tipo I (dcidas) Queratinas 9-20 (K9-K20)
Tipo Il (bisicas Queraunas 1-8 (K1-K8)
B. Distribucién tisular

Epitelio simple ' K8, Ki18. K 19, K20
Queratinocitos Bisales K3, K14
Queratinocitos Suprabasales K1, K10
Epitelio Esotageal K4, K13
Epitelio Corneal K3. K12
Piel herida-sanando Ko, K16

* Ejemplos incluyen células en el tracto gastrointestinal higado. pancreas
exocrina y glandulas salivales
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Fig.6 Esquema de Moll . Muestra la localizacion de los tejidos en los que se sintetizan y
expresan los dimeros de citoqueratinas tipo | y Il .

La queratina 18 (K18) es una proteina cuya expresion se restringe a
capas epiteliales simples o “sencillas” incluyendo intestino, pulmon, higado,
pecho y utero, no es encontrada usualmente en musculo esquelético,
cardiaco o tejidos linfoides tales como el bazo. (Abe, 1990, Moll, 1982).

Una funcion clara de las queratinas es proveer integridad mecanica a
las células incluyendo aquellas en epidermis (Fuchs y Cleveland, 1998),
cornea (lrvine y cols, 1997) e higado (Omary y Ku, 1997).

Todas las proteinas de IF tienen una estructura prototipo consistente
de una a-hélice central super enrollada (310-350 aminoacidos) que esta
rodeada por una cabeza NH,-terminal globular y un dominio de cola COOH-
terminal de longitud variable (Fuchs y Weber, 1994, Ku y Omary, 1997,
Steinert y Roop, 1988)(fig.7 y 8).
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Fig.7 Organizacion estructural de los filamentos de citoqueratinas.

Tomado de Fuchs, 1994; Klymkowsky, 1995

Presentacion esquematica de la organizacion estructural de los filamentos de citoqueratinas
tipo | y Il. Las areas sombreadas corresponden a la porcion hélice de la molécula, unidas junto
por segmentos L. Los segmentos E y Y representan los extremos y las regiones variables. El
segmento H corresponde a las regiones homologas. La porcion discontinua esta indicada por

una S en la porcion 2B.
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Fig.8 Niveles de organizacion y ensamblaje de los filamentos intermedios.

Tomado de Molecular Cell Biology, 4° Ed ,2000)

Las proteinas de los filamentos intermedios forman homo o heterodimeros paralelos con un
dominio nuclear super enrollado altamente conservado y cabezas y colas no hélices, los cuales
son variables en longitud y secuencia. El dominio central nuclear contiene tres elementos
espaciadores no hélices. Un tetramero es formado por una agregacion lado a lado antiparalela
de dos dimeros idénticos. Los tetrameros juntos por sus extremos, forman un protofilamento;
los pares de protofilamentos se asocian entonces lateralmente en una protofibrilla. La
asociacion lateral de cuatro protofibrillas forma un filamento cilindrico de 10 nm de grosor.



El dominio extremo globular provee mucha de la heterogeneidad
estructural de las proteinas de las IF y todas contienen sitios de fosforilacion
de la citoqueratinas. Dentro de los dominios estructuralmente heterogeneos
de cabeza y cola se sugiere que alguna modificacion en estos dominios
puede jugar un papel regulador en una funcion tejido-especifica de aquellas
proteinas (Ku y cols , 1998)

El término “citoqueratina” intenta distinguir las proteinas intracelulares
“tipo-queratina” de las queratinas duras del pelo y ufas presentes en el
exterior de las células. En la base de datos OMIM (Online Mendelilan
Inheritance in Man) aquellas proteinas de los filamentos intermedios son
listadas como queratinas (K) y la abreviacion KRT ha sido escogida por el
comité de nomenclatura de la Organizacion del Genoma Humano (HUGO)
para designar los genes correspondientes (Rogers y Powell, 1993)

7.1 Biologia molecular de las citogueratinas.

Las queratinas acidas son codificadas por los genes KRT9 a KRT19.
Estos genes estan localizados en el cromosoma humano 17, excepto por
KRT18 el cual puede estar localizado en el cromosoma humano 12. Las
queratinas basicas son codificadas por genes KRT1 a KRT8, y estan
localizados en el cromosoma 12.

La comparacion de la distribucion intron/exon revela una organizacion
génica muy similar dentro de cada familia de queratina, pero hay una
diferencia marcada entre las dos familias: los genes tipo | contienen ocho
exones separados por siete intrones y los genes tipos || poseen nueve
exones y ocho intrones. (Fig.9) (Rieger y Franke, 1998).

Con respecto a la regulacion de la expresion de los genes de las
citoqueratinas se han localizado hasta la fecha varios factores reguladores,
que difieren en la medida del tipo celular y el sitio de expresion de una CK o
de varias en particular.

En el caso de queratinocitos, se ha demostrado la presencia de
elementos regulatorios candidatos con sus correspondientes factores trans.
En este caso se ha descubierto un potenciador celular especifico en la
region rio arriba del gen K6 bovino y el gen humano K14 ambos expresados
en epitelios estratificados (Blessing y cols, 1989).
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Fig.9 Organizacion intron/exon de los genes de queratinas humanas.
Los subdominios de ambos tipos de queratinas (Steinert y Roop, 1988) estan indicados arriba y
la distribucion de exones (cajas) e intrones (lineas) estan alineados abajo.

Otro factor de trascripcion conocido, importante para la regulacion del
gen de la CK 14 humana, es el factor nombrado KER1 (Leask y cols, 1990)
el cual se une a una secuencia palindrémica de 10 pb, este ultimo ha sido
identificado como el factor de trascripcion AP2 (Leask y cols, 1990). El
elemento identificado como AP2 que se une a ADN y a un elemento distal
actuan sinergisticamente en dirigir la expresion del gen de la CK14 humana
en células epidermales in vitro y ratones transgenicos in vivo (Leask y cols,
1990). Algunas regiones en el gen que codifica para K18 han sido implicadas
en su regulacion, se ha caracterizado un promotor proximal de 250 pares de
bases el cual utiliza una caja TATA para una iniciacion precisa y multiple.
(Kulesh y Oshima, 1988, Gunther y cols, 1995) . Se sabe que el primer intrén
contiene un elemento potenciador de 100 pares de bases el cual tiene unos
sitios de union a los factores de transcripcion AP-1 y ETS (Oshima y cols,
1990) y media la expresion incrementada por la via de transduccion de senal
MAPK Ras-mitogéno. (Pankov y cols, 1994).



7.2 Funcién de CK 8/18 en varios procesos celulares.

Caulin y Cols (1997) observaron que en el proceso de apoptosis K18
reorganiza los filamentos intermedios (IFs) en estructuras granulares
enriquecidas por K18 fosforilada en la serina 53. Durante la apoptosis
inducida por agentes quimicos y luz U.V se observo la generacion de un
fragmento proteolitico que co-migraba con la K18 rota, el mencionado
fragmento era producido por las caspasas 6, 3 y 7. El sitio de ruptura comun
para las tres caspasas fue la secuencia VEVD/A, localizada en la region
vinculadora conservada L1-2 de K18.

Bauman y cols en 1994, menciona que la expresion de citoqueratinas.
principalmente del tipo K8 y K18, profiere resistencia a algunas drogas
quimioterapéuticas. Demostraron in vitro que las células expresando K18 y
K8 resisten mecanisticamente a drogas no relacionadas entre si, como
mitoxantrona, doxorubicina, metotrexato, melfalan, vincristina y colcemida. El
grado mas alto de resistencia fue hacia las drogas antitubulina, colcemida y
vincristina. Se ha vinculado la relacion entre los filamentos intermedios y
redes de microtibulos, para explicar como el colapso quimico de los
microtibulos y microfilamentos colapsan los filamentos intermedios (Knapp y
cols, 1983). Puede ser que la introduccion de una red de citoesqueleto
adicional en la célula estabilice la red de microtibulos e inhiba la
despolimerizacion por vincristina y colcemida.

7.3 Cambios Post-traduccionales en CK

Otro factor que modifica la expresiéon e induccion de citoqueratinas
son las modificaciones post-traduccionales, los cuales son importantes
desde el punto de vista regulatorio, mecanistico y funcional. En términos de
regulacion, la fosforilacion de las queratinas y la glicosilacion son
modificaciones dinamicas (Chou y cols, 1992., Liao y cols, 1995a). Aquellas
se presentan en los dominios que son responsables para la heterogeneidad
y de aqui la expresion tejido especifico entre las diferentes queratinas. Estas
dos modificaciones juegan al menos un papel en la modulacion de las
queratinas la cual probablemente incluye la localizacion intracelular y la
interaccion con otras proteinas plasmaticas.

Un caso particular es la fosforilacion de CK18 en las serinas por varias
cinasas in vitro. In vivo el mayor sitio de fosforilacion esta en la serina 53 (Ku
y Omary, 1994). La fosforilacion de CK18 en la serina 53 ha sido implicada
en un incremento de la solubilidad y polimerizacion alterada (Ku y Omary,
1994), la localizacion diferencial dentro de los hepatocitos (Liao y cols,
1995a), asociacién con proteinas de la familia 14-3-3 (Liao y Omary, 1996) y
con el estrés celular (Ku y cols, 1996).
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7.4 ¢ El arsénico puede inducir CK?

Estudios anteriores han demostrado que el arsénico puede inducir la
expresion de CK in witro, asi lo demostro Ramirez y cols. (2000) al
descubrir que proteinas acomplejadas a DNA eran CK con masas
moleculares de ~ 46, 48, 50 y 54 kDa, Una de estas CK fue la CK 18 la
cual fue identificada por Inmunoréplica de las proteinas aisladas de
DPCs ( DNA-protein cross-linking) se cbservo que la cantidad de CK 18
aumentaba con la desis, siendo 45% mas alta que los controles.

Se sabe que el As™ induce la expresion de muchas proteinas de
estrés y factores de crecimiento (Germolec y cols. 1996 y Kachinskas y
cols 1997), por lo que la alta cantidad de CK 18 podria explicarse por un
mecanismo similar en la expresion de CK. A su vez la sintesis de CK
esta sensiblemente correlacionada con los programas de diferenciacion
de varios tipos de células epiteliales, entre ellas las células hepaticas (
Fuchs ,1996), por lo tanto el arsénico no solo podria dafnar el DNA sino
tambien modificar los patrones en tejidos donde este se acumula
(Clewell y cols. 1999). Es por esto que este estudio pretende encontrar
esta relacion de dosis de arsénico con la expresion de CK en un modelo
in vivo, para saber si el As es capaz de producir este tipo de dano a
pesar de los mecanismos detoxificantes que presentan las células
eucariontes en un organismo complejo.



8. TIESSTERM BLOTTING

Las inmunoréplicas (también llamados western blotting ©
inmunoblotting) se utilizan para identificar y hacer una determinacion
semicuantitativa de proteinas. Es un método relativamente sencillo, y preciso
que permite obtener informacion acerca de la cantidad de proteina presente
en una muestra, con la ventaja de que permite analizar cantidades muy
pequenas de tejido. El westen blot es una técnica relativamente simple la
cual puede llevarse a cabo en laboratorios con escaso equipo, pero con los
aparatos y reactivos correctos. Excepto por la necesidad de contar con los
anticuerpos especificos para la(s) proteina(s) que interesa identificar, en
cada experimento individual, el equipo y reactivos necesarios son accesibles
y disponible en casi todos los laboratorios de bioquimica y biologia
molecular.

Su facilidad, precision y resultados facilmente observables han hecho
su uso indispensable en casi todos los campos orientados a lo biologico. El
western blotting es usado en las ciencias animales y en el campo de las
ciencias alimenticias demostrando la presencia y cantidad de proteinas
blanco en los animales y plantas estudiados. En inmunologia y microbiologia
es usado para demostrar que un anticuerpo se une a una proteina en el
organismo estudiado. En bioguimica y biologia molecular es usado para
visualizar proteinas desarrolladas a partir de técnicas moleculares vy
descubrir nuevas proteinas presentes en organismos vegetales y animales
(Stryer,1994)

8.16C6mo se hace?

Las inmunoréplicas, son usadas para identificar antigenos especificos
reconocidos por anticuerpos policlonales o monoclonales. Las muestras de
proteinas son solubilizadas usualmente con sodio dodecil sulfato (SDS) y
agentes reductores tales como el ditiotreitol (DIT) o 2-mercaptoetanol (2-ME).
Siguiendo a la solubilizacion el material es separado en un gel de
poliacrilamida SDS (SDS-PAGE). Los antigenos son electroforéticamente
separados y transferidos a membranas de nitrocelulosa, PVDF o nylon. Este
proceso puede ser monitoreado por tincion reversible o por “Poncea S”, los
geles previamente pretefiidos también pueden ser transferidos.

Las proteinas transferidas son unidas a la superficie de las
membranas, permitiendo el acceso para la reaccion con reactivos de
inmunodeteccion. Todos los sitios de union remanente son bloqueados
sumergiendo las membranas en una solucién que contiene un agente
detergente bloqueante. Después se sondea con un anticuerpo primario, la
membrana es lavada y el complejo antigeno-anticuerpo son identificados con



peroxidasa de rabano (HRPO) o enzimas fosfatasa alcalina acoplada con un
anticuerpo anti-lgG secundario (p.ej anti-IgG de conejo huesped cabra).

Las enzimas son unidas directamente o via un puente avidina-biotina al
anticuerpo secundario. Substratos luminiscentes o cromogenicos son usados
entonces para visualizar la actividad (Ausebel y cols, 2000).

Muchos protocolos de western blot pueden ser divididos en 6 pasos:
1. Preparacion del antigeno.

Electroforesis (Fig.10)

Transferencia de proteinas a membrana (Fig.11).

Bloqueo de sitios de union no especificos en la membrana.
Adicion de anticuerpo.

Deteccion enzimatica o radioactiva.
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o. hirdoTesis

La ingestion de NaAsO, durante 20 dias modificara la expresion de
citoqueratinas en homogenizados de higado, pulmon, rifion y vejiga de raton

de una manera dosis dependiente.
10. OBjETIVOS

10.1 General
e Establecer una relacion dosis-efecto entre la exposicion cronica del
arsénico y la expresion de citoqueratinas en tejidos y érganos de raton

donde se acumula el metaloide .

10.2 Particulares

e Evaluar la presencia y cantidad de citoqueratinas en el higado, pulmon,
rinon y vejiga de ratones de la cepa BalbC/AnN mediante la utilizacién de
inmunoreplicas.

e Estimar la cantidad de arsénico presente en los 6rganos en donde se
demuestre un aumento de CK y correlacionar su presencia con la dosis
de exposicion estableciendo un patron de acumulacion evaluado al final

del tratamiento.



11.ONETODOLOGIA

Se hicieron lotes de 5 ratones a cada uno se les administroé por via
oral, un volumen de 10ul de soluciones crecientes de arsenito de sodio: 2.5
mg/Kg, 5.0 mg/Kg y 10 mg/Kg de peso. La administracion se hizo
diariamente, durante las mafanas. Simultaneamente, al grupo control se les
administraron 10ul de agua por via oral en condiciones idénticas a los
tratados. A todos los ratones se les registro el peso diariamente. Después de
20 dias de tratamiento los ratones fueron sacrificados por dislocacion
cervical y se les extrajo el higado, los pulmones, los rifiones y la vejiga. Cada
érgano se coloco en una caja de Petri inmersa en hielo con amortiguador de
fosfatos salinos (PBS) pH 7.4 en frio. Una porcion de los organos se congeio
para posteriormente usarse para determinar la concentracion de As
presente. Los érganos extraidos fueron homogeneizados manualmente en 4
ml y 2 ml de amortiguador PBS pH 7.4 con inhibidores de proteasas (Sigma
Cat P 8340) y se mezclaron perfectamente. Los tubos se mantuvieron
siempre en hielo y se almacenaron a -70 °C, para su procesamiento
posterior.

Se realizaron electroforesis SDS-PAGE (10%) para cada oérgano
correspondiente corriendose simultaneamente los grupos controles y
tratados y se procedio a realizar inmunoréplicas, después se cuantifico la
intensidad de las bandas visualizadas en las membranas usando un equipo
analizador de imagenes Fluor-S (BioRad) y el software Quantify One para
PC windows 95/98/2000. Se tomé como parametro de medicion los
resultados expresados en volumen por densidades opticas (DO) por
milimetro cuadrado.



11.1 Diagrama de metodologia
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12. TCRATAMIENTO D€ RESULTADOS

El analisis de los resultados fue efectuado comparando los valores de los
volumenes por densidades opticas por milimetro cuadrado de las bandas
analizadas en las membranas para el grupo control y tratado para cada
tratamiento y organo. Los datos se expresaron en porcentajes de los
animales controles. Como para cada experimento hubo un grupo de ratones
testigos, la variacion en la densidad optica entre los dos grupos se comparo
mediante una prueba no paramétrica de Mann-Whitney, de dos colas, para
datos no pareados, asumiendo quelos datos no muestran una distribucion
gausiana y utilizandose como el valor de significancia la p < 0.05. Para
presentar los datos de una manera grafica se realizo el cociente porcentual
promedio de variacion entre bandas controles (tomadas como el 100%) y
bandas tratadas. Asi mismo se realizé la correlacién entre la cantidad de
arsénico inorganico y formas metiladas presentes en los érganos de ratén
tratados que mostraran una diferencia significativa en el cociente de
variacion controles / tratados, la cual se establecié mediante la aplicacién de
un analisis de regresion lineal y correlacion de Pearson.



13. MATERIAL

13.1 Recursos.

® & & & 9 8 & 8 ° @

Bano Maria (Presicion Serie 180)

Campana de flujo vertical (Envirco corp.)
Incubadora de CO; (Lab-line)

Microscopio éptico (Olimpus CH30)
Ultracongelador (REVCO)

Centrifuga eppendorff (5415 C)

Centrifuga para tubos falcon (International Equipment Company)
Balanza analitica (OHAUS plus)

Potenciémetro (Corning 430)

Parrilla (Corning)

Espectroscopio UV /visible (Pharmacia Biotech)

13.2 Reactivos.

Albumina suero de bovino (BSA ,GIBCO), SDS (Bio-Rad laboratories Cat
161-0300), EDTA ( Sigma ED4SS), cloruro de potasio KCl cristal (J.T Baker B
3040-01), Arsenito de sodio (Sigma Cat S-7400), fosfato monobasico de
potasio (J.T Baker” 3818-01), fosfato dibasico de potasio (J.T Baker” 3828-
01), coctel de inhibidores de proteasas (Sigma Cat P 8340) cloruro de
magnesio (MERCK Art. 5833), (J.T. Baker
leche en polvo (Sveltis), acrilamida (BioRad ), Bis-acrilamida (Bio Rad ),
persulfato de amonio (Bio Rad), azul brillante de Coomasie R-250 (Bio Rad),
azul de bromofenol, 2-mercaptoetanol, glicerol, Diaminobenzemida (DAB

,Sigma), peroxido de hidrogeno (Merck).

3624-05 ), metanol, glicina,



Reactivos......

Anticuerpo anti-pancitoqueratina (Sigma),coctel de anticuerpos dirigidos a las
siguientes citoqueratinas (CK): citoqueratina 1 (68 kD), citoqueratina 4 (59
kD), citoqueratina 5 (58 kD), citoqueratina 6 (56 kD). citoqueratina 8 (52 kD),
citoqueratina 10 (56 kD), citoqueratina 13 (54 kD), citoqueratina 18 (45 kD) y
citoqueratina 19 (40 kD).

Marcador de peso molecular (Gibco BRL BenchMark ™ Protein Ladders)
pretefiido con los siguientes pesos 10, 15, 20, 30, 40, 80, 70 90 130y 220
kDs

13.3 Soluciones.

Las preparacion de las soluciones correspondientes para llevar a cabo la
electroforesis en SDS-PAGE se pueden ver en el APENDICE 1.1.

Asi mismo las soluciones utilizadas en la transferencia e inmunodeteccion en
la técnica de westemn blot se pueden ver en el APENDICE 2.1



14. RESULTADOS
14.1 Induccidn de CK en organos de raton

Los ratones recibieron durante 20 dias diferentes dosis de arsenito de
sodio via oral. Al término del tratamiento se sacrificaron, con los
homogenizados de los organos se hicieron inmunorreplicas para
citoqueratinas. En cada membrana se obtuvieron entre 3 y 4 bandas
principales que fueron las que se cuantificaron. Estas bandas se ubicaban
como proteinas con un peso molecular entre 30 y 68 kDa. La estimacion
semicuantitativa se realizd determinando la densidad optica de cada banda,
las que se expresaron como porcentajes de las bandas controles adyacentes
en la membrana.

14.1.1 Muestras de higado

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de las inmunorréplicas
de higado mostraron para la dosis de 2.5 mg/kg un total de cuatro bandas
con un porcentaje de variacion promedio para la banda 1 de 65% y de 99 %
para la 2, ambas por debajo del valor control, por su parte en la banda 3 se
vio un incremento del 8% con respecto al valor control, mientras que la
banda 4 mostro una variacion del 97%, con respecto al valor control. Una
prueba Mann-Whitney mostré que las CK expresada en la banda 1 se inhibio
significativamente. (T = 40.000 teg; =0.017, tesp = 0.012 p= 0.008).

En la dosis de 5.0 mg/kg, las bandas 1 y 2 mostraron un incremento
de 29% y 33% mientras que las bandas 3 y 4, 22% y 40% . con respecto al
valor control, la prueba de Mann-Whitney mostré diferencias significativas en
la banda 1(T =15.000 tes; =0.012, tes; = 0.008 p= 0.008), 2 (T =15.000 teg
=0.012, tesp = 0.008 p= 0.008) y 3 (T =15.000 tes =0.012, tes, = 0.008 p=
0.008) por lo que se podria tratar de una induccion de estas bandas. sin
embargo la banda 4 aunque tuvo el valor porcentual mas alto no mostré una
diferencia estadisticamente significativa.

En la dosis de 10.0 mg/kg, las bandas 1 y 2 presentaron una variacion
de 56% y 86% respectivamente, mientras que las bandas 3 y 4 obtuvieron
valores de 85% y 97%:; todas por debajo del valor control. La prueba de
Mann-Whitney mostré solo en la banda 1 una diferencia significativa (T
=40.000 t.5 =0.012, tes, = 0.008 p= 0.008), como se ve esta banda tiene el
porcentaje de variacion mas bajo, por lo que esta diferencia podria significar
una inhibicion (Grafica.1).



Grafica.1
Variacion en la induccion de CK en higados de ratén tratados con
arsenito de sodio
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En este drgano se puede observar tanto incremento como decremento en la variacion de CK, siendo las
dosis mas afectada con una posible induccion la de 5.0 mg/kg, en tres de las CK visualizadas, mientras que en
las dosis 2.5 y 10.0 mg/kg, se observo mas bien una inhibicion en la CK correspondiente a la banda 1.

*ps0.05



14.1.2 Muestras de rinones

En los rifiones se cuantificaron 4 bandas para las dosis de 5.0y 10.0
mg/kg. Para la dosis de 2.5 mg/Kg solo se lograron identificar y cuantificar
tres bandas. Para la dosis de 2.5 mg/kg las bandas 1, 2 y 3 mostraron un
porcentaje de variacion del 92% y un incremento del 16% y 19%
respectivamente. Sin embargo las diferencias observadas no fueron
significativas.

En la dosis de 5.0 mg/kg se visualizaron 4 bandas en las que se logro
ver un leve incremento del 4% encima del valor control para la banda 1, la
banda 2 mostré un aumento del 8% con respecto al valor control, la banda
3, 96% y la banda 4, 82% abajo del valor control. El aparente incremento en
las bandas 1 y 2 no resultd ser estadisticamente significativo aunque en
general para esta dosis no hubo diferencias significativas. En la dosis de
10.0 mg/kg, las bandas 1, 2, 3y 4 obtuvieron valores de 90%, 98%, 95% y
93% respectivamente, todas por debajo del valor control, y a su vez no
mostraron alguna diferencia significativa. Se concluye que para esta dosis no
hubo cambios positivos hacia un posible induccion de CK. (Grafica.2)
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Grafica.2
Variacion en la induccion de CK en rifiones de raton tratados con
arsenito de sodio
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En este érgano no se observé ni induccidn ni inhibicion de CK, en ninguna de las tres dosis, ya que los
valores del porcentaje de variacion no sobrepasaron el 20% respecto al control, por lo que la presencia de las
CK no fue alterada por esta dosis de arsenito.



14.1.5 Muestras de pulmones

En los pulmones se cuantificaron un total de cinco bandas por
membrana. En la dosis de 2.5 mg/kg se observo una variacion del 4% por
encima del control para las bandas 1 y 2. Mientras que la banda 3 tuvo un
valor de 24% por encima del valor control. La banda 4 no sobrepaso el valor
control (92%). En el caso de las bandas 3 y 5 se observa un ligero
incremento de un 24% y 11% en promedio encima del valor control, sin
embargo no fueron significativos.

En la dosis 5.0 mg/kg, las bandas 1, 2, 3, 4 y 5 obtuvieron valores de
variacion de 92%, 93%, 95% y 98% respectivamente ninguna de ellas
sobrepaso el valor control, ni tuvo alguna diferencia estadistica.

Para la dosis de 10.0 mg/kg de arsenito de sodio, tambien se
cuantificaron cinco bandas cuyo porcentaje de variacion para las bandas 1y
2 fue de 2% y 9% por arriba del valor control y para las bandas 3 y 4 un
porcentaje del 99% y 95% respectivamente, por debajo del valor control,
mientras que la banda 5 mostro un ligero incremento del 11% con respecto
al valor control. Aunque las bandas 1, 2 y 5 mostraron los valores de
variacion con wuna tendencia hacia el incremento acercandose vy
sobrepasando el valor control, no fueron estadisticamente significativas.
(Grafica.3)
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Grafica.3
Variacion en la induccion de CK en pulmones de ratones tratados con
arsenito de sodio
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En este érgano no se observo algun indicio de decremento o induccion en las bandas analizadas y sus
porcentajes de vanacion no mostraron alguna diferencia con respecto al control, ya que sus valores estan en el
limite con el valor control. El escaso incremento que se observd en algunas bandas no basto para ejercer una
diferencia significativa.



14.1.4 Muestras de vejigas

Las vejigas en la dosis de 2.5 mg/kg de arsenito de sodio mostraron
en promedio una variacion hacia el incremento con 23% (banda1) 39%
(banda 2) y 60% (banda 4) con respecto al valor control. Estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas.

Por motivos no experimentales el material correspondiente a la dosis
de 5.0 mag /Kg. no se pudo apalizar.

Las bandas correspondientes a 10.0 mg/kg mostraron un aumento de
entre 8% (banda1), 4% (banda 2) y 22% (banda 4), mientras que la banda 3
tuvo 79% por abajo del valor control, aunque las bandas 1, 2 y 4 mostraron
un leve incremento no fue suficiente para establecer una relacion
estadisticamente significativa. Sin embargo la prueba de Mann-Whitney
mostro que la banda 3 de esta dosis tuvo una diferencia significativa con
respecto al control (T = 57.000 tes; =0.005, tesp, = 0.002 p= 0.002) por lo que
esta diferencia podria significar una inhibicion en la CK correspondiente a
esta banda (Grafica.4)



Grafica.4
Variacion en la induccion de CK en vejigas de ratones tratados con
arsenito de sodio
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En este organo a pesar de los altos valores de variacion observados en la dosis de 2.5 mg/kg, la prueba
de U no mostro diferencias. Por el contrario la dosis de 10.0 mg/kg. mostré en la banda 1 una diferencia
significativa lo cual indica una inhibicion de la CK correspondiente a esta banda

*p=005
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14.1.5 Correlacion entre CK y Asi y formas metiladas (DMA/MMA).

Se realizaron las correlaciones entre la cantidad de arsénico
inorganico trivalente (Asi lll) (Grafica.5) y las formas metiladas del arsénico
como el acido dimetilarsinico (DMA) (Grafica.6) y el acido monometilarsonico
(MMA) (Grafica.7) contra el volumen en D.O /mm2 de las bandas presentes
en los higados de raton tratados con 5.0 mg/Kg de arsenito de sodio y sus
respectivos controles, efectuandose una prueba de correlacion de Pearson y
una post-prueba con valor de P para cada correlacion efectuada.

Para la correlacion entre el Asi(lll) y sus formas metiladas con el Vol.
/D.O/ mm? se observé en la banda 4 el valor de correlacion mas alto (r =
0.3320), aunque el valor de p no fue significativo. En el caso del DMA la
banda 4 se mantuvo con el valor mas alto de correlacion (r = 0.2647) no
siendo significativa. Lo mismo se observé en el caso del MMA, en la cual se
mantiene la correlacion mas alta con la banda 4 (r = 0.3075), en ambos
casos no se alcanzé una relacion estadisticamente significativa. En ninguno
de los casos se encontré una relacion lineal entre la dosis y la expresion de
las CK.

Grafica.5
Correlacion entre Asi y bandas en higados de raton tratados con
5.0mgAs/kg de peso
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En el grafico 5 se observa que la correlacion entre Asi y el volumen calculado para cada
banda en los higados tratados con 5 mg/kg de arsenito de sodic no mostro una correlacion
significativa en casi todas las bandas, por lo que se puede decir que no existe reiacion entre la
presencia de CK y la cantidad de Asi en este organo. Sin embargo en la banda no. 4 mostro el
coeficiente de correlacién es mas alto con una r de 0.3320 lo que indica que esta CK si pudo tener
una influencia mas directa en su induccion por el Asi, aungue no alcanzo un valor estadisticamente
significativo.

Grafica.6
Correlacion entre acido dimetilarsinico (DMA) y bandas ds higado tratados
con 5.0mgAs/kg de peso
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Este grafico muestra la correlacién entre la forma dimetilada del As y la presencia de CK,

dando como resultado una correlacion negativa, por lo que el DMA (acido dimetilarsinico) no influye
en la induccion de CK.
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Grafica.7
Correlacion entre acido monometilarsénico (MMA) y bandas de higado de raton
tratado con 5.0mgAs/Kg de peso
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El grafico 7 muestra la correlacion entre el metabolito derivado del Asi el MMA (acido
monometilarsonico) y la presencia de CK en higados tratados con 5 mag/kg de arsenito de sodio.
estableciéndose una correlacion negativa entre esta y las bandas analizadas, aunque como en los
casos anteriores la CK correspondiente a la banda 4 a fue la que mostro el coeficiente de correlacion
mas alto aunque no estadisticamente significativo con una r de 0.3075, interesante seria saber que
citoqueratina es y conocer su estructura para determinar si tiene algunos sitios que la hagan
susceptible de interaccionar de un modo directo con el As y sus metabolitos que la inducen y sobre
expresan en el higado.
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14.2 INMUNOREPLICAS

Se corrieron geles de SDS-PAGE (10%) cargados con 100 ug de
proteinas de los homogenizados de higado, rifidon y pulmon de raton tratados
con las dosis 2.5 mg/kg (Fig.12), 5.0 mg/kg (Fig.13) y 10.0 mg/kg de arsenito
de sodio. con el objeto de visualizar el patron de bandas caracteristico de
cada 6rgano y observar la localizacion aproximada de citogueratinas con
base a su peso molecular.

Se realizaron inmunorreplicas de todos los organos de los ratones
tratados con arsenito de sodio, encontrandose una diferencia estadistica
considerable en la inmunorréplica correspondiente a higados de raton
tratados con 5.0mgAs/kg de peso (Fig.14).

Se encontraron diferencias estadisticas en las vejigas de raton tratados con
10 mgAs/Kg de peso y un incremento sustancial en 2.5 mg/kg y (Fig.15) .

Una ANOVA de Kruskall-Wallis reveldo una diferencia significativa
entre la cantidad de proteinas totales en homogenizados de higados tratados
con 2.5, 5.0 y 10 mg/kg/As y sus controles (p = 0.030), asi mismo el método
de Dunn indico una diferencia significativa entre la dosis de 2.5 mg/kg y el
control. Estos datos se pueden relacionar tambien con la formacion de
nuevas proteinas visualizadas en ios geles de las dosis probadas. (Fig.12 y
13)



Citoqueratinas

Fig.12

Gel SDS-PAGE 10% que corresponde a proteinas provenientes de organos de raton en este
caso tratados con 2.5 mgAs/Kg de peso, tefidos con Azul de Coomasie y a la cual se le tomo
fotografia y se escanéo, editindose en el programa Adobe Photoshop 6.0. Se menciona que
las CK se encuentren entre los pesos moleculares de 68 kD a 40 kD (rectangulo negro)

C = control T = tratado
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Fig.13
Gel SDS-PAGE que corresponde a proteinas provenientes de 6rganos de raton en este caso
tratados con 5.0 mgAs/Kg de peso, tefidos con Azul de Coomasie y al cual se le tomo
fotografia y se escaned, editandose en el programa Adobe Photoshop 6.0 . Se menciona que
las CKs se encuentren entre los pesos moleculares de 68 kD a 40 kD (rectangulo negro)

C = control T = tratado
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Fig.14

Inmunoréplica de higados tratados con 5.0 mgAs/kg de peso en el que se utilizd un anticuerpo
anti pan citoqueratina y donde se pueden ver 4 bandas bien definidas que corresponden a CK
con pesos moleculares aproximados entre 61.3 kDa y 49 kDa, los nimeros corresponden a las
bandas que fueron cuantificadas en el analisis de imagen.

C =control T = tratado
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Inmunoréplica de vejiga de raton tratados con 2.5 mgAs/kg de peso en el que se utilizo un
anticuerpo anti pan citogueratina y donde se pueden ver 4 bandas bien definidas que
corresponden a CK con pesos moleculares aproximados entre 61.3 kDa y 49 kDa .

C = control T = tratado

46



15.0iSCUsSion

Aunque el impacto de la exposicion aguda al arsénico en varios
procesos celulares ha sido extensivamente estudiado, la relacion entre
aquellos efectos y el desarrollo de cancer y otras enfermedades. en
poblaciones expuestas cronicamente permanece sin esclarecerse (Trouba y
cols, 2000).

En estudios previos utilizando una linea celular derivada de
hepatocitos fetales humanos, encontramos un aumento en |a cantidad de CK
y especificamente de CK18 después de recibir tratamientos con arsenito de
sodio (Ramirez y cols., 2000). Es por este motivo que nos interesé investigar
este efecto del arsenito de sodio (Aslll) in vivo, sobre las CK que se expresan
en diferentes érganos de ratones de la cepa BalbC/AnN. Para ello medimos
la variacion de la expresion de citoqueratinas después de tratamientos
subcrénicos en érganos donde se ha observado se acumula el arsénico como
el higado, el pulmoén, el rifion y la vejiga.

Observamos un incremento en la cantidad de proteinas totales en los
homogeneizados de los higados y rifiones de los ratones tratados con las tres
dosis de arsénico, aunque esta diferencia fue significativa solo en los
higados, mientras que este incremento no fue tan evidente en los
homogenizados de pulmén. Esto se puede observar en las figuras 12 y 13.
Este aumento en la cantidad de proteinas nos indica que se induce una
sintesis de proteinas que se puede asociar a los tratamientos. Se ha
reportado que el arsénico trivalente induce la expresion de numerosas
proteinas de estrés (Del Razo y cols. 2001) Por lo que pensamos que el
encontrar una mayor cantidad de proteina por gramo de organo puede estar
representado por este efecto y podria deberse a la induccion de enzimas de
detoxificacion, como las encargadas de la sintesis y reduccion del glutation.
Por otro lado Limoén (2001) observé un decremento en la cantidad de glutation
reductasa presente en rifion y en higado de los animales tratados con 10
mg/kg mientras que en el pulmén se observd una mayor cantidad de la
enzima a esta misma dosis.

Esto concuerda con lo observado por Santra y cols. (2000), en la cual
vieron una deplecion de GSH (por ¢ inhibicion de la glutation reductasa?), en
higados de rata después de una exposicion por 12 meses de una dosis de 18
mg/kg de arsenito de sodio.

Las bandas identificadas en los homogeneizados de higado mostraron
variaciones que van desde la inhibicion hasta la induccién. Como la banda 2
observada en los ratones tratados con 5.0 mg/kg (Fig.14) que basandonos en
el rango del peso molecular de esta proteina puede sospechar que se trata
de la CK 18 la cual tiene un PM de 45 kDa y es especifica de higado y que
esté inducida en este organo de manera similar a lo observado por Ramirez y
cols. (2000).
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Sin embargo, el aumento de CK no resulté tan evidente como en los
experimentos in vitro. Atribuimos estas diferencias al modelo utilizado y al
régimen de tratamiento, dado que en este caso los tratamientos fueron por 20
dias, lapso en el cual los mecanismos de induccion iniciales pudieron
haberse modificado por homeostasis.

Se sabe que existen elementos potenciadores de la expresion de
CK18 que son sitios de unién para AP-1y ETS (Oshima y cols , 1990), que a
su vez son factores de respuesta a estrés oxidativo, ya que Flora en 1999 al
exponer a ratas por 12 semanas observo una deplecion de glutation (GSH) y
un incremento en el glutation oxidado (GSSG) y malondialdehido en higado y
cerebro que son cambios bioquimicos producidos por estrés oxidativo

Alteraciones en la expresion y organizacion de estas queratinas
(CK8/18) han sido asociadas a efectos de otros agentes como el alcohol y el
cobre. Problemas de cirrosis por ingestion de alcohol y por acumulacion de
cobre en el higado han sido vinculados con la formacion de inclusiones
citoplasmaticas caracteristicas conocidas cuerpos de Mallory y que son
agregaciones de CK 8 y CK18 principalmente (Haschek y Rousseaux,1996),
por lo que seria importante verificar estos hallazgos en higado.

Los otros érganos (rifion, pulmén y vejiga) a pesar de que en el
primero se observé una mayor presencia de proteinas en los lisados, no
mostraron alguna induccion en la expresion de CK, salvo por el caso de las
vejigas en la que una de las CK observadas en la dosis de 10.0 mgAs/kg,
presentaba una inhibicion de su expresion, por otra parte, aunque se logré
ver un incremento en la variacion de CKs presentes en la dosis 2.5 mg/kg y
que estas pudieran apuntar a una induccion no fueron lo suficientemente
afectadas en su expresion como tal (Grafica.4), por lo que podemos pensar
que tal vez en la siguiente dosis (5.0 mg/kg) si se pueda ver una induccion.

Ademas se ha mencionado que existe una diversidad de
metiltransferasas que metabolizan el arsénico en varios tejidos dentro de la
misma especie, asi mismo hay evidencia que en ratones B6C3F1 la actividad
metiltransferasa del arsenito ocurre en el siguiente orden: Testiculos > rifion
> pulmon = higado (Healy y cols, 1998), por lo tanto esta ciaro que el higado
no es el unico organo que puede metilar el arsénico inorganico. Esto sugiere
que la vejiga puede ser sitio de actividad metilante, por lo tanto, el arseénico
pudiera tener efecto sobre las moléculas residentes o especificas de ese
organo alterando su expresion y funcion. ;Pudieran estar estos datos
relacionados con la aparicion de cancer en este organo?.

El grupo de Kurttio y cols. (1999) observo una relacion entre la ingesta
diaria de As existente en fuentes de agua potable de la que se abastecen los
habitantes de algunas poblaciones en Finlandia y la aparicion de cancer en
vejiga durante un periodo de tres a nueve afios antes del diagnéstico, lo que
refrenda una vez mas que en humanos y tal vez también en ratones el
proceso por el cual el As causa dafos visibles es lento y acumulativo.
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Se ha establecido como uno de los signos caracteristicos observados
en el caso de la exposicion cronica al arsénico la hiperqueratosis palmo-
plantar y una fibrosis hepatica que son signos asociados a la elevada afinidad
del arsénico por residuos sulfihidrilos (Black, 1967., Morris y cols, 1974) que
son abundantes en citoqueratinas. No resultaria extrafio que en el higado o
en la vejiga pudieran formarse este tipo de estructuras por accion del
arsénico considerando que el arsénico es capaz de acumularse en estos
tejidos (Styblo y cols. 1999).

No encontramos una correlacion lineal entre la cantidad de arsenico
presente en el higado y la induccion de CK, probablemente porque este
modelo no pueda describir de manera adecuada esta relacion, tal vez porque
la cantidad de arsénico presente no refleja exclusivamente la proporcion del
estrés oxidativo y la presencia de radicales libres, sino tambien la proporcion
de arsenito unido a los grupos sulfihidrilos de las proteinas. De tal manera
que la induccion de la CK podria ocurrir como respuesta a la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) incluyendo el anion radical super oxido
y el radical hidroxilo, a través de una reaccion en cadena a la que le
atribuimos la activacion de los factores de trascripcion involucrados en la
expresion de CKs (Yamanaka y cols, 1989), asi como a una sintesis de
compensacion que podria ocurrir para * secuestrar” el As™ que se encuentra
en el citoplasma ya que las CK son ricas en grupos tioles

Sin embargo otros autores (Cavigelli y cols,1996), mencionan que la
activacion de algunos factores reguladores de genes, sensibles al estrés
oxidativo como el AP-1 es activado eficientemente por As(lll) en tratamientos
agudos no asi en cronicos. Por otro lado Trouba y cols. (2000) demostraron
que los niveles de RNAm de c-fos y c-jun que forman el factor AP-1,
permanecian invariables ante la exposicion cronica al arsénico por lo que
podrian existir otros factores de transcripcion para las CK, que todavia no se
conocen y que seria importante investigar

Ello refuerza nuestras observaciones en el sentido de que cada tejido
responde de manera diferente al tratamiento, de ahi que resulten reievantes
los estudios in vivo para conocer los cambios que pueden ocurrir en el
organismo, ante un carcinégeno que no tiene un érgano blanco (Gonsebatt y
cols., 1997)
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te.conclLusiones

El presente estudio tuvo como objetivo establecer la relacion entre
proteinas constituyentes del citoesqueleto en particular las pertenecientes a
los filamentos intermedios. No se observo una relacion directa entre la
cantidad de arsenito de sodio acumulado en higado y la expresion de CK,
aunque hubo un incremento en la cantidad de CK por inmunodeteccion. De
manera similar los homogeneizados de vejiga mostraron una mayor cantidad
de CK asi como inhibicion a dosis altas.

Otros 6rganos como el rifion, el puimon, no parecen sufrir cambios a
este respecto.

Seria importante determinar si la respuesta observada en este estudio
ocurre a exposiciones mas prolongadas (15 meses) y se encuentran cambios
en la expresion de CK que pueda ser asociada a la fibrosis hepatica. De la
misma manera habria que realizar experimentos de tipo agudo con dosis
diferentes para estudiar este tipo de respuestas en el tejido. Ademas seria
importante caracterizar el tipo de CK cuya expresion esta siendo modulada
por el tratamiento.

A pesar de la variabilidad mostrada en los modelos animales, creemos que
con estudios de este tipo se pueden obtener respuestas fisiologicas mas
claras que las que se observan in vitro (Wijeweera y cols, 2001).

DOSIS  ORGANO ~ EXPRESION

| mglkg/As  HIGADO  RINON | PULMON ' VEJIGA  INHIBICION INDUCCION

25 B1 0 T 0 ' | *
5 " B1,B2,B3 0 f o i *x x
o Bl 0 0 B3 e

Tabla.4 Resumen de la expresionfinhibicion encontrados en los organos tratados vy
visuaiizados por cada banda
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APENDICES

APENDICE 1
ELECTROFORESIS

Se tomoé una alicuota de 10 pl de los tejidos previamente
homogeneizados en PBS frio, a los cuales se les adiciono un coctel de
inhibidores de proteasas por gramo de tejido homogenizado. Se determino la
cantidad de proteina en cada muestra. Esta determinacion se realizo por el
método colorimétrico de cuantificacion de proteinas descrito por Bradford y
se midio en espectrofotometro. Se ajusto la cantidad de proteina de cada
muestra a 100pg de proteina, se diluyo 1:4 o 1:2 segun la muestra, con
buffer de aplicacion el cual contenia B-mercaptoetanol, se calentaron por
cuatro minutos a 90°C y se mantuvieron en hielo hasta proceder con la
electroforesis (SDS-PAGE). Se utilizd un gel de poliacrilamida al 10% para
la separacion de las proteinas. Se cargaron los carriles considerando uno el
para el peso molecular. Se corrieron a 100 V, durante aproximadamente 90
minutos.

Cuando termino de correr se utilizo el gel para realizar la transferencia.

APENDICE 1.1

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL METODO DE
ELECTROFORESIS SDS-PAGE .

1. Acrilamida/bis : 100ml 50ml
Acrilamida 29.2g 14.6g
N’N-bis metilen acrilamida 0.8g 0.4g

Agregar 100 ml de agua bidestilada vy filtrar, guardar en oscuridad a 4°C en
envase ambar (< 30 dias).

2.Buffer de corrida. :

Glicina 1448 ¢
Tris- base 3g
SDS 10% 10g

Aforar a 1 It con agua bidestilada no ajustar pH, guardar a 4°C
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3.Buffer de aplicacion : 500 ul 1ml

Agua desionizada (ul) 253 506
Tris-HCI pH 6.8 63 126
Glicerol 53 106
SDS 10 % 105 210
Azul de

bromofenol (0.1%) 26 52

Para 500ul agregar 25ul de B-mercaptoetanol

4 Buffer Tris-HCI pH 8.8 (1.5 M) 100 ml
Tris-base 18.15¢g
Agua desionizada 80ml

Aforar a 100ml , ajustar pH 8.8 con HCI concentrado y guardar a 4°C

5.Buffer Tris-HCI pH 6.8 (0.5M) 100ml
Tris-base 6g
Agua desionizada 60mi

Aforar a 100 ml ajustar pH a 6.8 con HCI concentrado y guardar a 4 °C
6. Persulfato de Amonio 10 %

Pesar 0.1g y disolver en 1 ml de agua desionizada, guardar a 4°C
7.SDS (Sodium Dodecil Sulfato) 10%

Pesar 10 g , agregar 90 ml de agua desionizada, aforar a 100 ml y guardar a
4°C
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APENDICE 2

INMUNOTRANSFERENCIA

. Una vez teniendo el gel de la electroforesis. se procedio a efectuar la
electrotransferencia segun el manual de insfrutcion de BIO-RAD donde el
gel estabilizado previamente 30 min en buffer de transferencia se coloca
sobre una membrana de nitrocelulosa, previamente humedecida por 15
min en buffer de transferencia teniendo en todo momento cuidado de no
danarla. La transferencia se lleva a cabo a 100 V durante 1h en frio y con
agitacion.

. Al terminar la transferencia se extrajo la membrana del sandwich de
transferencia y se bloqued con TBS leche al 2%, BSA al 0.5%, toda la
noche en agitacién moderada y en frio (4°C). Los geles se tifieron con
azul de Coomasie por dos horas y se destifieron toda la noche

. Los lavados después del bloqueo se realizaron con TBS-Tween al 0.1%
cuidando de no lastimar la membrana, se efectuaron como sigue: un
primer lavado en agitacion durante 15 minutos, el segundo durante 10
minutos y finalmente un lavado de 5 minutos.

. Se adicioné el anticuerpo anti-citoqueratinas' diluido 1:100 en TBS. leche
al 1%, BSA al 1%, y se incubo durante una hora en agitacion moderada.

. Se vuelve a lavar como previamente se describio. Enseguida se adiciono
el anticuerpo secundario anti-lgG de raton acoplado a peroxidasa diluido
1:2000 en TBS leche al 1% BSA al 1%, durante una hora en agitacion
moderada.

. Se volvio a lavar como se describioé previamente. Para la deteccion de las
proteinas se utilizo el método de revelado con Diaminobenzemida (10mg
de DAB en 20 ml de PBS pH 7.4 mas 2 ul de perdxido de hidrogeno
comercial). Se hizo reaccionar por el tiempo que fue necesario para
identificar las bandas, la reaccion se detuvo con agua destilada y las
membranas se secaron en papel filtro

"En el caso del anticuerpo anti-citoqueratinas se trata de un coctel que consiste en
las siguientes: Cit 1(68kd), Cit 4 (59kD), Cit 5 (58kD), Cit 6 (56kD), Cit 8 (52kD). Cit
10 (56kD). Cit 13 (54kD), Cit 18 (45kD) y Cit 19 (40kD). Anti-Pancitoqueratina de
Sigma (Cat C2562).
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APENDICE 2.1

SOLUCIONES PARA WESTERN BLOTTING

1. Buffer de Transferencia 1000ml
Tris-base 3.03g
Glicina 14.4g
Metanol 200ml

Adicionar 650 ml de agua desionizada. Mezclar y disolver, Aforar a 1000ml.
Almacenar de 2 a 8°C

2.TBS (Tris Buffered Saline) pH 7.6

Tris-base 2.4q
NaCl 8.0g

Aforar a 1000 ml con agua desionizada. Ajustar pH con HCI concentrado.
Almacenar de 2 a 8°C.

3. TBS - Tween 20 0.1%
A 250 ml de TBS pH 7.6 agregar 2.5 ml de Tween - 20 guardara 4 °C
4. Preparacion de Anticuerpos

4.1 Anti- Pancitokeratina Dil 1:100 segun manual de Sigma

TBS 9.90ml
Leche Sveltys 0.1g
BSA 0.1g
anticuerpo 100 pl

El anticuerpo se agrega hasta el final en condiciones de esterilidad y se
almacena segun instructivo.

Almacenar el preparado a -20°C
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4.2 Anti- IgG de raton acoplado a peroxidasa (Sigma) Dil 1:2000

TBS 9.95mi
Leche Sveltys 0.1g
BSA 0.1g
Anticuerpo 5 ul

El anticuerpo se agrega hasta el final en condiciones de esterilidad y se
almacena segun instructivo.

Almacenar el preparado a -20°C

SOLUCION BLOQUEADORA

Para : 10ml 20ml
TBS 10ml 20mi
Sveltys (2%) 0.2g 0.4g
BSA(0.5%) 0.05¢g 0.1g

METODO DE REVELADO DAB/H,0, SOBRE MEMBRANA

Pesar 10 mg de DAB en 20 ml de PBS pH 7.4 + 2-5ul de H,0, (30%)
Se prepara al momento.

-Quitar el TBS

-Agregar mezcla (se veran bandas)

-Quitar la mezcla DAB/H,0;

-Enjuagar en agua destilada

-Secar en papel Whatman No 1
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APENDICE 3 T
CUANTIFICACION DE WESTERN BLOTTING

El analisis de las bandas identificadas sobre las membranas se llevo a cabo
utilizando el sistema Fluor-S (BioRaD) con el Software Quantify One PC
Windows , ajustado para analizar blottings por colorimetria, valorandose los
siguientes parametros: colorimetria (claro, blanco, alta resolucion,
epiluminicensia), volumen * mm?, vol. Adj * mm?, % Vol .Adj, valor medio,
Desv. standar y Densidad” mm?), los resultados fueron dados er volumen
/densidades opticas (OD’s)/ mm®. Los datos se importaron a una hoja de
Excell para Windows 95/98/ME para su procesamiento estadistico.

APENDICE 4
SEPARACION DE Asi Y ESPECIES METILADAS

La separacion de Asi y metabolitos se llevo a cabo utilizando una resina de
intercambio ionico en cromatografia, de acuerdo al método descrito por Tam
y col (1978).

1.Se ajusta el pH de la muestra (homogenizado) a 2.0

2.Se colocan (.5-2 ml) de homogenizado en la parte superior de la columna.
3.Se eluye con HC1 0.5 N, (fraccion A).

4.Agua (Fraccion B).

5.NH;OH 5% para tener un pH alcalino (Fraccion C) v,

6.NH,OH 20% (Fraccion D)

7.El Asi es recuperado en la fraccion y las formas metiladas en la fraccion B
y C respectivamente.

Cada fraccion fue resuspendida en HCI al 10% y se cuantifico la
concentracion de As utilizando espectrofometria de absorcion atomica con
generacion de hidruros interpolando la respuesta obtenida (cm?) de cada
fraccion, en su correspondiente grafica de calibracion. La exactitud fue de 91
a 114% y el coeficiente de variacion entre 0.5y 12%.
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