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Glosario de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosina fosfato

ARN: Acido ribonucleico

AsHj: arsina

Asi: arsénico inorganico

ATP: Adenosina trifosfato

DMA: el acido dimetilarsénico

DPC’s: Aductos o complejos ADN-proteinas (DNA-protein cross-links)

EPA: Agencia de proteccion ambiental (Environmental Protection Agency)

g: Gramo

GSH: Glutation reducido

Kg: Kilogramo

MMA: acido monometil arsénico

mg: Miligramo

pmoles: Micromoles



M: Molar

PBS: Buffer salino de fosfatos (Phosfate Buffer Saline)

PDH: Enzima piruvato deshidrogenasa

ppm: partes por millén

P-KSDS: Complejo entre proteinas, SDS y potasio

P-SDS: Complejo entre proteinas y el SDS

REN: reparacién por excision de nucleotidos

ROS: especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species)

SAM: S- adenosil metionina



RESUMEN

El arsénico es un elemento comuin en la naturaleza, el cual se puede encontrar
en diferentes formas quimicas tanto de manera natural como antropogénica. El
arsénico se ha usado desde hace mucho tiempo como veneno y como
medicamento principalmente, sin embargo en la actualidad se le ha dado muchos
otros usos desde plaguicida y en varios tipos de industrias como la de metales,
vidrio, transformacion, etc., por lo que en décadas recientes el estudio de la
toxicidad del arsénico ha tomado mucha importancia debido a diversos reportes en
varios paises de su efecto sobre los seres vivos expuestos a este metaloide sin
esclarecerse totalmente los mecanismos de toxicidad de este elemento.

La contaminacion de arsénico en diversas regiones del planeta ha provocado
alarma especialmente por encontrarse muchas veces arriba de los niveles
permisibles en agua y suelo y estar relacionada a diversos dafos a personas y
animales , pero también niveles bajos de arsénico y sus diferentes especies han
mostrado que pueden provocar diversos dafos inclusive relacionados a cancer en
humanos. La exposicion a arsénico se ha vinculado a efectos a nivel de piel como
hiperqueratosis, higado como cirrosis no alcohdlica, hepatitis y fibrosis, asi como
efectos a nivel vascular, pulmonar, gastrointestinales, vejiga, etc.

Los mecanismos involucrados en la toxicidad del arsénico asi como de sus
metabolitos se estan estudiando recientemente por diversos investigadores , por lo
que algunos de ellos han encontrado diversos tipos de dafios a nivel metabélico y
bioquimica relacionados a |a e xposicion aguda y cronica al arsénico, como son
aberraciones cromosomicas, micronlcleos y entrecruzamientos ADN-proteinas.
Los entrecruzamientos ADN-proteinas también conocidos como complejos o
aductos, son de reciente estudio por lo que se intenta ver el papel que juegan en
la toxicidad del arsénico. Se han encontrado evidencias que muestran la
capacidad que tiene el As de inducir de manera dosis dependiente la formacion de
entrecruzamientos ADN-proteinas in vitro e in vivo (Ramirez y cols., 2000; Costa y
cols., 1996).

La induccion de aductos ADN-proteinas por arsenito de sodio en hepatocitos
humanos nos lleva al estudio de este tipo de dafio por uno de los metabolitos del
arsénico (El acido monometil arsénico MMA y el acido dimetil arsénico DMA) que
se ha reportado mucho mas téxico que las especies trivalentes y por lo tanto
ayudar a descifrar las diferentes mecanismos para provocar dafio a la célula y al
material genético. En este trabajo se estudio la capacidad que tiene el acido
monometil arsénico para inducir aductos ADN-proteinas en un sistema de cortes
de higado de ratén durante un tratamiento de tres y doce horas a concentraciones
de 1x10""™, 1x10°M y 1X107M de MMA. Los resultados indican que hay una
induccién significativa de aductos a las tres y doce horas de tratamiento, siendo el
sistema de cortes de tejido confiable y funcional para el estudio de la toxicidad del
MMA in vitro, ya que mantuvo hasta por doce horas viables a los cortes de higado.

Vi



CAPITULO | INTRODUCCION
1.0.-El arsénico

1.1.-Generalidades

El arsénico con simbolo quimico As, es un metaloide el cual se puede encontrar
en diferentes formas quimicas y estados de oxidacion en la naturaleza (3-, 0, 3+, 5+),
ubicandose en la parte VA de la tabla periddica, con un peso molecular de 74.921, se
le puede encontrar en forma cristalina, en polvo o amorfo. El arsénico elemental no es
soluble en agua, el arsenato y arsenito de calcio son medianamente solubles en agua,
mientras que las sales de sodio del arsénico son solubles en etanol (Nineth Report on
Carcinogenesis: Arsenic, 2001).

El arsénico se ha usado desde hace casi 3000 afios, se utilizd como veneno y
como medicamento contra la sifilis, en la agricultura y en la extraccion de metales. En
el Reino Unido, por ejemplo, fue usado para extraer hierro de la mina férrica y se ha
sabido desde hace mucho tiempo que el arsénico es agudamente toxico, sin embargo
en la actualidad esta propiedad y otras que tiene han hecho que se siga utilizando en
muchos lugares y para diferentes usos (Rosen, 2002).

1.2.- Fuentes de arsénico en la naturaleza

El arsénico es uno de los 20 elementos mas abundantes en la naturaleza y uno
de los doce mas comunes en el cuerpo humano. La abundancia terrestre del arsenico
es alrededor de 1.5-3mg/kg, por lo que las fuentes de arsénico en la naturaleza se
pueden dividir en natural y antropogénica. (Hughes y cols, 2002).



1.3.-Fuentes naturales

El arsénico es un elemento cristalino que comprende cerca de 500-1000 del 1%
(0.00005%) de la corteza terrestre siendo la concentracion de arsénico en rocas igneas
y sedimentarias de 2 mg/kg, a demas las concentraciones encontradas en sedimentos
marinos contienen mas de 3000 mg/kg. El arsénico debe ser co-precipitado con
hidroxidos de hierro y sulfuros en rocas sedimentarias; en depositos de hierro se

encuentran manganeso y arsénico en abundancia (Ruiz-Navarro y cols, 1998).

Desde antes de que las actividades del hombre tuvieran un efecto en el balance
de la naturaleza, el arsénico estaba distribuido ubicuamente a través de la corteza,
suelo, sedimentos, agua y en los organismos vivientes. El arsénico se encuentra
asociado naturalmente en aproximadamente 200 formas minerales diferentes de las
cuales el 60% son arsenatos, 20% sulfatos y sales de sulfuros, permaneciendo el 20%
restante en arsenidos, arsenitos, 6xidos, silicatos y arsénico elemental (As). El arsénico
se encuentra naturalmente en piedras y tierra, agua, aire, y plantas y animales. Puede
soltarse mas alla en el ambiente a través de las actividades naturales como la accidon

volcanica, corrosion de piedras, y fuegos del bosque (Sukumar y cols., 2002).

El arsénico es encontrado a bajas concentraciones de manera natural en el agua, el
contenido de arsénico en el agua en diferentes paises se reporta en la tabla 1. Los
valores de la EPA y de la WHO para la maxima cantidad de arsénico en el agua son
de 50 pg/L y las recomendaciones normales son de10ug/L, El contenido en el agua de
mar oscila entre 0.001-0.008mg/L de arsénico. Encontrandose el ion arsenato como el

mas comun en agua de mar. (Sukumar y cols., 2002).



Localizacién Periodo de las | Fuente de arsénico | Concentracién
muestras Ha/l
Hungria Hasta la fecha Depdsitos 68 (1-174)
subterraneos
Sureste de Finlandia | 1993-1994 Pozos de agua 17-980
New Jersey, EUA 1977-1979 Ambiente geoquimico | hasta 1160
Oeste de EUA. sin reporte Mantos acuiferos 48,000
IOWA, Missouri,EUA. | hasta la fecha Origen natural 16-62
Sur Ohio, EUA sin reporte Origen natural 34-490
Regién lagunera, hasta la fecha Pozos de agua 8-624
México 470
Coérdoba, Argentina >100
Chile 100-3810
Pampa, Cordoba, | sin reporte Subsuelo 0.05-850
Argentina 1983 Pozos de agua 0.05-850
Kuitum-Usun, 1988 Pozos de agua 0.003-1700
Xingjiang, China 1989-1996 Sedimentos ricos en | 50-223
Arsénico
Shanxi, China 1990-1997 Contaminacién  por | 10-1000
Pesticidas
Oeste de Bengala, 1996-1997 Pozos de agua 0.001-0.293
India 1994 Origen natural 359(1-1550)
Calcuta, India 1999-2000 Sedimentos ricos en | 1.25-5514
arsénico
Bangladesh 1994 Mantos acuiferos 359




Fukuoka,Japon 199-2001 Sedimentos ricos 503.5

Hanoi Vietnam 1994 Agua subterranea
Takhon Si

Thammarat, Tailandia

Tabla 1 Concentraciones de arsénico en el agua en diferentes paises afectados. Badal
y Kazuo, 2002.

1.4.-Fuentes antropogénicas

El origen del exceso natural de arsénico se debe al hombre debido a la utilizacion
de los recursos naturales, con lo cual a contaminado el aire, el agua y el suelo, estas
emisiones pueden afectar en niveles bajos a plantas y animales y se debe
principalmente al uso de pesticidas arsenicales, la aplicacién de fertilizantes, a la

industria y la contaminacion de alimentos tanto de origen animal como vegetal.

La utilizacion d el arsénico se lleva acabo principalmente p or paises como China
Rusia, Francia, México, Alemania, Perd, Namibia, Suecia y Estados Unidos,
encontrandose en e stos paises alrededor del 90% de |a produccién y utilizacion del
arsénico( Sukumar y cols, 2002).

Aproximadamente se usa el 90 por ciento del arsénico industrial en EE.UU. El uso
mas comun en este pais es como un preservativo de madera, pero el arsénico también
se usa en pinturas, tintes, pirotecnia, metales, drogas, industria del vidrio, ceramicas,
jabones, y semiconductores. Los combustibles de petréleo, produccion del papel,
fabricacion de cemento, y minas también pueden soltar arsénico en el ambiente
(Chappell, 1995)




En combinaciéon con el cobre y el cromo el arsénico se usa para la preservacion de
la madera, una mas reciente aplicacién es su utilizacién en estado sélido para la
fabricacion de transistores. El arsénico galio es usado como material laser para

producir electricidad y luz.

El arsénico tiene una larga historia de uso en la medicina, especialmente antes de la
introduccion de los antibidticos. Actualmente se esta utilizando nuevamente en la lucha

contra el cancer, especialmente en leucemias (Basu y cols. 2001).

El arsénico esta presente como un contaminante en carnes. El arsénico también
se encuentra en muchos aceites de combustible y carbones, para que se agregue al
ambiente cuando éstos se queman y en el desyerbe de un huerto con un poco de

insecticidas (particularmente llevan arsenato los rocios).

1.5.-Contaminacion por arsénico en el mundo

La contaminacion con arsénico se ha vuelto un problema en muchas partes del
mundo; al principio como resultado de casos laborales y de minas en paises como
Australia, Canad4, Japén, México, Tailandia, Reino Unido, y los Estados Unidos, pero
ahora también en mantos acuiferos naturales recientemente usados para suministro
de agua en paises como Argentina, Bangla Desh, Camboya, Chile, China, Ghana,
Hungria, Mongolia Interno, México, Nepal, Nueva Zelanda, Filipinas, Taiwan, y los
Estados Unidos (Nickson y cols., 2000).

El Arsénico también se us6 ampliamente como un pesticida. Se importaron 20,000
toneladas por afo en Estados Unidos, y quizas dobla esa cantidad, fue usado para
rociar exclusivamente en cosechas en Estados Unidos. Ninguna atencion se presto al
ultimo destino del quimico, y el arsénico en consecuencia ahora aparece en
comestibles.



Es importante distinguir los problemas en Bangladesh, Bengala Oriental y, en menor
grado, Mongolia Interna y Chile, de los problemas que se han encontrado hasta ahora
en el resto del mundo. Estas situaciones tienen en comin que en estos paises
asiaticos la contaminacion del suelo y agua son debido a una llanura aluvial donde el
arsénico se encuentra y donde se han derrumbado colinas circundantes por milenios
las cuales han diseminado el arsénico en zonas de suelo y agua que colindan con las
poblaciones humanas ( Basu y cols., 2001).

1.6.-La contaminacién por arsénico en México

La exposicion cronica al arsénico por la ingestion de agua sea reportado en varios
estudios en seis areas de la region lagunera en Coahuila México (con una poblacion de
200,000 personas durante el periodo de 1963-1983).El rango de las concentraciones
de arsénico en esta zona es de 0.008-0.624 mg/L y las concentraciones mas grandes
encontradas llegan hasta 0.05 mg/L. La forma del arsénico mas abundante es la forma
inorganica pentavalente encontrada en el 93% de las muestras, el porcentaje restante
se refieren a las formas trivalentes. Se han también encontrado altas concentraciones
de fluoruros que van de 0.5-3.7 mg/L (Badar y Kazuo, 2002).

Ademas de la presencia del arsénico en la region lagunera, se encuentran otros
estados en los cuales se ha encontrado contaminacién natural de arsénico en los
ultimos afios, tal es el caso de los estados de Hidalgo, Guanajuato y Jalisco; debido a
este problema el estudio de la toxicidad del arsénico en nuestro pais ha cobrado
importancia en los ultimos afos, y en el caso de la genética toxicologica se ha hecho
un mayor énfasis en el estudio de la exposicion a arsénico y sus diferentes
compuestos.



1.7.- Genética toxicoldgica

La genética toxicolégica se encarga de evaluar la accion mutagénica vy
carcinogénica de los agentes que se ponen en contacto con los organismos vivos. La
genética toxicoldgica desempefia un papel dual, uno de ellos es el disefio de métodos
y ensayos para el analisis de riesgo que definan el impacto de los agentes genotoxicos
presentes en el ambiente y el sequndo papel es el investigar mediante las pruebas
genéticas apropiadas la manera de detectar la presencia y los mecanismos de accion

de las sustancias carcinogénicas (Arman y cols, 2001).

Los seres vivos de la poblacion mundial viven expuestos a cerca de cien mil
sustancias con capacidad de generar cancer, ya que nueve de cada diez tumores
malignos son producidos por elementos que se encuentran en el medio ambiente
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2000).

El cancer e s una p atologia que se encuentra entre |as tres primeras causas de
muerte en México. El cancer de mama por ejemplo es una de las principales causas de
mortandad femenina en la poblacién mexicana, en tanto que entre los varones

predominan los tumores malignos de pulmén y de prostata”.

Para que un toxico ambiental cause un dafio, en primer lugar se debe estar
expuesto a él y en segundo lugar el toxico tiene que vencer las defensas del organismo
que tratan de impedirle que llegue al tejido blanco en forma activa. Las defensas
consisten fundamentalmente en mecanismos que restringen la movilidad y disminuyen
el periodo d e e xposicion del tejido blanco (Manahan, 2003). Esto lo puede hacer el
organismo poniendo barreras a su desplazamiento hacia determinados tejidos,
disminuyendo su di fusibilidad a través de las membranas celulares y/o facilitando su
excrecion. El siguiente esquema muestra la forma general mediante la cual diferentes
toxicos como el arsénico y sus metabolitos tdxicos pueden ser metabolizados en el
organismo y ser excretados o tomar formas toxicas que causan diversos dafios
toxicos.
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Figura 1.- Rutas de las especies xenobiéticas y las interacciones bioquimicas que
pueden dirigir los efectos toxicos (Modificada de Manahan, 2003.)



CAPITULO Il BIOTRANSFORMACION DEL ARSENICO

2.0.-Biotransformacioén y destoxificacion del arsénico.

El metabolismo del arsénico involucra su detoxificacion en el higado y el paso de
las formas pentavalentes a las formas trivalentes asi como la accién de diferentes
enzimas sobre estas para metilarlas formando el 4cido monometil arsénico (MMA) y el
acido dimetil arsénico (DMA) los cuales son metabolitos estables del arsénico
inorganico y son excretados principalmente en orina, por lo que el interés por el DMA y
las sales de sodio del MMA han sido usados desde hace tiempo por el hombre como
herbicidas, sin embargo en décadas mas recientes el papel de estos metabolitos ha
cobrado importancia por el efecto toxico aun mayor que las especies inorganicas de

acuerdo a estudios en diferentes partes del mundo (Vather, 2001).

El metabolismo del arsénico tiene un papel importante en sus efectos téxicos,
muchas pero no todas las e species de mamiferos metilan el arsénico inorganico. E|
arsénico ambiental permanece en la forma pentavalente, el arsénico trivalente se
encuentra se encuentra en condiciones reductivas como en depositos de agua
subterranea, el agua que se bebe aqui puede contener grandes cantidades de

arsénico y minerales solo en algunas regiones especificas (Vather, 2002).

Las formas solubles del arsénico son eficientemente absorbidas en el tracto
gastrointestinal y distribuidas a otros organos. La absorcion pulmonar de las especies
como el triéxido de arsénico se da de manera rapida, mientras que el arsenato de
calcio se da mas lenta su absorcion, ademas de influir el tiempo de exposicién en el
aire contaminado por estas sustancias (Hughes, 2002). En el caso de los metabolitos
trivalentes de arsénico, la exposicion humana se da principalmente por ingestion o
inhalacién resultando en la excrecién urinaria del arsénico inorganico y de los
metabolitos acido monometil arsénico (MMA) y acido dimetil arsénico (DMA), pero una
parte es retenida en diferentes tejidos en especial en el higado y en rifidn, a pesar de

esto la retencion de los metabolitos se da en sangre y pulmén, donde diversos estudios



muestran las concentraciones de As y metilados en estos 6rganos después de 4 horas

de tratamiento.

Mucho estudios experimentales han resaltado el papel del higado como un sitio
importante de metilacion del arsénico ya que es después de su ingestion y distribucion,
cuando el arsénico pasa al higado, e sto esta soportado p or e studios que marcan al
arsénico metilado en pacientes con enfermedades de higado relacionada con la
exposicion al arsénico; los efectos téxicos de los metabolitos se mencionaran un poco
mas adelante.

El arsénico inorganico trivalente es la especie que mas predomina en diferentes
tejidos, encontrandose en estos con un porcentaje alrededor del 53-85% del total del
tejido, mientras que la especie inorganica pentavalente (As V) tiene menos del 2%,
pero en el caso del acido monometil arsénico (MMA) esta del 10-32% y el dimetil
arsénico (DMA) del 4-1%, he ahi la importancia biolégica del estudio de estos ultimos al
permanecer mas tiempo en el organismo tanto de personas expuestas cronicamente

como agudamente al arsénico. (Thomas y cols., 2001).

Existe una variacion entre especies y entre poblaciones humanas en la metilacion
de las sales inorganicas ya que éstas son metabolizadas por un proceso secuencial
que relaciona una reduccion de dos electrones del arsénico pentavalente a la forma
trivalente del arsénico organico. La reduccion puede ocurrir con proteinas y enzimas en
la presencia de un grupo tiol como en el caso del glutation (GSH). La reduccion del
arsénico a la forma trivalente por el glutation reducido (GSH) ha sido demostrada
experimentalmente ya que es la union para la formacién del arsenotriglutation [As "
(GS)3], un complejo en el cual el arsénico trivalente esta unido a la parte tiol de los
residuos de las cisteinas de las tres moléculas de glutation como se muestra

enseguida:



3 Glu-Cys -Gly + Aslll - Glutation — 3 Glu-Cys —Gly
| transferasa I
SH Arsénico S-As  Excrecion directa en bilis
Acido Glutamico (Glu), Cisteina (Cys), Glicina ( Gly), grupo tiol (SH )

El estudio del arsenato metabolizado en el higado humano a servido para encontrar
algunas MMA reductasas que se han purificado junto con glutation-S- tranferasas en
estudios recientes lo que implica que la metilacion del arsénico es enzimatica

requiriendo S-adenosilmetionina (SAM) y una metiltransferasa (Thomas y cols., 2001) .

AsVO(OH); +2e - — As"(OH)3 + CH3 * —CH3As" O(OH); + 2e- — CH3As " (OH), +CH;
As V As Il MMA V MMA 1|

— (CH3), As¥ O(OH) + 2e- —(CH3 )2 As " OH+CH3 * —(CHa); AsY O
DMA V DMA IlI

El metabolito predominante del arsénico inorganico, el acido dimetilarsenico
[(CH3); AsY O(OH)], es rapidamente excretado por la mayoria de los mamiferos. El
oxido trimetilarsina [ TMAO,(CHs); As” O)] es el producto final del e squema, peroes
encontrado en bajas cantidades en la orina después de una expaosiciéon a arsénico. Por
muchos afios el 4cido monometilarsenico (MMA") y el acido dimetilarsinoso (DMA")
han sido propuestos como intermediarios en el metabolismo del arsénico.
Recientemente el MMA y el DMA han sido detectados en orina de humanos en
exposiciones cronicas debido al agua de beber contaminada con arsénico y en la bilis
de ratas tratadas con arsénico (Vather, 1994).

La exposicion a diferentes formas inorganicas o a los metabolitos del arsénico
(formas organicas) provoca la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a si
como de radicales libres tanto in vitro como in vivo. En el caso de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) se ha notado la activacion del factor NF-xB debido a estrés

oxidativo producido por los metabolitos del Arsénico produciendo ruptura de la cadena



simple de ADN en pulmodn de ratas y ratones tratados con dimetil arsénico (DMA). Asi
mismo se ha encontrado mediante resonancia paramagnética de electrdon-spin la
produccién de radicales peroxilo (CH3)2 AsOO-, y del radical superoxido (O;) durante
la reduccién del DMAV a dimetil arsina [(CH3)2 As" H], sin embargo estos efectos no se
han encontrado en cultivos de células humanas ni en tejidos humanos (Thomas y cols.,
2001).

Otro mecanismo potencial para la generacion de ROS por el dimetil arsénico DMA
es la liberacion de Hierro (Fe " a partir de la ferritina del bazo en ensayos in vitro se ha
sugerido que el hierro induce ROS provocando dafio al ADN y probablemente la
carcinogenesis del arsénico a través de los metilados. Los estudios del DMA llevados
acabo por diversos investigadores (Lee y cols., 1994, Vather y cols., 1984, Hughes vy
cols., 2000) mencionan el efecto carcinogénico del DMA al dafiar al ADN, mientras que
otros (Terada y cols., 1996) utilizando generadores de ROS comparan al DMA y estos
para producir efectos similares sobre el ADN. Se ha postulado que la formacién de
aductos estables entre el ADN y los metilados puede incrementar la susceptibilidad a
iones como el super oxido Oz (Liu y cols.,2001) y que el DMA inhibe la reparacion del
ADN in vitro permaneciendo este tipo de dafos en el ADN.

La formacion de radicales como el superoxido y el radical peroxilo también ayudan
por si mismos para seguir metilando el arsénico trivalente en el organismo asi lo
menciona Yamanaka utilizando la dimetil arsina en estudios in vitro y acido dimetil
arsénico (Yamanaka y col., 1989, 1990).
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Figura 2.- Induccién de dafo por radical peroxilo y la reaccién de la dimetil arsina en la

dimetilacion del arsénico trivalente y el O;. Modificada de Yamanaka y cols, 1994).

El acido dimetil arsénico también es capaz de producir radicales libres in vitro en
tejido de pulmén ayudando a producir dafio sobre el ADN, produciendo ruptura de la
cadena simple del ADN y un incremento en el contenido de heterocromatina
(Yamanaka y cols, 1994).

2.1.-Mecanismo de toxicidad del arsénico pentavalente

El arsenato (V) puede reemplazar al fosfato en muchas reacciones bioquimicas ya
que tienen estructura similar y por tanto propiedades semejantes. Por ejemplo, las
reacciones del arsenato in vifro con glucosa y gluconato para formar glucosa-6-
arsenato el cual es el sustrato para la glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa y puede
inhibir a las hexocinasa como la glucosa-6-fosfato. El arsenato también puede
reemplazar fosfatos en la bomba de sodio y el intercambio de transporte de aniones en
eritrocitos humanos. Se ha visto que en células de carcinoma epidermoides crecen en
medio libre de fosfatos el arsenato se acumula en las células de manera notable. El
agotamiento de ATP por arsenato ha sido observado en sistemas celulares. Los niveles

de ATP se encuentran reducidos en conejos y eritrocitos humanos.



2.2.- Mecanismo de toxicidad del arsénico trivalente

Grupos funcionales especificos sin e nzimas, receptores o coenzimas como los
tioles tienen un papel importante en la actividad de estas moléculas. Los arsenicales
trivalentes parecen reaccionar in vitro con las moléculas enddgenas con grupos tioles
como el glutation como ya se habia dicho antes y con la cisteina. La union del MMA y
el DMA a las proteinas in vitro ocurre mas frecuentemente que con las formas
pentavalentes. El arsénito tiene una mayor afinidad por los ditioles que por los
monatioles como en la transferencia del arsénito a complejos (GSH) 3-As al ditiol acido
2,3 dimercaptosuccinico. La unién del arsénico trivalente a los grupos tiol puede inhibir

importante eventos bioquimicos provocando toxicidad.

La piruvato deshidrogenasa (PDH) es un a subunidad multi compleja que requiere
cofactores como el acido lipoico un ditiol para la actividad enzimatica. El arsénito inhibe
la PDH por unién al acido lipoico. Algunos investigadores como Petrick y colaboradores
(2001) muestran que el MMA es un inhibidor mas potente de la PDH que el arsénito. La
PDH oxida piruvato hacia acetilCoa un precursor intermediario del ciclo de Krebs. El
ciclo de Krebs degrada los intermediarios y suministra equivalentes reducidos al
sistema de trasporte de electrones para la producciéon de ATP. La inhibicion de la PDH
por consiguiente provocara disminucién en la produccién de ATP’s. Esta inhibicién de
la PDSH puede explicar en parte disminucion en carbohidratos observada en ratas

administradas con arsénito.
2.4.-Mecanismo de toxicidad de los metilados de arsénico

Los arsenicales trivalentes metilados como el MMA son potentes inhibidores de la
GSH reductasa y el sistema de la tioredoxina reductasa con cyt 19, la inhibicion puede
ser por la interaccion con grupos tioles de estas moléculas. La actividad de los
metilados de los arsenicales trivalentes (MMA y DMA) parece ser mucho mayor que el
arsénito, la inhibicion de enzimas por estas moléculas debe alterar los sistemas redox

celulares eventualmente y como consecuencia provocar citotoxicidad.



Estudios recientes mencionan al MMA como mas reactivo que las formas
inorganicas del arsénico in vitro en hepatocitos y keratinocitos humanos (Petrick y cols,
2000). Mas interesantes son algunos estudios que indican que el porcentaje urinario de
MMA en muestras de personas esta relacionado a los efectos en la salud y su
retencion en determinados tejidos debido a la ingesta de agua contaminada por
arsénico (Del Razo y cols.,1997). En Taiwan las lesiones en piel fueron las mas
abundantes por ingesta de agua encontrandose alrededor del 2% de MMA en orina. El
numero de aberraciones cromosomicas en linfocitos también esta aumentado en

personas expuestas asociandolo al MMA encontrado en orina.

Existen variaciones en la metilacion del arsénico tanto en poblaciones humanas
diferentes como entre individuos, existen varios factores en este caso desde el nivel de
la dosis administrada el tiempo de exposicion, la via de administracién asi como el
estado nutricional del individuo, otros estudios dicen que la edad y el embarazo
también influyen de cierta manera en la metilacién del arsénico. Los estudios
realizados determinan el arsénico metilado en diferentes lapsos del individuo vy
mencionan que se mantiene estable pero que solo factores como los anteriormente

mencionados podrian alterar la metilacion en varios casos.



CAPITULO Il CARCINOGENESIS DEL ARSENICO

3.0.-Mecanismos moleculares de carcinogénesis por_arsénico

A pesar de que es notoria la carcinogenicidad del arsénico en humanos y de que
hay mucho estudios y resultados de ello tanto en animales como humanos, el
mecanismo de accién por el cual se lleve a cabo tanto por las formas inorganicas
como organicas no es del todo conocido. Muchos diferentes mecanismos de accion
han sido propuestos y algunos han sido recientemente evaluados por expertos en el
campo. (NRC, 2001). Algunos mecanismos propuestos incluyen genotoxicidad,
proliferacién celular, alteracion en la reparacion del ADN y estrés oxidativo por
metilacion del ADN asi como co-carcinogenesis y promocion de tumores. Debido a esto
definir un mecanismo de accion para la carcinogenicidad del arsénico ha sido dificil por
muchas razones, por lo que primeramente mencionamos el proceso por el cual el

arsénico conduce a la carcinogenesis.
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FIG. 3.- Proceso carcinogénico producido por sustancias como el arsénico.
Manahan, 2003.



Algunas de las causas para referirse a la carcinogenicidad de varios arsenicales se
describen en base a |a variacion en los resultados y en ensayos e standarizados en
animales, faltando evidencia de que el arsénico es un mutageno caracteristico se ven

en los estudios de las diferentes formas trivalentes del arsénico y sus efectos.
3.1-Estudios de genotoxicidad in vitro

El arsénito por ejemplo no parece ser un mutageno caracteristico en los ensayos
estandarizados; el arsénito no es mutageno en las pruebas con Escherichia Coli para
convertir la reversion de triptofano positivo, tampoco se demostraron en células de
ovario de Hamster en estudios con ATP asas y otras mutantes, sin embargo el
arsénito induce de cualquier manera deleciones y mutaciones en células hibridas de
hamsteres y humanos.

Las aberraciones cromosomales, complejos ADN-proteinas, (Ramirez y cols., 2001)
e intercambios de cromatidas hermanas son observadas en células embrionarias de
hamster, fibroblastos vy linfocitos humanos (Rossman y cols 1980, Kochhar 1996,
Rasmussen y Menzel. 1997) en exposiciones a arsénico inorganico. En cuanto a las
aberraciones cromosomicas e han encontrado cromatidas dispersadas, rotas vy
fragmentadas reduplicadas asi como cromosomas rotos. Estos efectos son dosis-

dependientes encontrandose al arsénito mas potente que el arsenato para producirlos.

Estudios recientes (Mass y cols. 2001) muestran que los arsenicales trivalentes
metilados como el MMA y el DMA son directamente genotdxicos. Un slper
enrollamiento del DNA ¢ X174 fue atribuido al DMA y al MMA, ademas estos
metabolitos dafian a los linfocitos humanos a nivel DNA de 386 a 77 veces de manera

mas potente que el arsénito de sodio.



3.2.- Co-mutagénesis

El arsénico inorganico es co-mutagénico junto a otros quimicos y con luz
ultravioleta en células de mamiferos, provocando aberraciones cromosomicas graves.
Existen también aberraciones cromosomitas por el ADN complejado por diepoxibutano
en linfocitos junto con arsénico. Los rayos X y la Luz ultravioleta en fibroblastos
después de exposicion al arsénito inducen también intercambio de cromatidas
hermanas y otras aberraciones cromosomicas pero con diferencias a las de del

diepoxibutano y arsénito o con luz ultravioleta con arsénito.

3.3.- Genotoxicidad in vivo

La administracién de arsénito en ratones resulta en un incremento lineal dosis-
dependiente de micronucleos en eritrocitos policromaticos. Los micron(cleos inducidos
son observados solamente en células somaticas. Estudios en células de medula 6sea

muestran intercambios y deleciones de cromatidas y cromosomas.

Después de exposiciones al dimetil arsénico pentavalente (DMAY) (1.5g/kg) hay
cadenas simples de DNA incompletas ademas de entrecruzamientos de DNA tanto en
raton como en pulmén de ratas expuestas. El dafio no es observado en ratones

después de 12 horas de exposicion y es reparado hasta las 24 horas.

En los estudios in vivo se reportan entrecruzamientos o aductos de ADN y
proteinas incrementados en vejiga e higado en células parénquimales de ratdn con

diferentes tratamientos de arsénico en deficiencia de colina (Parrish, 1999).



3.4.-Amplificacion de genes

El arsénico une la amplificacion del gen que codifica para la enzima dihidrofolato
reductasa, por lo que algunos sugieren que la amplificacién genética inducida por el
arsénico tiene un papel importante en el efecto carcinogénico (Lee, 1988).

Las células 376 de ratones crecidas en medio que contiene arsénico inorganico
desarrollan resistencia a los efectos toxicos del metotrexato, se ha visto que el nimero
de células resistentes es dependiente de la dosis de arsénico, siendo el arsénito mucho
mas potente que el arsenato. La linea celular de higado de rata TRL1215 es
transformada por el arsénito seguin | os e studios de Zhao en 1997 donde |as c élulas
fueron transformadas después de una exposicion de 8 semanas al arsénito y entonces
fueron inoculadas sobre ratones atimicos, se encontré una relacion dosis dependiente
en el desarrollo de tumores en el sitio de administracién y de tumores en metastasis en
pulmén. Las células retienen su estado de transformacion y la habilidad para inducir
tumores en ratones aun después de cambiar el medio que contiene arsénito sugiriendo
que ocurrié un cambio genético permanente.

3.5.-Alteracion en el sistema de reparacion del ADN

La inhibicion de la reparacion del ADN debe ser de las mas importantes en los
dafios genotodxicos, esta reparacion es inhibida en células tratadas con arsénito de
sodio pudiendo provocar un efecto co-mutagénico con rayos x, luz ultravioleta y
algunos quimicos. La reparacion del ADN por escision de dimeros de timina en
fibroblastos humanos es inhibida por el arsénico inorganico, el As;0s s se mostro el
mas potente que otros. La actividad de la ADN ligasa en extractos nucleares es
disminuida por el arsénito (55% en 10 uM), se sugiere esta inhibicion por la alteracion
celular de los niveles redox afectando las sefiales de transduccion y la fosforilacion de
proteinas a las cuales se une la ADN ligasa para su actividad.



Las células eucariontes responden al dafio sobre las cadenas de ADN por
estimulacion de la enzima poli (ADP ribosa) polimerasa y esta enzima tiene un papel
muy importante en la reparacién del ADN Varios estudios muestra una significancia
dosis-dependiente en la disminucién de la actividad de esta enzima en humanos en
células de linfoma de linfocitos T. Las dosis de de 10 pM de arsénito hay una
disminucién del 50% de la actividad de esta enzima y disminucién del 80% de la
viabilidad de las células. Hay que hacer notar que esta enzima contiene dos grupos
sulfidrilo y el arsénito se puede unir a uno o los dos grupos para inhibir la enzima.

3.6.-Alteracion de la metilacion del ADN

La alteracion en la mutilacion del ADN se sugiere como una via importante en el
desarrollo del cancer. Los estudios de Mass y cols en el 2001 examinan el efecto del
arsénico sobre la metilacion del ADN vy su relacion con la expresion del gen de p53
en la linea celular de adenocarcinoma humano A549. El arsénito incrementa la
resistencia sobre la region del promotor del gen p53 por la enzima de restriccion Hpa Il
la cual se une a las citosinas no metiladas en las secuencias CCGG. La resistencia al
sitio indica mayor metilacion en las citosinas de estos sitios del gen. La hipermetilacion
inducida por el arsénito fue confirmada por la secuenciacion del ADN de la region del
promotor marcando con bisulfito para visualizar la 5 metilcitosina. D Sin embargo a
pesar de que el gen del p53 fue hipermetilado no se sabe si su expresion tan bien fue

alterada por el proceso.

El ADN de las células TRL 1215 de higado de rata provocé transformacion por el
arsénito hipometilado siendo el efecto dosis dependiente en exposiciones largas. En
las células transformadas los niveles de enzimas que donan los grupos metilos

disminuyeron.
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3.7 .-Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se da por la produccién de especies reactivas d e oxigeno que
pueden reaccionar con algunos constituyentes celulares como los grupos tioles o los
lipidos. El arsénico parece inducir estrés oxidativo tanto in vivo como in vitro
provocando la presencia de proteinas de choque térmico (MAP cinasa, JNK, MKP-1) y
de estrés (HO-1,Hsp-90, ciclina p1) en cultivos de células humanas. Se han detectado
in vivo especies reactivas d e oxigeno en células hibridas de hamsteres y humanos
después de 5 minutos de exposicion al arsénito de sodio (Del Razo y cols, 2001). Las
enzimas catalasa y stper oxido dismutasa que se encargan de metabolizar sustancias
oxidantes, reducen el arsénito en células de ovario de hamster. Antioxidantes como la
vitamina E, la metilamina y benzil-alcohol reducen la muerte de fibroblastos humanos
por arsénito. El dimetil arsénico un radical peroxilo ha sido detectado in vitro por dafio

oxidativo en pulmén de ratén después de exposicion a DMA.

Los arsenicales organicos trivalentes inhiben a la GSH reductasa y a la tioredoxina
reductasa, esto provoca que la disminucion de la habilidad de la célula paran
protegerse contra oxidantes. La expresion génica de la tioredoxina ha sido afectada por

lo que parece haber también una relacidon con los factores de transcripcién del gen de
esta enzima.

En las células de mamiferos la glutation peroxidasa y catalasa son enzimas claves
en la requlacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), y de la
proteccion celular contra el dafio por arsénito. El arsénito indujo a la apoptosis a varias
lineas celulares provocando la disminucién del antioxidante N-acetil- L-cisteina el cual
contiene grupos tioles ya que este antioxidante se encarga de inhibir la apoptosis
ademas de unirse a las ROS que favorecen también en inicio de la apoptosis ( Cohen y
cols, 2001).
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La produccién de radicales libres como ya se habia mencionado anteriormente,
también es un mecanismo de dafio para provocar rupturas o alteraciones en el ADN
asi como un incremento en la heterocromatizacion, de acuerdo a las investigaciones in
vifro de Yamanaka (Yamanaka, y cols 1989, 1990, 1994, 1997) en sus resultados se
proponen los mecanismos mediante el cual el dimetil arsénico (DMA) y la dimetil arsina

producen radicales libres y todos en conjunto ayudan a provocar el dafio sobre el ADN.
3.8.-Proliferacion celular

El desarrollo del cancer involucra en parte el descontrol de la proliferacion celular,
lo cual puede resultar en citétoxicidad y la consecuente regeneracién de las células o

la mitogenesis directa.

El incremento en la proliferacién celular se ha presentado en vejiga de ratdn
después de 8 semanas de exposicién a DMA pentavalente, en el agua para beber en
riién de rata se encontrdo después de 4 semanas de administracion oral de DMA
pentavalente (57-113mg/ kg dia, 5 dias/semana). Otro incremento en la proliferacion
celular se encontrd6 en ratas administradas con DMA después de 8 semanas

mostrando alteraciones en la superficie de las células endoteliales (Rosen, 2002).

La piel de ratones transgénicos administrados con agua que contiene arsénito
mostré hiperkeratosis. Los keratinocitos humanos proliferan después de la exposicion a
arsénito y varios factores de crecimiento son estimulados d urante este proceso, por
ejemplo a dosis bajas (1-10nM) arsénito de MMA" y DMA" estimulan la proliferacion
de keratinocitos epidermales humanos normales. La secrecion de factores y citosinas
relacionadas con el crecimiento fue elevada con arsenicales trivalentes en diversos

estudios in vivo e in vitro (Hughes y cols, 2002).
La ciclina D es importante dentro del ciclo celular sobre todo en G1 junto con otras

proteinas inactivan ala pRb la proteina responsable del control anti-crecimiento. La

ciclina D se encuentra sobre expresada en fibroblastos humanos después de una
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exposicion a arsénito de sodio por 14 dias (Vogt, 2001) El arsénito parece en este caso
alterar el ciclo celular debido a la proliferacion celular encontrada después del

tratamiento.
3.9.-Promocion de tumores

El DMAY un metabolito del arsénico es un promotor de tumores ya que se ha
observado en ratas y ratones en diferentes 6rganos (en rata vejiga, rindn, higado y
glandula tiroides; en ratén en pulmoén). La administracion del DMA fue en el agua de

beber (2-400 ppm), los tumores empiezan a manifestarse a niveles de 10 ppm.
3.10.- Otros sitios blancos del arsénico

La discusion sobre si el arsénito se puede unir directamente y fuertemente a los
grupos tioles y ditioles ha disminuido por datos mas actuales sobre el tema,
respaldandose entonces los efectos sobre la célula en especial por ser sitios de unién
especificos de muchas enzimas. A concentraciones bajas de 10pM el arsénito inhibe el
sitio de unién de los receptores glucocorticoides en la region que contiene el grupo
ditiol, ademas el arsénico se puede unir a los residuos de cisteina en los receptores
hormonales de a-estrégenos y algunos estudios indican que también se une a los sitios
activos de los receptores del estradiol, sin embargo el arsénito activa la transcripciéon
del gen de estrégenos por union a su receptor.

El trioxido de arsénico puede afectar el crecimiento o desarrollo tumoral en varias
células por inhibicién de la angiogenesis, el tratamiento de células endoteliales de
venas humanas con triéxido de arsénico resulta en alteraciones dosis dependiente en
la morfologia en la fisiologia culminando en apoptosis. La regulacién disminuida en la
produccion de factores de crecimiento endoteliales vasculares se pensd como una de
las causas. La relacion del arsénico con leucemia en la linea celular HEL sugiere una

accion anti-angiogénica del arsénico sobre las células endoteliales y la leucemia.
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La exposicion al arsénico trivalente de ratas prefiadas en el agua de ver muestran
dafio por necrosis y la induccion de apoptosis por especies reactivas de oxigeno (ROS)
asi como su proteccién por antioxidantes, esto también ha sido evaluado en cultivos
de células humanas (Sukumar y cols, 2002). Estos estudios determinaron las enzimas
involucradas en el ciclo del glutation no encontrando efectos claros pero en el caso de
las especies reactivas de oxigeno estas fueron incrementadas por el tratamiento de
arsénico en las células tratadas y la administracion en ratas, ademas se relaciona la
perdida de viabilidad de estas con la cantidad de ROS y con la necrosis de las células
en el analisis morfolégico asi como la induccion de la apoptosis celular, mostrando en
el caso de las células de cerebro la activacion de los dos procesos, sin embargo estos
efectos disminuian con la administracién de antioxidantes como la vitamina C y la
vitamina E.

El citoesqueleto se ha sugerido como un potencial blanco de los compuestos de
arsénico, este se puede unir a tubulina con grupos sulfidrilo, asi como la unién a los
microtubulos durante la mitosis induciendo apoptosis. Los experimentos en células de
leucemia mielocitica muestra que el tridoxido de arsénico inhibe la polimerizacion de
microtubulos y tubulina, y los estudios de arsénito de sodio en la linea celular WRL-68
de higado humano muestra expresién de citoqueratinas y entrecruzamientos ADN-
proteinas por arsénico incrementando con concentraciones de arsénito de sodio de
forma dosis-dependiente. Se ha sugerido que estos dafos nos pueden explicar de
cierto modo las deleciones y pérdidas de cromosomas durante la division celular y la
presencia de micronucleos. Enfermedades de hiperqueratinizacion del epitelio
estratificado de la piel, las manos y los pies relacionadas con la intoxicacion y
exposicion al arsénico también pueden ser explicadas debido a esto. (Ramirez y cols,
2000).
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CAPITULO IV EXPOSICION AL ARSENICO

4.0-Exposicion al arsénico

El arsénico esta distribuido en muchas partes y en contacto frecuente con los
humanos aunque sean bajos niveles de este elemento en el medio ambiente, la
exposicion ocupacional se da por inhalacién constante de particulas de arsénico en los
trabajadores de la fundicién, asi como empleados en la elaboracion de pesticidas con
arsénico asi como trabajadores del vidrio. Se han detectado en varias ciudades
concentraciones transportadas en el aire que van desde algunos microgramos a 1ug
por metro cubico. El arsénico esta presente en el agua de mar por lo que se puede
encontrar en alimentos provenientes de este, ademas de estas formas también se
encuentran otras formas de exposicién como agua potable contaminada, alimentos
contaminados, frutas y vegetales donde se utilizo pesticidas, tomando arsenicales
medicinales, en el tratamiento de maderas, y al fumar tabaco encontrado en cigarrillos;
también en depdsitos de sulfitos de hierro o percolatos en suelos volcanicos y
sedimentos. En algunas &reas geograficas tiene niveles altos de arsénico que
contaminan las aguas y rios cercanos, sitios de desperdicios quimicos deben contener
altas cantidades de arsénico frecuentemente desconocidas que llegan a rios o a los
residentes cercanos. El arsénico inorganico es liberado frecuentemente durante la
produccion de cobre y otros metales en las fundiciones y sé exponen tanto
trabajadores como personas que viven cerca de las fabricas e industrias.

Los efectos cronicos de exposicion nivelada prolongada tienen una aparicion
reciente. La pigmentacién superficial, keratinosis y canceres superficiales eran
encontrados en Taiwan por Tseng en 1977 entre las personas que bebieron de pozos
contaminados con arsénico (pero ningln efecto se vio debajo de concentraciones de
150 partes por billon (ppb), qué puede ser por consiguiente el umbral bioldgico) y se
encontro una incidencia muy alta de pulmén, ampolla y otros tipo de cancer en Taiwéan

por Dr Chien-Yen Chen en el 2000 y por el Dr Allan Smith y colaboradores en Chile en
1992.
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Después de varios afios de exposicion a arsénico niveles bajos, las varias lesiones
superficiales aparecen. Estos se manifiestan por hiperpigmentacion (las manchas
oscuras), hipo pigmentacion (las manchas blancas) y keratinosis de las manos y pies.
Después de una docena de afios se esperan algunos canceres superficiales, veinte o
treinta afios después de exposicion a 500 ppm de arsénico, los canceres internos
(pulmén, rifién, higado y ampolla) aparecen entre 10% de todas las personas
expuestas. Es mas, la relacion de la dosis-contestacion para estos canceres interiores
es consistente con ser lineal sin umbral. Fotografias de varias victimas por efecto del

envenenamiento por arsénico estan disponibles en Bangladesh y Mongolia Interno.

La exposicion larga por concentraciones de arsénico se puede dar bebiendo agua
contaminada la cual puede llevar a piel, ampolla, pulmén, y cancer de la préstata. El
cancer se puede dar de ingerir arsénico a los niveles bajos incluyendo enfermedad
cardiovascular, diabetes, y anemia, asi como los efectos reproductores y de desarrollo,

Inmunologicos, y neurolégicos.

La norma actual de 50 ppm fue da por la EPA en 1975, basada en un Servicio de
Salud Publico normal que originalmente se establecidé en 1942. En marzo de 1999, se
informa por la Academia Nacional de Ciencias que la norma actual no logra la meta de
EPA de proteger la salud puablica y debe bajarse lo mas pronto posible. Bajo las
Enmendaduras del Acta de Aguas Potables Seguras de 1996, EPA se exige promulgar
una regla final en el 1 de enero de 2001. Actualmente EPA también esta proponiendo
una meta de salud publica de cero para arsénico. La meta de salud es el nivel mas bajo
al cual nadie se anticipd por los efectos de salud que ocurririan. EPA también fija las
metas de salud publicas a cero para todos los carcinégenos conocidos para que no
haya dosis.

En el caso del arsénico organico como los arsenatos (+5 formulario de arsénico) y
el arsénico elemental los dos encontraron naturalmente en la tierra y en comidas
donde no producen toxicidad rapidamente, de hecho, ellos se manejan bastante

facilmente por el cuerpo y eliminaron por los rifiones.
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Los arsenitos inorganicos o los formularios trivalentes de arsénico, como el trioxido
arsénico el cual ha usado industrialmente, se encontr6 como un contaminante en
alimentos provocando diversos problemas legales. Estas especies quimicas aumentan
en el cuerpo, particularmente en la piel, pelo, y ufias, pero también en los 6rganos
interiores. En promedio, hay aproximadamente 10-20 mg de arsénico en el cuerpo
humano; los niveles mas altos pueden llevar a problemas. El arsénico puede aumentar
cuando la funcién del rifidn disminuye; por suerte la absorcién de arsénico es bastante
baja, normalmente menos del 5 por ciento, la mayoria se elimina en el excremento y en
la orina. El pelo y los niveles de sangres son actualmente la mejor manera de evaluar
los niveles arsénicos, estos mostraran los niveles normalmente aumentados cuando las
cantidades mas altas estan presentes en el cuerpo (Vahter, 2002).

4 .1.-Sintomas de toxicidad

Existe evidencia de que una exposicion larga a ciertas concentraciones de
arsénico incrementan el riesgo de producir cancer, cuando la exposicion es por
inhalacién, los primeros efectos es el riesgo de cancer de pulmén. Cuando la
exposicion es por ingestion puede haber cancer de piel ademéas de cancer de higado,
pulmén, vejiga y rifion. '

Los sintomas de toxicidad no se conocen claramente. La media de succion de
arsénico se estima a 1 mg. por dia, principalmente de comida, pero éste no es ningun
arsénico téxico; este limite arsénico organico en comida generalmente se tolera bien.
El arsénico elemental puede aumentar en el cuerpo y puede ser un problema, y los
formularios oxidados de arsénico son tdxicos en las cantidades grandes. El trioxido
arsénico se usa industrialmente y es el veneno mas fuerte de los arsénicos. Debajo de

7-10 ppm. de arsénico en pelo un nivel relativamente seguro.
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Cantidades que llevan a toxicidad: No hay ningun cuadro claro de deficiencia
arsénico o toxicidad en humanos. Los posibles efectos de toxicidad arsénico incluyen
pérdida de pelo, dermatitis, diarrea y otros sintomas gastrointestinales, fatiga, dolores
de cabeza, confusion, dolores del musculo, red y los problemas de la célula de sangres
blancas, sintomas neurolégicos, de higado y dafio del rifidn. La exposicion arsénico
aguda puede causar una serie rapida de sintomas. La arsina gaseosa cuya exposicion
es muy toxica a los pulmones y rifiones y es a menudo fatal, la muerte por exposicion a
arsénico de bajo nivel, cronica tiene la apariencia de muerte por causas naturales, muy
bueno para libros del misterio.

4.2 -Toxicidad del arsénico

Las sales inorganicas del arsénico son altamente toxicas. La dosis letal de ingesta de
trioxido de arsénico es alrededor de 13 mg /kg peso en adultos mientras que las
exposiciones b ajas de 1-4 mg/dia han causado serios efectos a la salud incluyendo
muertes en nifios pequenos. Enseguida se muestra una tabla de los efectos que el

arsénico como muchos otros toxico puede ocasionar en el organismo:
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Toéxicos o metabolitos toxicos

Reaccién primaria

Toxico+receptor — Receptor modificado

Efectos Bioquimicos

Inhibicion enzimatica

Disrupcion de la membrana celular
Alteraciones en la sintesis de proteinas
Disrupcion del metabolismo de lipidos
Disrupcion del metabolismo de carbohidratos
Inhibicién de la respiracion

v

Respuesta fisiologica -

Alteracion de los signos vitales (temperatura,
pulso, respiracion, presion sanguinea)

Sistema  nervioso  central: alucinaciones,
convulsiones, coma, ataxia, paralisis
Teratogenesis

Mutagenesis

Carcinogenesis

Efectos sobre el sistema inmune

Figura 4.- Principales efectos durante la respuesta a tdxicos. Modificada de Manahan,

2003
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Los sintomas de intoxicacién por arsénico son nauseas, dolor de cabeza, dolor
severo abdominal con dafio gastrointestinal en membranas y mucosas, vomito violento
y diarrea causados por paralisis del control capilar del tracto intestinal. La perdida
masiva de agua debe provocar dafo renal y anuria. La intoxicacion aguda de arsénico
provoca finalmente excitabilidad aguda del cerebro y muerte por paralisis.
Intoxicaciones agudas no fatales deben provocar dafio al sistema nervioso periférico
manifestado por perdida de las sensaciones y degeneracion a nivel axonal. Otros

sintomas incluyen anemia y leucopenia, fiebre, anorexia, hepatomegalia y melanosis.

La inhalacion de arsénico causa sintomas a nivel tracto respiratorio, como renitos,
laringitis y bronquitis. Las altas exposiciones provocan hiperplasia y atrofia en el tracto
respiratorio y perforaciéon septo nasal.

La exposicién subcronica y cronica ha sido asociada a una reduccion en la
velocidad de la conduccién nerviosa e injuria hepatica. Dafio vascular periférico ha si
observado en gente con exposicion al arsénico en el agua en Taiwan y Chile. La
enfermedad desarrolla gangrena en las extremidades inferiores, estos efectos parecen

estar asociados con la acumulacién de arsénico por la ingesta de agua.

Diversos cambios en la excrecion urinaria con presencia de porfirinas han sido
mencionados en diversos estudios en poblaciones expuestas a altos niveles de
arsénico en el agua. Una reduccién en la excrecion de coproporfirina lll y de

uroporfirina también ha sido reportada.

La arsina (AsH3) es otra de las formas de arsénico esta causa anemia hemolitica
seguida por dafio renal agudo. La toxicidad es observada en exposiciones debajo de
10 ppm. La hemolisis ocurre después de la fijacion de la arsina en una forma no volatil
por hemoglobina. La hemdlisis requiere la presencia de oxigeno y se ha sugerido que
el arsénico elemental es la especie hemolitica activa sobre los intermediarios dihidricos
del arsénico. Otra posibilidad es la generacion de peroxido de hidrogeno durante la

oxidacion del arsénico en combinacion con la inhibicion de la catalasa.
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Experimentos en animales muestran que en altas exposiciones a arsénico durante el
desarrollo fetal resulta en deformaciones del cerebro, 6rganos urogenitales, esqueleto

y ojos.

Los efectos adversos agudos, subagudos y cronicos a la salud de la exposicion a
arsénico inorganico incluyen numerosos reportes e investigaciones que incluyen desde
dermatitis, bronquitis cronica, cirrosis de higado, neuropatia periférica, cancer del
higado, pulmén, estomago, rifion, prostata, vejiga y piel, En otras palabras el arsénico

puede causar un impacto negativo en diferentes 6rganos del cuerpo.
4.3.-Efecto de la dieta y la exposicion al arsénico

Un problema importante por cubrir con la exposicion arsénico es el efecto de dieta.
Un problema general puede declararse si: hay frecuentemente mas de una causa de
un cancer o una lesion. El cancer pulmonar puede causarse por cigarro que fuma o
asbesto o ambos juntos, de una manera del sinergismo tal que los riesgos multiplican
(en lugar de agrega) cuando los dos estan presentes. En Estados Unidos se ha
encontrado que | as personas que tienen una dieta buena de fruta fresca y verduras
tienen la mitad del riesgo de muchos canceres, incluso canceres pulmonares
causados por tabaco, como aquéllos sin una dieta buena. Por analogia, uno podria
esperar que el riesgo de cancer pulmonar de arsénico sea menos entre aquéllos con

una dieta buena, pero esto no se apoya todavia por los datos directos.

La investigacion de la exposicion cronica del arsénico involucra las propiedades
carcinogénicas del elemento. De la misma forma los estudios epidemiolégicos y
resumenes relacionan mucho sobre el cancer pero no sobre los efectos no malignos.
Muchos articulos se han publicado considerando los efectos vasculares del arsénico,
pero se han examinado aspectos como arterosclerosis y enfermedades vasculares

periféricas en diferentes areas geograficas bajo condiciones de exposicion variadas.
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4 4 -Efectos vasculares

Estudios epidemioldgicos de trabajadores expuestos a arsénico por inhalacion han
dado informacién acerca de la mortalidad a partir de enfermedades vasculares. Estas
investigaciones incluyen algunas ocupaciones en diferentes paises como manufactura
de lana en Inglaterra, fundicién de metales en Estados Unidos, Suecia y Japon asi

como la produccién de insecticidas en Estados unidos.

Hay una evidencia epidemiolégica de una asociacion causal entre el agua que
contiene arsénico inorganico y la ocurrencia de la enfermedad de pies negros, donde
hay prueba ademas del incremento en la mortalidad a partir de desordenes vasculares
Mucho mas que por la enfermedad, no esta claro porque el arsénico provoca un riesgo
en enfermedades cerebro vascular, a pesar de que y hay estudios en Taiwan. La
influencia del arsénico sobre el sistema vascular probablemente sea por las
alteraciones de las funciones de los vasos sanguineos que se han encontrado en
trabajadores en la fundicion del cobre expuestos al elemento en el aire y a

concentraciones arriba de las permitidas en condiciones normales.
4.5.-Enfermedad del pie negro

El arsénico es un factor de riesgo para la enfermedad del pie negro, esto es la
arterosclerosis periférica resultante de una gangrena seca y amputacion espontanea de
las extremidades afectadas. La enfermedad fue nombrada por sus caracteristicas
clinicas con los pies o manos decoloradas o negruscas. La causa de la enfermedad no
ha sido esclarecida y el primer caso reportado en 1954 fue atribuido a este mal a
intoxicacién por potasio. Esta enfermedad es endémica en el suroeste de la costa de la
region en Taiwan, donde algunos residentes han usado agua contaminada con
arsénico por mas de 50 afos. Los pacientes con e sta e nfermedad exhiben una alta
prevalencia de lesiones en piel por arsénico, incluyendo hiperpigmentacion,
hiperkeratosis y cancer de piel, por lo que frecuentemente mueren de cancer de

pulmon, vejiga, higado, rifion y prostata asi como enfermedades circulatorias.
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Las enfermedades vasculares periféricas, ademas han sido reportadas en

pobladores que consumen agua contaminada con arsénico en el vino en Alemania.

La enfermedad de los pies negros usualmente empieza con entumecimiento o
frialdad en las extremidades inferiores hasta los dedos del pie, aunque los dedos son
afectados también, ataques y exacerbaciones han sido han sido asociados con tiempo
frié perjudicial, la agonizantes y dolorosa condicion hasta la gangrena termina en una
amputacion del miembro afectado que va del mes de la afecciéon hasta en un afio en
gangrenarse siendo mas afectados por lo que se ha visto hombres que mujeres. En
algunos reportes reciente se sefiala que compuestos como la ergotamina, acido D-
lisérgico y/o ergotamina estan presentes en muestras de agua en el area donde se
encuentra la enfermedad endémica.

4.6.-Otros efectos en piel

La ingestion crénica de arsénico inorganico causa lesiones caracteristicas en piel,
como keratosis hiperpigmentacion e hipo pigmentacién, sen ha observado esto en
poblaciones como Bangladesh, Chile, China, India, y Taiwan. Las caracteristicas de las
lesiones en piel han sido consideradas como distintivas de latas exposiciones al
arsénico. Las keratosis avanzadas son dolorosas y resultan en malformaciones
estéticas pudiendo provocar aislamiento social. Un caso especial es el de Alaska
donde algunos habitantes que consumieron agua con grandes cantidades de arsénico
similares a las encontradas en Asia y no desarrollaron signos claros de intoxicacion por
arsénico.

Algunas otras manifestaciones clinicas de ingestibn de agua contaminada con
arsénico incluyen debilidad conjuntivitis, edema, hipertension portal, bronquitis vy
hepatomegalia. Un largo estudio en trabajadores de la fundicion ha involucrado
problemas como dermatitis e infecciones del tracto respiratorio, perforaciones septales

nasales y bronquitis son las afecciones mas comunes en los trabajadores.
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4.7 .-Alteracion metabdlica

En un estudio biomarcador desarrollado en Chile sobre una poblacién expuesta
cronicamente a altos niveles de arsénico de 15-600 pg/L en agua, se concluyo que
existia una variacion medible interindividual en MMA y DMA en orina. Estos son
originados por la metilacion de la muestra de una mujer, la cual su arsénico excretado
en orina estaba en la forma de DMA, mientras que el analogo MMA esta ausente en
monos con polimorfismo y deficiencia en metil transferasas, donde el arsénico es
metilado hacia MMA y DMA como en los monos rhesus. El glutation es requerido para
La reduccion de As’ a As"' y es convertido a DMA, por lo que se debe hacer mencion
también a la activacion de glutation S transferasa Pi para facilitar la excrecion del
arsénico.

4 .8.-Efectos de la transformacién celular inducida por arsénico

Un incremento en el aumento de cancer en la gente expuesta a arsénico fue
observado desde el siglo XIX en pulmén debido a los trabajadores en las minas,
seguida de reportes de cancer de piel en personas con tratamientos con arsenicales.
La asociacién entre el arsénico y el cancer de piel ha sido confirmada por estudios en
areas donde el agua de beber se encuentra contaminada con arsénico, los dafos
incluyen carcinomas celulares de células basales aunque también se han encontrado
otros carcinomas diferentes. Las investigaciones en animales muestran tumores en
ratas y hamsteres, sin embargo es posible que el arsénico trabaje como un
cocarcinogeno, como promotor de tumores o progresor en el caso de exposiciones en
humanos, otros mencionan la importancia de los metabolitos del arsénico en el dafio
directo del arsénico.

El arsénico muestra ensayos positivos en estudios de muta génesis que incluyen
amplificacion de genes, aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas
hermanas, inhibicion de la reparacion del ADN, etc. Asi mismo se ha visto que es un

cofactor de dafio a la exposicion a luz ultravioleta y mutagenos quimicos. El hecho de
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que el arsénico sea un potente inductor de de la expresion génica y la amplificacion
génica esta actualmente estudiada por su relacién al cancer.

4.9.-Cancer de piel

En 1887, Hutchinson describié por vez primera el cancer de piel en pacientes
tratados con medicamentos que contenian arsénico por soriasis y otras condiciones de
piel como son la hiperpigmentacion, seguida por la condicién precancerosa, keratosis y
finalmente el cancer. Esta secuencia ha sido observada en exposiciones cronicas ha
arsenato de potasio para tratamiento medico debido a rociamiento de polvo en vifiedos
conteniendo compuestos de arsénico. Asi como el consumo de vino contaminado y la

exposicion de animales expuestos a ellos cerca de ahi.

4.10.-Cancer de rinén y vejiga

La relacion dosis respuesta entre la mortandad a partir de cancer de rifién y vejiga y
los niveles de arsénico en el agua de consumo se han descrito extensamente en la
poblacién de Taiwan y el riesgo relativo de la mortalidad debido a cancer de vejiga fue
extremadamente alto (28.3 para hombres y 65.4 para mujeres), mientras que la mas
alta exposicion fue de 800 ug/L. Algunas indicaciones de cancer de tracto urinario
asociadas con arsénico han sido obtenidas de Argentina, Japén y Chile, sin embargo el

riesgo de cancer de vejiga es 10 veces menor en Argentina que en Taiwan.
4.11.-Cancer de pulmoén

Es conocido que el cancer de pulmoén es producido por inhalacion de arsénico
inorganico, pero poca atencion se ha dado a sus demas componentes que forma por lo

que en Argentina Y Taiwan son frecuentes los reportes de enfermedad de Bowen

relacionada con agua contaminada con arsénico.
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4.12.-Cancer de higado

El angiosarcoma del higado es un muy raro tipo de tumor y ha sido asociado con
arsénico y sus compuestos, casos muy raros se ven en trabajadores de la fundicion de
metales. En 1957 tres casos de angiosarcoma fueron detectados en exposicion a

arsénico.

4.13.-Susceptibilidad al arsénico

Exposicidn a insecticidas, asesinos de la cizafia, carnes contaminadas, y humos de
quema con arsénico como colas y aceites pueden causar algunos problemas de
toxicidad. Los mineros, fundidores y obreros de la vifia pueden tener un nivel mas alto
de exposicion del trioxido arsénico y una incidencia mas alta de cancer pulmonar. El
cuerpo no aclara el arsénico trivalente tan facilmente como hace algunos otros
minerales toxicos, para que un aumento pueda ocurrir con la exposicidn regular

generando los problemas crénicos.
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CAPITULO V ESTUDIO DE LOS ADUCTOS ADN-PROTEINAS

5.0.-Cultivo de cortes de tejido

El desarrollo de un método in vitro para exhibir la toxicidad que se incorpora mejor a
las propiedades de los 6rganos que a un sistema de cultivo celular siempre es
importante ya que se puede ver alteracion de la morfofisiologia celular en las
interacciones célula-célula provocadas por el xenobiético que en las tradicionales
técnicas in vitro (Klimecki y cols., 1997).

Los cortes de tejido han sido usados en bioquimica desde hace anos. El corte de
las rebanadas de tejido siempre era un problema para mantenerlas los mas parecidas
posibles por lo que se tuvieron que crear aparatos para los cortes y estandarizacion de
los cortes de tejido sin dafarlos demasiado por lo que con la ayuda también del
mejoramiento en los medios de cultivo se pudo obtener cortes de tejido viables a partir
de diferentes é6rganos como pulmén, corazén, higado, rifion, pancreas y cerebro
(Gandolfi y cols., 1985).

Las ventajas de los cortes de tejido son:

£ Mantenimiento de un nivel mas alto de organizacion biologica que puede reflejar
la del érgano designado.

(1} Mantenimiento de un estado diferenciado que este favorecido en cortes de tejido

relacion en célula-célula e interaccion de la célula-matriz.

(1 La heterogeneidad funcional del tejido que puede conservarse bien en cortes de
tejido.
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(1 La falta de un requisito para enzimas proteoliticas normalmente empleadas en
aislamiento celular que evita digestion de proteinas de superficie de células

importantes.

£ Mantenimiento del mando metabdlico intermediario encima del metabolismo del

xenobiotico que se puede reflejar bien in vivo.

Los cortes de tejido retienen la capacidad bioquimica y la heterogeneidad funcional
del érgano entero, permitiendo la valoracién de metabolismo total de un compuesto
bajo condiciones similares a la situacion in vivo. Esto es particularmente ventajoso
cuando hay datos pequefios disponibles sobre el compuesto bajo investigacion.
Adicionalmente, los varios tipos de células dentro de un 6rgano pueden participar en
la biotransformacion del compuesto y contribuyen a la lesion celular, mientras aumenta
la probabilidad que el sistema de cortes de tejido sea lo mas cercano al tejido in vivo
(Terada,1996) El procedimiento de corte es flexible, ya que se preparan cortes de una
manera similar sin tener en cuenta las especies o organo, proporcionando un medio
para investigar la biotransformacion de un compuesto en varias especies asi como en
érganos diferentes. Ademas la preparacién de las rebanadas es un sistema eficaz
para la preparacién de microsomas y utilizar la fraccion S9 del citosol asi como la
ayuda extensa en la elucidacion de rutas metabdlicas y de la accion de isoenzimas del
citocromo p450 (Sidelmann y cols., 1996).

Como la presion creciente en la comunidad cientifica para reducir el uso de
animales en laboratorio, se acoplan los cultivos con cortes de tejido a disminuir la
cantidad de animales y los costos crecientes de investigacion, en sistemas in vitro
algunos investigadores ofrecen las rebanadas como una herramienta atractiva para
obtener resultados confiables y accesibles (Price y cols., 1998). Los cortes de tejido se
han hecho un modelo fiable, econédmico para los estudios toxicolégicos, farmacoldgicos
y metabolicos.
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Otra ventaja de cortes de tejido es la pertinencia del sistema a tejido humano
adquirido que de nuevo reduce el uso animal y proporciona un banco de datos de

contestaciones humanas al potencial toxico de un xenobiotico (Parrish y cols., 1999)

Los cortes de higado en los cultivos guardan algunas propiedades dinamicas del
organo y de forma adecuada algunos parametros fisiolégicos y bioquimicos hasta por
24 horas, aunque durante el corte se ven ligeramente disminuidas en comparacién al
o6rgano intacto in vivo manteniéndose después de colocadas en el medio de cultivo, se

mantienen los niveles de ATP, K” intracelular y Ca™* (Price y cols., 1998)

Algunas ventajas del cultivo de cortes de higado humano contra el cultivo de cortes
de higado animal son:

Un numero grande de estudios del metabolismo de farmacos, toxicidad de drogas e
interacciones del droga-droga han demostrado diferencias en el metabolismo de un
mismo farmaco o droga con efectos diferentes en animales que humanos. En algunos
casos, hay mas similitudes que diferencias, pero en otros las diferencias son
dramaticas. Es casi imposible predecir de antemano si una nueva droga potencial se
metabolizara de la misma manera y al mismo grado por un animal del laboratorio y por
humanos. La disponibilidad de tejido del higado humano, por consiguiente, es crucial
en el proceso de descubrir y desarrollar nuevas drogas eficaces. En el higado
mamifero adulto, 65-70% de las células son hepatocitos y aproximadamente 30-35%
de las células no parenquimatosas, incluso células de endotelio sinusoidal y células del
Kupffer. La mayoria de estos tipos celulares contienen proteinas del citocromo p450 y
peroxidasas. Las células también liberan una variedad de mediadores que regulan la

funcion de otras células no parenquimatosas o hepatocitos.
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En este trabajo escogimos el higado por ser un érgano blanco del arsénico ademas
de ser el lugar donde sufre su biotransformacion por el GSH y ademas los
antecedentes en los que se relaciona su exposicién a enfermedades hepaticas como la

cirrosis hepatica y el cancer.
5.1.-Biomarcadores

Un aspecto crucial en Toxicologia es la medicién de los efectos de las sustancias
toxicas en los organismos y su ecosistema. Por causa de factores como las
alteraciones bioguimicas de los xenaobioticos, la correlacién entre los niveles del toxico
con la magnitud de los diferentes efectos al organismo es por lo regular muy dificil de
seguir, por esto se ha tenido que utilizar biomarcadores los cuales son observaciones
medibles de las alteraciones biologicas y son por lo tanto componentes, estructuras,
procesos o reacciones atribuibles a la exposicion a sustancias xenobidticas. Los
biomarcadores se dividen en tres categorias: de exposicion, efecto o susceptibilidad.

5.1.1.-Biomarcadores de exposicién

Estos consisten en la medicion de la sustancia xenobiotica o un metabolito de la
misma, también puede ser un efecto directamente atribuible al xenobiotico que se
encuentre dentro del organismo. Por ejemplo, un biomarcador de exposiciéon a la
anilina en humanos consiste en la medicion del metabolito p-aminofenol el cual se
encuentra en sangre y orina. Los xenobioticos o sus metabolitos pueden ser medidos
directamente en tejidos, orina, sangre y heces asi como en el aire exhalado y otros
fluidos corporales. Los compuestos carcinégenos o sus metabolitos son generalmente
especies electrofilicas (que pueden causar cambios bioquimicos por su afinidad a
grupos nucleofilicos (sitios ricos en electrones por tener atomos de oxigeno y nitrégeno)
por ejemplo las biomoleculas como el ADN, los aductos formados pueden medirse y

tomarse como biomarcadores de exposicion (Manahan, 2003).
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5.1.2.-Biomarcadores de efecto

Son alteraciones en la fisiologia, bioquimica, o causa directa atribuida a la la
exposicion a sustancias toxicas. En el caso de la anilina se puede medir el p-
aminofenol en sangre pero también puede medirse la produccion de metahemoglobina
en sangre (un producto de la hemoglobina inatil para acarrear el oxigeno en sangre).
La exposicion a sustancias como los gases nerviosos, organofosfatos, y los
insecticidas carbamatos y organofosfatos pueden inhibir la actividad de la enzima
colinesterasa la cual puede ser medida facilmente, en el caso del arsénico se ha
propuesto el incremento de aductos entre ADN-proteinas como un efecto por la
exposicién al arsénico y sus metabolitos en lineas celulares y tejido de animales y
personas (Ramirez y cols., 2000).

5.1.3.-Biomarcadores de susceptibilidad

Estos pueden ser por un incremento o indicaciéon de vulnerabilidad del organismo a
una enfermedad, ataque fisico como cambios en |la temperatura corporal, 0 ataques
quimicos por otros toxicos, por lo que también estan asociados especialmente en
alteraciones del sistema inmune, provocando que los organismos sean mas
vulnerables a enfermedades como el cancer, enfermedades infecciosas o parasitos
(Manahan, 2003).
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5.2-ESTUDIO DE LOS ADUCTOS ADN- PROTEINAS

ADUCTO: Son sustancias producidas por la unidbn del xenobidtico a especies

quimicas endégenas (ADN-proteinas) o entre éstas por efecto del mismo agente.

En las células el ADN esta normalmente asociado a diversas proteinas las cuales le
ayudan a mantener su organizacion e structural y conservacion d el m aterial g enético
desde | a replicacion, reparacion, recombinacion y transcripcion. M uchos compuestos
enddgenos (por ejemplo los metabolitos de la lipoperoxidacién y otros) reaccionan con
el ADN vy las proteinas produciendo muchas veces uniones covalentes entre las
proteinas y el ADN. Los aductos ADN-proteinas representan desde hace algunas
décadas un nuevo tipo de dafio temprano al ADN incrementandose d ramaticamente
sobre todo por la exposicion a diversos agentes como la luz U.V., radiacion ionizante,
B-propiolactona, aldehidos (especialmente el formaldehido) arsénito de sodio,
nitrilostriacetato ferrico, cromato, niquel y otros ademas de algunos agentes
quimioterapéuticos como el cis y trans platino, bisplatinum y la neocarcinostatina
( Miller, 1991).

Los aductos ADN-proteinas han sido estudiados en cuanto a su relacién con la
expresion genética, y por esto es importante conocer el tipo de enlace que los forma, si
son covalente o io6nicos d ependiendo el agente que los forme, porlo que e n estas
uniones como en el caso de las proteinas de la cromatina (histonas y proteinas no
histonas) que se unen al ADN puede tener serias consecuencias genéticas si se
mantienen unidas mas tiempo del que deberian al material genético.

La unién de una o varias proteinas al ADN puede ocasionar la activacion o
iniciacion de la expresion génica siendo estas uniones reversibles no covalentes.
Algunas enzimas como las topoisomerasas estan constantemente ancladas al ADN. El
estudio del mecanismo de diversos agente toxicos en los organismos nos pone a
pensar en si e stos pueden ser capaces de alterar las uniones no covalentes de las

proteinas al ADN y volverlas covalentes ya sea de manera directa o indirecta.



Algunos estudios muestran que algunos xenobiéticos son capaces de formar
complejos entre proteinas que normalmente no interactdan con el material genético o
aumentando la cantidad de otras que si pueden unirse pero no tan frecuentemente, tal
es el caso de la actina, una proteina de la matriz nuclear donde células de ovario de
hamster son tratadas con cromato y existiendo una relacién del cromo con los grupos
fosfato del ADN provocan interacciones moleculares covalentes entre la actina y el
ADN ademas del aumento de la sintesis de actina (Miller y cols.,1991).

El estudio de los aductos ADN-proteinas (DPC’s) involucra también la expresién de
factores de crecimiento y proteinas de estrés, asi como de actina y citoqueratinas, en el
caso de estas Ultimas estudios mas recientes (Ramirez y cols, 2000) evaluaron la
capacidad de arsenito de sodio de inducir DPC en una linea celular hepatica humana.
En estos estudios se encontr6 un incremento en la proporcién de DPC y ademaés un
aumento de diversas citdqueratinas en especial la citoqueratina 18 la cual es parte
estructural de los filamentos intermedios del citoesqueleto por lo tanto se sugiri6 que la
presencia de este tipo de aductos puede involucrar la union al ADN de proteinas del
citoesqueleto y p osiblemente también |a alteracion de la expresion génica ; se sabe
que la forma ftrivalente del arsénico presenta afinidad por los grupos tiol de las
proteinas por lo que estas proteinas tiene interacciones tanto en nucleo como en
citoplasma con el arsenito y en el caso del nucleo también con el ADN provocando la
formacion de estos DPC's.

Se han encontrado interacciones de ciertos aminoacidos a diferentes metales como
el niquel que produce aductos ADN-proteinas (Werfel y cols., 1998). El niquel puede
oxidarse y formar radicales libres que se unen a diferentes ligandos como los
imidazoles o la histidina, ademas algunos receptores de proteinas de la cromatina se
unen al niquel facilmente provocando todo esto la formacion de aductos anormales de
ADN-proteinas.
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Otra manera de interactuar del niquel es portandose como un antagonista del Mg*
que necesitan algunas proteinas que se unen normalmente al ADN; por lo tanto la
formacion de aductos ADN-proteinas de manera covalente provoca serias variaciones
en la expresion génica y en la estructura de la cromatina durante la replicacion del ADN
como ya se habia mencionado. Estos dafios al material genético que pueden ser con
varias proteinas que regulen distintos genes o las replicacion del ADN no son
facilmente reparados en la célula y como en el caso del niquel los aductos ADN-
proteinas son dafios primarios que se presentan también en la exposicion a cromato y
otras sustancias como el formaldehido.

El estudio de los DPC's se ha relacionado con el cancer, por ejemplo en leucocitos
de personas con cancer de pecho, se detecto un aumento en la induccion de Aductos
ADN-proteinas por lo que se han propuesto como biomarcadores para detectar el nivel
de dafno al ADN en estos pacientes con cancer, ademas se relaciond con el
polimorfismo presente de varias enzimas involucradas en la destoxificacion de agentes
téxicos, por lo que se sugiere que este tipo de alteraciones pueden provocar una

replicacion erronea y alteraciones en la expresion génica.

Actualmente los aductos ADN-proteinas se proponen como biomarcadores de efecto
temprano en diferentes 6rganos. Sin embargo su significado bioldgico esta en proceso
de dilucidacion. Es interesante conocer la manera en que estos se forman y el efecto
que pueden tener en la regulacion de los genes, asi como la manera en que la célula
se encarga de reparar este tipo de lesiones en el ADN y se han propuesto algunas
hipétesis a cerca de cdmo se lleva esto a cabo a pesar de la dificultad de encontrar los
sitios especificos de los DPC’s al ADN. Estudios recientes proponen al mecanismo por
reparacion por excision de nucledtidos (REN) como una de las vias que tiene la célula

para reparar este tipo de dafio.

44



Algunos estudios (Minko y cols., 2001) se encargaron de demostrar la accion del
REN in vitro utilizando un agente para inducir los DPC’s en este caso el + trans-
benzo(a) pireno diolepoxido y la N-2-acetil-aminofluoreno guanina en Escherichia Coli,
aqui se utilizo una nucleasa la UvrABC la cual inicia el mecanismo por REN, y una
proteina la T4-pdg la cual inicia la reparacion de dimeros de pirimidina. Los resultados
muestran que este mecanismo de REN puede iniciarse tanto por la prevalencia de
sitios donde se une una UvrABC al unirse al sitio de dafio de los DPC’s de igual
manera la T4-pdg lo hace al unirse al complejo covalente en sitios AP (apuricos y
apirimidicos del ADN) en la doble hélice del ADN, vinculando a la nucleasa UvrABC
que se une a ciertos aminoacidos de la proteina que forman el aducto covalente y
activando por consiguiente el mecanismo de reparacioén por excision de nucledtidos
REN. Por lo tanto este modelo de reparacion de los DPC’s puede ser aplicado a

diversas sustancias que forman aductos ADN-proteinas.

Recientemente se ha sugerido que el sistema proteolitico dependiente de
ubiquitinas pudiera estar relacionado con la remocion de los DPC’s en células de
mamiferos junto con el mecanismo de reparacion por escision de nuclettidos (REN)
por lo menos en aquellos formados por histonas (Zhitkovitch y Quievryn, 2000); esto
resulta interesante ya que ayudaria a explicar como la célula puede defenderse contra

este tipo de alteraciones o también hasta que punto puede repararlo.

Varios métodos han sido desarrollados para la purificacion y deteccion de los
aductos ADN-proteinas y se han ido perfeccionando partiendo desde la dilucion
alcalina a la digestion con proteasas y después a la precipitacion con SDS con o sin
marcaje con I'?® como en los estudios para asegurar la unién de las proteinas al ADN
de manera covalente, uniendose el | '25 3 los residuos de tirosina como se muestra en
la figura 5. En nuestro estudio utilizamos la precipitacion con SDS modificada por Costa
y Zhitkovitch en 1993; para la obtencion de los DPC’s inducidos por arsénico (figura 6),
los cuales ya habian sido obtenidos por Ramirez y cols., 2001 en el estudiode los
mecanismos que tiene el arsénico para dafiar al ADN y por tanto la alteracion de la

expresion y regulacion génica.
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Figura.-5 Representacion de la precipitacion y obtenciéon de los DPC’s asi

como su marcaje con I'*> de acuerdo a Zhuang y Costa, 1993.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No existen muchos estudios encaminados a investigar los aspectos citotdxicos de
los entrecruzamientos ADN-proteinas inducidos por diversos agentes ambientales,
especialmente por metales o metaloides y sus metabolitos, ademas de saber si estos
efectos resultan caracteristicos de cada elemento o si existen patrones comunes, y por
consecuencia investigar las bases moleculares y bioquimicas de los mecanismos

involucrados en los dafos a la célula y al ADN provocados por estos agentes.

Debido a que el arsénico se ha vinculado a diferentes tipos de dafios al organismo
en los seres vivos en distintos paises y a que se ha convertidoenun problemade
salud prioritario en diversos lugares, es importante conocer cual es el mecanismo de
toxicidad del arsénico y sus compuestos ya que no se han esclarecido del todo por su
complejidad. Se han encontrado evidencias que muestran la capacidad que tiene el As
de inducir de manera dosis dependiente la formacién de entrecruzamientos ADN-
proteinas in vitro (Ramirez y cols., 2000; Costa y cols., 1996), por lo que considerando
que el arsénico induce entrecruzamientos con proteinas como las citoqueratinas (CK) y
que este tipo de dafio al ADN pudiera estar correlacionado con el dafio cromosémico
que induce el metal, es importante continuar con la caracterizacion de los DPC
inducidos por arsénico. Sobre la base de que los procesos de bioactivacion vy
destoxificacion del As en el organismo ocurren en el higado, nos interesa conocer
como es la induccién de los DPC por uno de sus metabolitos mas importantes el
monometil arsénico, el cual es el 2° mas abundante d espués del arsénico trivalente
inorganico que se genera después de su biotransformacion en el higado. Nuestro
objetivo principal por lo tanto en este trabajo es determinar la capacidad del monometil
arsénico (MMA) de inducir DPC a las 3 horas y 12 horas de exposicion en
concentraciones del metabolito que no pongan en riesgo la viabilidad celular. Lo
anterior lo estudiaremos en un sistema experimental practico, barato y confiable como
el cultivo de cortes de higado de raton, ya que este sistema nos permite evaluar los
efectos toxicos de agentes como los metabolitos del arsénico el cual mantiene la

arquitectura y las interacciones célula-célula-matriz observadas in vivo en el higado.
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HIPOTESIS

En base a que el arsenito de sodio a concentraciones bajas tiene la capacidad de
inducir aductos ADN-proteinas in vitro, suponemos que el metabolito acido monometil
arsénico (MMA) induce aductos ADN-proteinas, en un sistema de cultivo de cortes de
higado de ratén a las tres y doce horas de exposicién en concentraciones de 1x107"'M,
1x10°M y 1x107M.

OBJETIVO GENERAL

Investigar la capacidad del acido monometil arsénico de inducir aductos ADN-
proteinas, en el sistema de cultivo de cortes de higado de ratén durante tres y doce
horas, para ayudar a dilucidar el mecanismo de toxicidad del arsénico y sus
metabolitos.

Objetivos especificos
Determinar la viabilidad de los cortes de higado de raton después de tres y doce

horas de tratamiento con acido monometil arsénico (MMA) mediante la cuantificacién

de K" intracelular por absorcion atémica (flama).

Determinar la capacidad del acido monometil arsénico para inducir aductos ADN-
proteinas en cultivos de cortes de higado de ratén a las tres y doce horas después de
tratarlas con concentraciones de 1x107M,1x10°M y 1x10™""M.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivos de cortes de higado

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c de 4-8 semanas de edad, se
sacrificé a los animales por dislocacién cervical. Rapidamente se obtuvo el higado y se
colocé sobre una caja Petri estéril inmersa con medio de cultivo Dulbeco-Eagle
modificado y suplementado con suero fetal bovino al 8% y 1% de estreptomicina, los
cortes de higado se realizaron manualmente en condiciones de esterilidad e
inmediatamente después del sacrificio y de aproximadamente 8mm de largo y de no
mas de 4mm de espesor, se pesaron tres rebanadas del o6rgano con estas
caracteristicas y posteriormente se colocaron en una placa de pozos con medio de
cultivo Dulbeco-Eagle. Se incubaron por dos horas a 37 °C, 95% de aire y 5% CO; .

A las dos horas se trataron con MMA en las siguientes concentraciones: 1x10 ™M
y 1x10 *M y 1x10""M ademas de un control positivo con arsénito de sodio 1x10°M
(Sigma, St. Louis MO) y un cultivo sin tratamiento (control negativo) todas por
triplicado, La placa se incubé durante tres horas en presencia del agente. Al terminar el
tiempo de exposicién (tres y doce horas) las muestras se homogenizaron en 2 ml de
PBS (Buffer salino de fosfatos pH 7.4) mas inhibidor de proteasas (PMSF1 ng/ml,
azida de sodio 0.5 M y ortovanadato de sodio 100mM) y se dividieron para llevar a
cabo las determinaciones correspondientes.

Determinacion de K intracelular (viabilidad)

La cuantificacion de potasio en cultivos in vitro se ha utilizado como un indice de
la viabilidad p or diversos i nvestigadores (Gandolfi y cols.,1985, Price y cols., 1998 )
debido a que, cuando las células no son viables pierden potasio intracelular lo que
indica dano celular y pérdida de la homeostasis electrolitica comprometiendo la
viabilidad celular. Se llevé a cabo la cuantificacion de potasio intracelular por

espectroscopia de absorcion atomica de flama. Las muestras se prepararon a partir de
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0.9 ml. de cada muestra tratada las cuales se sonicaron y se afiadid 1.8 ml de acido
sulfosalicilico al 2% para precipitar las proteinas y recoger el sobrenadante (2.7 ml). A
partir de este volumen se tomaron 200 pl para preparar las muestras y aforarlas a
25ml mas una solucién de cloruro de cesio al 10% en la solucion final con una
concentracion de 10 pg/ml para evitar interferencias y que la ionizacion del potasio

fuera estable durante la lectura.

Se prepar6 una curva estandar para leer las muestras a partir de una sal de fosfato
de potasio y con una solucién stock de 100 ppm. a partir de ésta se obtuvieron cinco
soluciones a diferentes concentraciones las cuales fueron leidas a 766 nm en un
espectro Varian GTA 100. Las concentraciones de las muestras se interpolaron en la
curva. Los estudios realizados en cortes de tejido indican que las células se mantienen
viables hasta 24 horas a no menos de concentraciones de 50 pmoles/g tejido (Fisher y
cols, 1991,1995).

Precipitacion de los aductos ADN-proteinas

El método que se utilizd en el experimento es el descrito por Costa y cols. (1993)
para la precipitacion de los complejos (DPC’s) con SDS-KCI vy se llevo a cabo de la
siguiente forma:

Se tomaron 0.5 ml de muestra homogenizada en PBS y se le afiadieron 0.5 ml de
solucion lisis (Tris-HCI 20mM, PMSF 1 mM y SDS al 2%), posteriormente se lisaron las
muestras al pasarlas por una jeringa de 3 ml calibre 21 (4-5 veces) por presion,
después de esto se agregaron 500 pl de solucion A (100mM KCI + 20 mM TrisHCI pH
7.5), se mezclaron en vortex y se incubaron 10 minutos a 65° C.

Una vez incubadas las muestras se invirtieron 3 veces cada muestra y se colocaron
en hielo durante 5 minutos para la precipitacién del complejo KCI-SDS-proteina-DNA,
posteriormente se centrifugan en frio 10 minutos a 3000 rpm. para después decantar

el sobrenadante.
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Se adiciond 1 ml de solucion A y se repitid la incubacion y los dos pasos siguientes
2 veces mas, por ultimo la pastilla se resuspendié en 300-400 pl de solucion D (KCI
100mM, tris HCI 20 mM, EDTA 10Mm, pH 7.5). Después del paso anterior se afadio
20ul de proteinasa K (0.2mg/ml.) para eliminar las proteinas y posteriormente se

Incubaron a 50° C por 3 horas.

Se afadieron 50 pl de albumina (4 mg/ml) a cada muestra y se colocaron en hielo 10
minutos, por ultimo se centrifugaron 10 minutos a 3000 rpm a 4°C. Se guarda el

sobrenadante para la lectura de absorbancia.

Determinacion de los DPC’s por fluorescencia

La lectura de absorbancia se realizé con un fluorémetro Turner 450 afiadiendo a las
muestras preparadas 12.5 ml de sol Hoescht 33258 (1 mg/ml) mas la cantidad
correspondiente de solucion 1y se incubaron 10 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente y leer en el aparato a 450-460 nm. Las concentraciones se reportan en

porcentaje de DPCs por cantidad de DNA total en cada muestra.

Analisis de datos

Los valores obtenidos en las determinaciones fueron sujetos al andlisis estadistico
descriptivo. (Microsoft Excel, 2000). Se llevod a cabo el analisis de varianza para todos
los tratamientos para posteriormente ser comparados mediante la prueba de Kruskal
Wallis y Tukey. Las diferencias fueron consideradas significativas al p< 0.05 indicado

por los asteriscos (*) en las graficas.
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RESULTADOS

Cuantificacion de K intracelular a las tres y doce horas de tratamiento

A partir de las muestras homogenizadas de los cortes de tejido se realizd la
cuantificacién de K" intracelular para evaluar la viabilidad de los cultivos, por medio de
un espectrofotémetro de absorcion atdmica de flama y por medio de la lectura de una
curva estandar se interpolo el valor de las muestras obteniéndose la concentracién de
K* en pmoles por gramo de tejido (umoles/g tejido). Los estudios realizados en
rebanadas de tejido indican que se mantienen viables hasta 24 horas con
concentraciones mayores al rango minimo de 50 pmoles/g tejido. (Fisher y cols,
1991,1995)

TABLA 2.- Cuantificacion de K intracelular en los cortes de higado de ratén por efecto
del MMA a las tres horas de tratamiento.

TRATAMIENTOS CONCENTRACION K*
(Molaridad) (umol K'/ g tejido)
Control - 96.07
1x107"'M MMA 101.87
1x10°M  MMA 105.10
1x10'M  MMA 106.37

Control + 1x10°M 82.49
Arsénito de sodio

El analisis estadistico se realizo mediante las pruebas ANOVA, Kruskal Wallis y Tukey p<0.05, en la

cuantificacion de potasio intracelular. Promedio de 5 experimentos por duplicado +/- error estandar.

53



140

o S
£ 120 I I
o i
';-'_--100'
-
3 80
£
E 60
X 40
Q
5 20
(8]
0

C- 1x10-11M  1X10-9M 1x10-7TM C+
Conc. MMA molar

Figura 7.- Grafica concentracion de K+ vs. Concentracion de MMA a las tres horas
de tratamiento.

La viabilidad de las rebanadas de higado fue medida por absorcién atémica de flama, a las 3 horas
de tratamiento no hubo diferencias significativas (ANOVA p<0.05, Kruskal Wallis) en la cuantificaciéon de
potasio intracelular. Promedio de 5 experimentos por duplicado +/- error estandar.

La grafica anterior nos muestra que los niveles de potasio intracelular se
encuentran por arriba del rango minimo de viabilidad, es decir, que se ha perdido una
cantidad de K* no considerable la cual no pone en riesgo la viabilidad de los cortes a
las tres horas de cultivo después de ser tratadas con las diferentes concentraciones
de MMA (1x10"M, 1x10°M, 1x107"'M) no encontrandose diferencias significativas con

respecto a los controles.
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TABLA 3.- Cuantificacion de K intracelular en los cortes de higado de ratén por

efecto del MMA a las doce horas de tratamiento.

TRATAMIENTOS

CONCENTRACION DE K*

Arsenito de sodio

Molaridad pmoles K’/ g tejido

Control - 72.75
1x10"'M MMA 66.08
1x10°M MMA 73.70
1x10'M MMA 7711
Control + 1x10°M 72.41

El analisis estadistico se realizo mediante las pruebas ANOVA p<0.05 y Kruskal Wallis y Tukey en la

cuantificacion de potasio intracelular. Promedio de 5 experimentos por duplicado +/- error estandar.
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Figura 8.- Gréafica concentracién de K* vs. Concentracién de MMA a las 12 horas de

tratamiento.

La viabilidad de las rebanadas de higado fue medida por absorcién atémica de flama, a las 12 horas
de tratamiento no hubo diferencias significativas (ANOVA p<0.05) en la cuantificacion de potasio

intracelular. Promedio de 5 experimentos por duplicado +/- error estandar.

La grafica 2 muestra las concentraciones de K' intracelular de las rebanadas
tratadas con MMA a las doce horas de tratamiento, se puede ver que todas ellas son
viables y no hubo diferencias significativas entre las muestras y los controles, Las
concentraciones a las doce horas se encuentran ligeramente disminuidas (20%) con
respecto a las de las tres horas pero sin ser los cambios significativos. (ANOVA
p<0.05, Kruskal Wallis y Tukey)
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Determinacion de aductos ADN-proteinas

Tres horas de tratamiento.

TABLA 4.- Induccion de aductos ADN-proteinas en cortes de higado de raton a las

tres horas de tratamiento con MMA.

TRATAMIENTOS Porcentaje de DPC's
(Molaridad) (Promedio) %

Control - 2.74
1x10"M MMA 8.167 *
1x10°M MMA 11.225*
1x10'M MMA 9.389 *
Control + 17.95*
Arsenito de sodio

Los asteriscos (*) muestran los resultados significativos de cada experimento (Anova

p<0.05, Kruskal Wallis y Tukey).
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Figura 9.- Grafica % DPC’s vs. MMA a las tres horas de tratamiento.

La grafica muestra el porcentaje de DPC’s evaluado mediante la relaciéon entre la cantidad de
DPC’'s y DNA total para conocer la cantidad de ADN unido a las proteinas después de las tres horas de
tratamiento con MMA a las concentraciones de1x107M, 1x10°M y 1x10™"'M.

A las tres horas de tratamiento hubo una induccién significativa (ANOVA * p<0.05,
Kruskal Wallis y Tukey) de aductos ADN proteinas por efecto del MMA en las tres
concentraciones (1x10™"'M, 1x10°M y 1x10"M), encontrandose un aumento mayor en
la concentracion intermedia de 1x10°M el cual fue significativo con respecto a la de
1x10""'M.
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TABLA 5.- Induccion de aductos ADN-proteinas en cortes de higado de ratén

a las 12 horas de tratamiento con MMA

TRATAMIENTOS Porcentaje de DPC’s
(Molaridad) (Promedio) %

Control- 3.93

1x10"'M MMA 121"

1x10°M MMA 9.72*

1x10'M MMA 14.49 *

Control + 17.66 *
Arsenito de sodio

Los asteriscos (*) muestran los resultados significativos de cada experimento (Anova

p<0.05, Kruskal Wallis y Tukey).
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Figura 10.-Grafica % DPC’'s vs. Concentracion de MMA a las doce horas de
tratamiento.

La grafica nos indica la induccién de Aductos ADN-proteinas por efecto del MMA (porcentaje de
aductos en relacion al ADN-total) en las diferentes concentraciones de MMA a las que se expusieron los
cortes de higado de ratén (ANOVA, * p< 0.05, Kruskal Wallis).

Los resultados obtenidos de induccion de aductos ADN-proteinas fueron
significativos (ANOVA, * p< 0.05, Kruskal Wallis y Tukey) a las doce horas de
tratamiento en las muestras tratadas con MMA en las tres concentraciones (Promedio
de 5 experimentos por duplicado +/- error estandar), aumentando ligeramente esta
cantidad de aductos con respecto a las tres horas de exposicién. La mayor induccién
de DPC's a las doce horas se presenté en las concentraciones 1x10"'M y 1x'>’M con

respecto a la de 1x10°M.

60



DISCUSION

En las células el ADN esta normalmente asociado a una gran variedad de proteinas
que interactGan para servir y mantener la organizacion estructural del material genético
asi como la coordinacion de los procesos celulares, como la replicacién, reparacion,
recombinacién y transcripcion. Diversos tipos de sustancias toxicas y metales, son
capaces de producir uniones fuertes (covalentes ¢ idnicas) entre el ADN vy las
proteinas. En particular trabajos previos en nuestro laboratorio muestran que el
arsénico induce Aductos ADN-proteinas en sus formas inorganicas sugiriendo que
estas se dan también con proteinas que normalmente no estan unidas al ADN como
las citéqueratinas (Ramirez, 2000). Ahora en base a los resultados aqui obtenidos
nosotros resaltamos que, el metabolito MMA muy comin en organismos expuestos al
arsénico (Yamanaka, 1995), también es capaz de producir aductos con el ADN en
cortes de higado de raton Balb-c. Los resultados muestran que tanto las formas
trivalentes (arsenito de sodio) y algunos de sus metilados (MMA) pueden incrementar
la formacién de aductos ADN-proteinas en exposiciones agudas de tres horas en
concentraciones bajas, Esto también coincide con los reportes que mencionan que
las formas inorganicas y los metilados producen dafios genotdxicos semejantes a la
célula (Vather, 2001), sin embargo las especies arsenicales que causan el dafo en el
organismo no necesariamente tiene que usar los mismos mecanismos para provocar el
mismo tipo de dafio en este caso los aductos, esto debido a las propiedades quimicas
de cada compuesto, lo que se puede observar cuando se administra solo la forma
inorganica o solo los metabolitos del arsénico y donde se ha enfatizado ademas el
papel de otros compuestos que se forman durante la biotransformacion del arsénico
como los radicales libres que colaboran a causar la toxicidad sobre las células, esto
visto cuando se administran Unicamente los metabolitos metilados del arsénico, por lo
que estas diferencias deberan ser evaluadas posteriormente en otras investigaciones
para corroborarlo. El arsénico trivalente en su forma inorganica y el MMA al estar en
mayor c antidad en el organismo e n e xposiciones agudas pueden ser |os principales
causantes de la toxicidad del arsénico(Vahter, Marafante, 1987), En el caso de las

formas trivalentes inorganicas se ha estudiado su toxicidad mencionandose como ya se
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habia comentando a través de su afinidad a grupos tiol y ditiol (SH) de proteinas y
enzimas alterando su funcionalidad, mientras que el MMA lo podria hacer directamente
sobre el ADN como lo reporta Yamanaka (1995) quien sugiere que al encontrar
radicales por la exposicion a DMA y MMA estos ayudan a la toxicidad sobre el material

genético y sobre la heterocromatizacion del ADN.

Observamos en los resultados de la tres horas de exposicion que el MMA es capaz
de inducir aductos ADN-proteinas en las tres concentraciones utilizadas, pero la
concentracién intermedia (1x10° M) fue la mas alta de todas siendo significativa con
respecto al control y a la de 1x107""M. Reportes anteriores mencionan que el arsenito
de sodio induce aductos ADN-proteina in vivo e in vitro en exposiciones agudas de tres
horas, pero no se habia reportado a las doce horas (Ramirez, 2000,Castro, 2003,
Arteaga, 2003).

% DPC’s

C- 1x10-9M  1x10-7TM  1x10-5M C+

Concentracion de arsenito M

Figura 11.- Induccién de DPC's en rebanadas de higado de ratén tratadas con

arsenito de sodio durante 3 horas. Castro, 2003.

En lo que respecta a la exposicion de los cortes de higado durante 12 horas al

acido monometil arsénico, el metabolito fue capaz de inducir Aductos ADN-proteinas
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en todas las concentraciones de MMA de manera significativa pero son las
concentraciones de 1x10"'M y 1x107M las que aumentaron mas en comparacién a la
de 1x10°M, observandose como ya se menciond, que el incremento es mayor respecto
a la induccion de DPC's a las tres horas sin ser estos cambios significativos, a pesar
de ello si parece haber una tendencia a incrementar los aductos con el tiempo de
exposicion, la que podria estar vinculada a la concentracion administrada y a el tiempo

de biotransformacion del MMA por las células en exposiciones agudas.
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Figura 12.- Comparacioén de la Inducciéon de DPC’s en cortes de higado de ratén
tratados con arsenito de sodio durante tres horas y MMA a las tres y doce horas de

tratamiento respectivamente.

Al comparar nuestros resultados de induccién de aductos por MMA contra los
resultados de induccién de aductos ADN-proteinas realizados anteriormente en nuestro
laboratorio pero utilizando arsenito de sodio, podemos observar que la induccion a
mismas concentraciones de MMA y arsenito de sodio es similar en la de 1x1 0°M, tanto
del MMA a las tres y doce horas como del arsenito, sin embargo lo que si parece visible

es que concentraciones mas bajas de MMA producen cantidades similares de aductos
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por arsenito como lo muestra la figura 12 donde la concentracién 1x10"'M de MMA a
las 3 horas es cercana a la del arsenito en la concentracion de 1x10°M e inclusive
superior en comparacion en la de 1x107M. Estos datos muestran una tendencia en la
cual el MMA a menores concentraciones puede inducir aductos ADN-proteinas que
concentraciones mayores de arsenito de sodio en un mismo lapso de tiempo ,lo que
nos recuerda que en reportes del estudio tanto del DMA y el MMA se puede producir
una induccion de dano similar por concentraciones bajas de los metilados que mayores
de las formas inorganicas trivalentes (Vahter, 2002).
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Figura 13.- Comparacion de los coeficientes de regresién lineal y la Induccion de DPC's en cortes de
higado de ratén tratados con arsénico inorganico durante tres horas y MMA a las tres y doce horas.

El analisis de regresion lineal llevado a cabo a los tratamientos con MMA
realizados en este trabajo fueron comparados nuevamente con los de arsenito de sodio
anteriormente referidos. En base a este analisis se encontré un coeficiente ( r ) mayor
en el tierhpo de las doce horas por MMA, seguido del MMA a las tres horas y el mas
bajo fue el coeficiente del arsenito a las 3 horas, Se hace notar entonces que
tratamiento con MMA muestra una tendencia a aumentar la cantidad de aductos a las
doce horas de exposicion con respecto a las concentraciones de MMA, mientras que
con respecto al tiempo se nota mejor la relacion de induccion a las doce horas que a

las tres y desde luego mejor que con arsenito.
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La toxicidad del MMA y del arsenito dependera entonces de los diferentes dafios y
alteraciones que puedan causar en los diferentes érganos blanco en este caso de los
aductos ADN-proteinas en el higado; asi como de la concentracion y tipo de especie
arsenical que se utilice (arsénico inorganico trivalente o metabolitos) ademas de la
proporcion en el tejido y el tiempo de exposicién; todo esto para poder dirigirse hacia la
interaccion molecular entre arsénico trivalente y el MMA frente a las proteinas y el
ADN, es decir, la forma en que las especies quimicas de arsénico a las cuales estan
expuestos mas frecuentemente los humanos tanto aguda como crénicamente provocan
dafio a la célula dependiendo de sus propiedades quimicas y el tipo de biomoleculas
con las cuales se unan y por lo tanto alteren, por ejemplo en los aductos ADN-
proteinas que podrian ser incrementados tanto por arsenito como MMA en el higado in
vitro a las tres y a las doce horas en concentraciones bajas, y por tanto habra que ver
que repercusion tienen estos aductos en la funcién celular especialmente en la
expresion génica y el ciclo celular asi como en otras funciones importante de las

células en distintos tejidos.

Por otro lado, los mecanismos de reparacion celular encaminados a eliminar los
danios genéticos en forma de aductos, también son irﬁportantes de considerar ya que
dependiendo de la especificidad de un cierto tipo de mecanismo activado nos indicara
que biomoleculas estan siendo afectadas y sobre cuales se esta dando la reparacion ,
cabe hacer notar desde luego que para varios compuestos estos fenémenos no son los
mismos. De hecho se sugiere que pueden actuar uno o varios mecanismos al mismo
tiempo para tratar de reparar los dafios al ADN o a las proteinas como lo sugieren
diversos estudios (Zhitkovitch y Quievryn, 2000, Minko, 2001); El MMA al inducir DPC’s
en determinadas concentraciones y tiempos de exposicion también debe provocar una
respuesta del organismo para reparar este tipo de dafio ya sea por el mecanismo de
reparacion de nucleétidos REN si se actia detectando el dafio al ADN o si es en las
proteinas puede actuar el mecanismo d el sistema p roteolitico p roteasoma-ubiquitina,

dependiendo también del tipo de aductos que forme el MMA y que proteinas se vean
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involucradas todo esto debera ser tomado en cuenta en el estudio de los mecanismos

de toxicidad del arsénico relacionados a los aductos ADN-proteinas.

El sistema de rebanadas de tejido nos permitié evaluar de manera temprana la
capacidad del acido monometil arsénico para inducir significativamente la formacion de
aductos ADN-proteinas a las tres horas y doce horas de exposicién al metabolito,
manteniendo la viabilidad del tejido en este tiempo y una disminucién de la misma poco
considerable, mostrando con ello que es un sistema adecuado para estudiar al
arsénico y sus metabolitos de manera rapida, confiable y econémicamente accesible,
manteniendo varias funciones metabdlicas del tejido como en el organismo mucho
mejor que una linea celular hasta por 24 horas como indican v arios investigadores
(Barr y cols.,1990), por ejemplo la actividad de las enzimas de la fase | y Il del
metabolismo, mostrandose como una alternativa adecuada para el estudio de los

efectos tdxicos que pueden estar influenciados por el metabolismo del xenobidtico.
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CONCLUSIONES

La utilizacion del sistema de cortes de higado de raton para la induccion de
Aductos ADN-proteinas por efecto del arsénico y uno de sus metabolitos (MMA) en
exposiciones tempranas, fue confiable y funcional, manteniendo viables los cortes de

tejido hasta por 12 horas de cultivo.

El MMA induce aductos ADN-proteinas en concentraciones de 1x10"'M, 1x10°M y
1x107M, en un sistema de cultivo de cortes de higado de ratén BALB/c después de tres
horas de tratamiento.

El MMA 1x107"'M, 1x10°M y 1x10"M es capaz de inducir en el sistema de cultivo
de cortes de higado de ratén BALB/c aductos ADN-proteinas después de doce horas

de tratamiento.
El MMA 1x10°M tiene una capacidad mayor para inducir aductos ADN-proteinas

en el sistema de cultivo de cortes de higado de raton BALB/c a las tres horas de
exposicién en comparacién a las de 1x10™"'M y 1x107M.
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PERSPECTIVAS

La investigacion acerca de la capacidad inductora de DPC por uno de los
metabolismos del arsénico llevada acabo en nuestro laboratorio y los resultados de
este trabajo nos permiten preguntarnos lo siguiente en consideracién de que las
especies organicas e inorganicas de arsénico inducen aductos ADN-proteinas ¢;De que
manera lo hacen? , es decir ;Que proteinas forman parte de estos aductos? y ;Qué
tipos de enlaces los forman?, este tipo de preguntas nos ayudara para dirigir nuestra
investigacion en puntos mas especificos sobre las formas de causar alteraciones al
ADN por arsénico y por tanto sobre la expresién génica y la carcinogenesis inducidas
por el mismo.

Con este trabajo de tesis conocimos cudl es la capacidad del acido monometil
arsénico de inducir aductos ADN-proteinas y compararla con estudios anteriores
realizados con la especie inorganica (As lll), sin embargo también hace falta saber si
los mecanismos de reparacion del ADN y proteinas pueden reparar este dafio en las
condiciones del sistema utilizado y que sistemas de reparacion especificamente actuan
en la reparacién del mismo. Hace falta conocer como y de que manera este tipo de
aductos alteran la replicacion y la regulacion de la expresion génica en diferentes tipos
de células, a diferentes concentraciones de arsénico y que especies quimicas de
arsénico lo hacen, todo esto investigando no solo al MMA sino a las demas especies
de arsénico a las que mas estamos expuestos ya sea de manera cronica, subaguda o
aguda.
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GLOSARIO

Actina: Proteina que constituye el filamento delgado del musculo, es también un

componente importante del citoesqueleto de muchas células eucariotas.

ADN complementario: ADN utilizado enla copiade una de las hebras del ADN
mediante la enzima transcriptasa reversa producido por un ARNm de la otra hebra de
ADN.

ATP: Adenosina trifosfato, ribonucleosido 5°-trifosfato que actia como dador de
grupo fosfato en el ciclo energético celular; transporta energia quimica entre ciclos
metabdlicos.

ATP sintasa: Complejo enzimatico que forma ATP a partir de ADP y fosfato
durante la fosforilacion oxidativa en la membrana mitocondrial interna o en la

membrana plasmatica bacteriana y durante la foto fosforilacion en los cloroplastos.

Biomarcador: Sustancias que pueden ser metabolitos del organismo, sustancias
xenobioticas u otro indicador que puedan ser medidos como consecuencia a la
exposicion a una sustancia toxica, por el efecto de la misma o la susceptibilidad a otro
tipo de dafio al organismo.

Citotoxicidad: Efecto toxico, manifestado como muerte celular

Cromatina: Complejo filamentoso de ADN histonas y otras proteinas que constituyen el
cromosoma eucariotico.
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Dimeros de pirimidina: Dimero unido covalentemente de dos residuos pirimidicos
adyacentes en el ADN, inducidos por la luz U.V. en su mayor parte provienen de dos

timinas adyacentes (dimero de timina).

Expresioén génica: Transcripcion y, en el caso de proteinas, traduccion que da lugar
al producto de un gen, un gen se expresa cuando su producto bioldgico se halla
presente y es activo.

Genotoxicidad: Efecto tdxico que actia sobre el ADN.

Nucleasa: Enzimas que hidrolizan los enlaces internucleotidicos (fosfodiester) de
los acidos nucleicos.

Queratinas: Proteinas insolubles de proteccidon o estructurales formadas por

cadenas polipeptidicas paralelas en conformaciones a-helicoidal o .

Traduccioén: Proceso en el que la informacion genética presente en una molécula

de ARNm especifica la secuencia de aminoacidos durante la sintesis de proteinas.

Transformacioén: Introduccién de un ADN exdégeno en una célula que hace que
esta adquiera un nuevo fenotipo.

Transcripcion: Proceso enzimatico mediante el que la informacion genética
contenida en una hebra de ADN se usa para especificar una secuencia de bases

complementaria en una cadena de ARNm.

Xenobiético. Todas aquellas sustancias extrafias que ingresan al organismo
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