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RESUMEN

Ante una variada y amplia, pero discutible
informacidén respecto a la ubicacidén y efecto del ar-
sénico en el organismo, hemos estudiado en ratas ar-
senicadas con el agua de bebida la concentracidn del
elemento téxico en ciertos dSrganos,en los diferentes
componentes de la sangre, su efecto en el metabolis-
mo méximo y en la relacidén oxigeno hemoglobina,.

Los resultados obtenidos indican que la ma-

yor parte del arsénico se encuentra en la sangre vy

" especificamente en el componente hemina de la hemo-

globina, mientras que en &rganos la concentracidn es
muy baja. Se obtiene una relacidn lineal ( r = 0,87)
al correlacionar el metabolismo mdximo con la concen=-
tracidn de arsénico en los glébulos rojos., Ademds,en
ratas arsenicadas se observa un aumento de 0,6 unida-
des en el valor de n (efecto cooperativo de los gru-
pos hemina).

Se discute el efecto del arsénico en rela-
cidén a la posible hipoxia tisular debido al aumento

de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno al



aumentar el efecto cooperativo de los grupos hemina
por la interaccidén con el tdéxico, dificultando as{
la entrega de la cantidad adecuada de oxigeno a los
tejidos, sobre todo en estados de alta demanda ener-
gética.

También se discute otros efectos en los
animales tratados y que se refiere a la velocidad
de crecimiento, disminucidén de la presidn arterial
y aumento de la actividad total de citocromo oxida-

sa de higado.




INTRODUECCION

El arsenicismo crdnico afecta a los organis-
mos hasta ahora estudiados, provocando alteraciones en
varios &érganos y tejidos. Estas alteraciones dependen
de la cantidad de arsénico ingerido, de la duracién de
la ingestidén y de la sensibilidad del tejido, pudiendo
variar desde lesiones morfoldgicas leves hasta favore-
cer el desarrollo de céncer,provocando incluso la muer-
te por ingestidn excesiva (1, 2, 3, 4).

A nivel celular se ha probado la accidn in-
"hibidora del arsénico, demostrando que :eacciona con
los grupos sulfhidrilos de las enzimas que catalizan
las reacciones que permiten la utilizacién del oxfgeno
para liberar energfa, como por ejemplo la deshidrogena-
sa succfnica (5, 6).

Los compuestos de arsénico mds téxicos son
los trivalentes inorgdnicos y de ellos el tridxido pre-
senta la mayor toxicidad (7). Se ha probado su rdpida
transformacién en &cidos metilarsinico y dimetilarsini-
co a través de la via digestiva, postulando una reac-

cién en el intestino para explicar tan rdpida transfor-




macién (8).

La ddsis letal varfa de acuerdo a la via de
incorporacidn, siendo de 23,6 mg/kg rata cuando se in-
giere en el agua de bebida. Al mantener animales con
una dieta contaminada con arsénico algunos criterios
de toxicidad son la velocidad de crecimiento, la apa-
riencia y actividad fisica (9). En el caso de la ra-
ta estos pardmetros no se alteran significativamente
con el arsénico, aunque se ha descrito una disminucidn
en la velocidad de crecimiento y un rizamiento del pe-
lo en casos de deficiencia de este elemento (10).

Luego de la ingestidn de agua con arsénico,
los mamiferos lo eliminan por la orina, siendo esta e-
liminacidn empleada como criterio para determinar el
grado de intoxicacidn del organismo, aunque dltimamen-
te Feussner y colaboradores han puesto en duda este
procedimiento por no haber encontrado relacidn directa
entre la concentracidn en la orina y la concentracidén
presente en tejidos humanos (11, 12).

Independiente de lo anterior, la presencia
de cantidades apreciables de arsénico en la orina im-

plica el paso de una cantidad mids alta gque lo normal
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de este elemento a través del rifidn, Este hecho suma-
do a efectos arsenicales como lo reportado sobre ne-
frosis en animales pequefios y en el hombre,los cambios
vacuolares y dilatacidén de los tidbulos contorneados
proximales en rata y en mono rhesus, el aumento del
volumen urinario y la presencia de proteinas y glébu-
los rojos en envenenamiento subagudo, permiten sospe-
char un eéfecto del tdxico en la funcidn renal de ra-
tas gue ingieren agua arsenicada (13, 14, 9).

Cuando la ingestidén es mayor que la excre -
cidn, se produce una acumulacidn simultanea del arsé-
‘nico en diversos tejidos y Srganos cuya.magnitud de-
pende principalmente del tipo de compuesto, de la via
de ingestidén y del animal estudiado. En general, se
postula que la acumulacidn es mayor en higado,pulmén,
bazo y rifidn y menor en otros &8rganos (15). Se depo=
sita ademds en tejidos tales como piel, misculos y
huesos, siendo el pelo y las ufias los mayores depdsi-
tos del organismo, razdén por la que se les utiliza ,
con frecuencia, como indicadores del grado de conta-
minacién (16). Estos dltimos constituyen ademds, un

efectivo sistema de eliminacidn del arsénico.
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En la mayoria de los mamiferos la acumulacidn
ocurre en los &rganos y el elemento se halla en la sangre
s8lo unas pocas horas después de la ingestién (8). En diver-
808 tipos de intoxicacidn por arsénico se ha descrito alte-
raciones en el hematocrito, en la concentracidén de hemoglo-
bina, anemia, leucopenia, alteraciones en el contenido de
hierro total y capacidad de enlace del hierro, demostré&ndo-
se la normalizacidén de dichos pardmetros al eliminar la in-
gestidén del arsénico (9).

En la rata la acumulacidn ocurre principal -
mente en la sangre,lo que hace que esta especie sea un ex-
celente modelo para estudiar no tan sdélo la_localizacién a
nivel molecular, sino que ademds el efecto de este elemen-
to en el‘transporte de oxigeno, ya que se ha demostrado la
asociacidn del arsénico con la molécula de hemoglobina (17,
18).

Por otra parte, existen numerocsas evidencias
experimentales del efecto del arsénico sobre el metabolis-
mo. Una de estas es la disminucidn del consumo de oxigeno
al poner compuestos arsenicados en el ensayo in vitro de
preparaciones de gldbulos rojos y mitocondrias de higado

de rata (19). Se ha demostrado ademds, que la intoxicacidn
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crénica también disminuye el consumo de oxigeno en homoge-
neizados de hepatocitos de ratdén (20). Por otra parte, No-
rris y Elliot probaron que la causa de la muerte de ratas

intoxicadas era una hipotermia que alcanzaba disminuciones
de 5 a 7,5 °C en siete horas (21).

Paralelamente a lo anterior se probd que el ar-
sénico afecta procesos metabdlicos tales como la glicdli-
sis al inhibir a las enzimas deshidrogenasa gliceraldehide
fosfato, fosfoenolpiruvato carbogquinasa, fosfoglucomutasa
y deshidrogenasa l4actica. En el ciclo de Krebs se ha des-
crito la inhibicidn de las deshidrogenasas mdlica,succini-
ca,alfa ketoglutdrica e isocitrica (9). También a nivel
mitocondrial el arsenato desacopla la fosforilacidén oxida-
tiva en el complejo X~I (22). Un hecho comin a todas las
inhibiciones indicadas es la presencia de un alto conteni=-
do de grupos sulfhidrilos en las enzimas, los cuales tie-
nen una gran afinidad por el arsénico (23, 24),

Por lo expuesto podemos inferir que ain no se de-
muestra en forma precisa la localizacidn del arsénico,pues-
to que los datos son contradictorios ya que admitiendo su
presencia en la sangre ain a bajas concentraciones, se lo

indica ademds, depositado en ciertos drganos, sin precisar




si éstos han sido perfundidos o no. Alguncs de los valo=-
res sefialados pueden ser ciertamente explicados sélo por
la presencia de sangre en ellos como contaminante., Un ob-
jetivo del presente trabajo es determinar la cantidad de
arsénico en S8rganos perfundidos, ya que en ratas existe
una alta concentracidén del elemento en la sangre y mis es-
pecificamente en la hemoglobina.

Aunque los antecedentes permiten predecir una
ubicacidn del arsénico en la globina por la presencia de
grupos sulfhidrilos, no hay pruebas para descartar su u-
bicacidn en el grupo hemina. Creemos que si se determina
la localizacidn exacta del arsénico en la mqlécula de he-
moglobina se podrd explicar mejor cualquier accidén que e-
jerza a nivel sanguineo, por lo que otro de nuestros ob-
jetivos es determinaf arsénico en sangre de ratas arseni-
cadas, aislar hemoglobina y separar y determinar arsénico
en sus componentes hemina y globina.

No obstante la objecidén de muchos autores sobre
la experimentacidén en la rata debido a su peculiar acumu-
lacidén de arsénico en la sangre, pensamos que el estudio
de posibles efectos en el transporte de oxigeno en condi-

ciones de alta demanda energética puede extrapolarse de



este animal a otros mamiferos,pues si bien es cierto que
en estos Ultimos la acumulacidn es relativamente breve ,
una ingestidn prolongada podrfia tener en ellos idénticos
efectos por alteracidén de la hemoglobina.

La disminucién del consumo de oxigeno por ac-
cién del arsénico in vivo, aunque se explica a través de
la variada accidn sobre el sistema glicolitico y de fos-
forilacidén, debido a esta misma accidn miltiple y por en-
contrarse tan asociado a la hemoglobina podris también
explicarse por una alteracidén en el transporte de oxige-
no por esta proteina. Parte de esta tésis estd dirigida
a probar esta hipdtesis, determinando la re;acién entre
concentracidn de arsénico en la sangre y disminucidn del
metabolismo mdximo in vivo e investigando el efecto del

arsénico sobre la interaccidén oxigeno - hemoglokina.
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MATERIALES Y METODOS

En todos los experimentos se usaron ratas Spra-
gue = Dowley hembras de 45 dfas de edad.

Un grupo de ratas de 65 g de peso inicial fueron
mantenidas con alimentacidn normal ad libitum y con agua
potable conteniendo tridxido de arsénico en cantidad sufi-
ciente para una concentracidn de arsénico de 4 mg/l (p.p.m.)
Paralelamente se mantuvo un grupo control en idénticas con-
diciones, pero con agua potable como bebida.

El peso de los animales fue controlado periddi-
camente durante ochenta dias,.

| Cada siete dias las ratas eran colocadaé en jau-
las metabdlicas, con libre acceso al alimento y al agua,
para recibir la orina en timol, Se midié el volumen excre-
tado en 24 horas y en muestras de ella se realizaron 1las
determinaciones de iones sodio y potasio y de arsénico.

Al cabo de ochenta dias los animales fueron a =
nestesiados con neﬁbutal sédico Abbott con ddsis de 5 mg
por cada 100 g. Se canuld la arteria cardtida conectdndo=-
la a un poligrafo Gilson por medio de un transductor Stat-

ham para medir y registrar la presidén arterial y la fre-



12
sangre fue investigada en la siguiente forma: Una vez de-
terminado el arsénico en la sangre, un volumen de ella
(5 ml) fue centrifugado a 1900 x g por 10 minutos, se se-
paré el plasma de los gldbulos y en ambos se determind
arsénico. Los gldbulos rojos previamente lavados con sue-
ro fisioldgico fueron hemolizados durante toda una noche
resuspendiéndolos en una solucidén de acido acético 0,2 %,
se separd la hemoglobina por succidn luego de centrifugar
a 12000 x g durante 10 minutos, se lavaron las membranas
precipitadas tres veces consecutivas con la solucidn de
dcido acético y en ambas fracciones se determind la can-
tidad de arsénico. Un ml del hemolizado ( 7 g Hb /100)
fue agregado gota a gota en 25 ml de acetoné dcida ( HC1
1 %v/v ) a -4 °C, E1 precipitado blanco de globina fue
separado por centrifugacidén del sobrenadante de hemina y
fue lavado tres veces con la acetona 4cida (25). Luego
se procedid a secarla al vacio. Tanto en la globina pre-
cipitada como en la solucidn de hemina se determind pro-
tefnas, hierro y arsénico.

Otro grupo de ratas, intoxicadas durante sesen-
ta dfas con agua con 12 p.p.m. de arsénico, fue utilizado

para determinar su metabolismo mdximo, midiendo el consu-
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mo de oxigeno en un respirdmetro manométrico de circuito
cerrado y en una atmésfera 80% He -~ 20% 0, a - 10 ‘C du-
rante tres horas, de acuerdo a la técnica descrita por
Rosenmann y Morrison (26).

Un tercer grupo de ratas fue intoxicado durante
noventa dias con agua que contenfa 20 p.p.m. de arsénico.
Al término de ellos se anestesiaron como se describid an-
teriormente,.se expuso la aorta abdominal y por ella se
extrajeron 5 - 8 ml de sangre , la gue fue recibida en un
tubo heparinizado., Muestras de 5 ml fueron centrifugadas
a 1900 x g durante 10 minutos. El plasma fue descartado y
el precipitado de elementos figurados fue lavado tres ve-
ces con 5 ml de una solucidn de Na Cl 0,9 %. Los gldbulos
lavados fueron hemolizados tal como se describié mds arri-
ba. Enseguida se centrifugd a 12000 x g por 10 minutos y
se tomé una alfcuota de 0,1 ml que fue llevada a un volu-
men final de 10 ml con buffer fosfato 0,04 M pH 7,4, De
esta solucién de hemoglobina se tomaron 6 ml los que se
pusieron en un tondmetro, al cual se podia extraer el ai-
re hasta lograr un vacfo de 1 mm Hg. La solucidn se agitd
durante 5 minutos en un bafio a 20 °C y se determind su

densidad dptica a 540, 560 y 576 nm. Con estos valores de
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absorbancia se obtuvo la concentracién de desoxihemoglo-
bina. Luego se fueron agregando cantidades conocidas de
aire y se midid las absorbancias a las mismas longitudes
de onda. Por Ultimo el tondmetro fue abierto y agitado
por 5 minutos, al cabo de los cuales se midié la absor-
bancia a las tres longitudes de onda indicadas determi-
nando asi los valores de densidad Sptica para la oxihe-
moglobina, Los detalles de la técnica y la confeccidn
de la curva de afinidad de oxigeno corresponden al mé -

todo descrito por Benesch, Mcduff y Benesch (27, 28),

Determinaciones

El arsénico fue determinado por el método de
Gutzeit para producir la arsina y modificado para reci-
birla en dietilditiocarbamato de plata, para medir el
complejo coloreado a 540 nm segin Vasak y Sedivec (29 ,
30), previa digestidn de la materia orgdnica mediante
dcido sulfirico - &cido nitrico 1:5 v/v en caliente.

Las determinaciones de sodio y potasio se hi-
cieron por fotometria de llama usando un fotdémetro Ep=-
pendorf.

La concentracidén de hemoglobina fue medida

de acuerdo al método de la cianmetahemoglobina tomando
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20 microlitros de sangre o solucidén de hemoglobina y a -
gregdndola a 5 ml de reactivo de Drabkin, luego de 5 mi-
nutos se leyd a 540 nm usando como referencia una solu-
cidn de reactives. La concentracidn fue determinada em-
pleando una curva de calibracidén confeccionada con solu-
ciones estandar Merck (31).

El hierro heminico fue medido por el método de
la batofenantrolina segin Nakashima y Sahai (32) en mues-
tras digeridas con 0,1 ml de 4cido percldérico concentrado
y 0,1 ml de agua oxigenada en un bafio hirviente, Luego de
la digestidn se agregd 0,1 ml de hidroxilamina 10 %, al
cabo de 5 minutos se agregd 1 ml de batofenantrolina 1 mM
y adicionando inmediatamente 1 ml de piridina. Se llevd
a un volumen final de 5 ml con agua destilada y se leyé
su absorbancia contra un blanco de reactivos a 533 nm,
determindndose la concentracidn en una curva de calibra-
cidén confeccionada con un estandar de sulfato ferroso
0,05 mg / ml.

Las proteinas de todos los ensayos se determina-
ron segin el método de Lowry (33) usando como estandar
una solucidén de albimina de suero de bovino y leyendo la

densidad éptica a 750 nm.
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La determinacidén de actividad de citocromo c
oxigeno éxidoreductasa (1.9.3.1.) fue ensayada segin la
técnica de Yonetani (34), usando como sustrato el cito-
cromo ¢ reducido (10 mg / ml) con ditionito y dializado
12 horas contra buffer fosfato 0,01 M pH 7,0. Se regis-
trd la disminucidén de la absorbancia del citocromo c re-
ducido a 550 nm.

Las mediciones de densidad éptica fueron rea-
lizadas en un espectrofotdmetro Beckman DU-2 con excep=-
cidén de la absorbancia del citocromo c que se registrd
en un espectrofotdmetro Unicam SP-800,

Todas las centrifugaciones fueron realizadas

en una centrifuga refrigerada Sorvall RC 2-B.



RESULTADOS

La Figura 1 muestra las curvas de crecimiento
del grupo de ratas controles y del grupo de ratas arse-
nicadas durante 80 dfas con agua que contenia 4 p.p.m.
de arsénico. Aunque las curvas son similares y no difie-
ren significativamente en ninguna de las treinta medidas
de peso, la ¢urva de las ratas arsenicadas muestra un
leve aumento sobre la de los controles. Igualmente se
observa un pequefo aumento al determinar el peso ganado
y la relacidn peso final/ peso inicial, como puede ob-
servarse en la Tabla 1.

El volumen de agua ingerida es en promedio 30
ml en 24 horas para ambos grupos. Al calcular el arsé -
nico ingerido se nota gue es superior a la cantidad de
arsénico excretado en orina (Tabla 2) siendo el porcen-
taje de excrecidén menor cuando aumenta la cantidad de
arsénico ingerido.

En la Tabla 3 se indican los valores para io-
nes sodio y potasio y para arsénico encontrados en la
orina recogida durante 24 horas. Se observa que a un

aumzhto de la concentracidn de arsénico en el agua de

17



Figura 1 Curva de peso corporal de ratas.
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T ABLA 1= PESO CURPORAL PROMEDIO DE RATAS

CCNTROL

ARSENICADAS
(4 p.p.m. As)

FESO FINAL

PESO INICIAL PESO 80 DIAS - PESO GANADO
-5 it } PESO INICIAL
9] 9] 9]

66 <+ 17 23 = AR 146 ¥ 4,9 3,29 % 5,e8

&3 % is 221 ¥ 20 158 < 14,3 4,50 EF gy

i 4 ; :
Los valores corresponden al Promedio - Desviacidn estandar de

cuatro animales.



TABLA 2 .- ARSENICO INGERIDO Y ELIMINADO POR ORINA EN 24 HORAS

CONTEOL

ARSENICADAS
(4 p.p.m. AS)

Arsénico Arsénico Porcentaje
ingerido excretado excrecidn
lug. [ug! (%]
0,9 0,4 44
128 2,6 2

Los valores corresponden al promedio de cuatro animales

mantenidos durante 80 dias.

Las cantidades de arsénico son el producto del volumen

x concentracidén de agua y orina



T A BLA 3.~ EXCRECION URINARIA DE SODIO POTASIC Y ARSENICO

CONTi:OL ARSENICADAS
(4 p.p.m. As)

SODIO [me 24 x 10 147 0,59 1,8 .5

g d
-0,73 -2 + +

! 10 ] = ’ 2: = ’ O

BRI Fnecr 24 hf x 2,8 £ 0,80 5 0,8
SR N

" €.
ARSENICO igggié_tj Ty 0,95 £ 0,3 4,6 ¥1.9
VOLUMEN DE ORINA  [mI] 53 £ 1.7 4,9 % 1,0

. . :
Los valores representan el Promedio - Desviacidn estandar de

cuatro animales intoxicados durante 80 dias.
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bebida corresponde un aumento de la concentracidn del e-
lemento en la orina. El grupo control consumid agua po-
table, la cual contiene normalmente 0,03 p.p.m. de arsé-
nico,lo que explica la cantidad del tdéxico en la orina de
dicho grupo, valor 5 veces inferior al encontrado en el
grupo arsenicado. El volumen urinario es similar en am-
bos grupos, encontrando un valor de 5 ml en 24 horas.

Las cantidades de sodio y potasio excretadas
no presentan variaciones significativas entre los grupos
y estdn indicadas como [ﬁeq en 24 h / §]0'73 para expre-
sar la eliminacidén por unidad de superficie corporal (35).

La actividad total de citocromo ¢ oxidasa, me-
dida en 9 ratas intoxicadas durante 90 dfas con 20 p.p.m.
de arsénico en el agua de bebida, did como valor prome-
“dio 117 I 39 WM cit ¢ /min, siendo 57% superior al valor
promedio obtenido del mismo numero de ratas controles,

+ : : " : :
74,5 - 8,6 uM cit ¢ / min, Dicho cambio presenta un ni -

vel significativo con P <0,05,
Las Tablas 4 y 5 muestran los valores promedios
de presidén arterial,frecuencia cardiaca, hematocrito,

concentracién de hemoglobina y cantidad de hierro total

en sangre. En la frecuencia cardfaca, aunque el valor



TABLA 4,-

CONTROL

ARSEN ICADAS
(4 p.p.m.As)

FRECUEIICIA CARDIACA

llatidos v min}

490 *

I+

495

14,1

15,0

EFECTO DEL ARSENICO SOBRE ALGUNOS PARAMETROS FISIOLOGICOS

FRESICH ARTERIAL HEMATOCRITO
- 1
+ +
146 - 4,1 43,5 - 2,3
129 t 18 « a1,2 % 1,8

el 11 v
lLos valores corresponden al Promedio - Desviacidn estandar

de cuatro animales intoxicados durante 80 dias.

* P 0,025 al aplicar test de Student.



T A B LA 5.~

CONTROL

ARSENICADAS
(20 p.p-Mm. A8)

CONCENTRACION DE HEMOGLOBINA HIERRO Y ARSENICO EN SANGRE

HEMOGLOBINA HIERRO ARSENICO
rb / 100 g? ?hg/mlf iﬁg/ml?

14,3 T 1.2 (9) 439 ¥ 49 (4) 10,6 X 0,82 (3)
13,6 £ 0,7 (7) 456 ¥ 16 (4) 0B = 2,8 {3)

| .+ T
Los valores corresponden al Promedio - Desviacidn estandar

Los numeros en paréntesis sefialan el nimero de ratas mante=-

nidas durante 90 dfas.
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promedio del grupo experimental es un poco mayor no se
diferencia en forma significativa de los controles. La
presién arterial se observa disminuida en un 16 % en el
grupo de animales arsenicados (P {0,025) a pesar que el
grupo control muestra un aumento sobre el valor normal,
130 mm Hg. Las determinaciones de hematocritc y de hemo-
globina muestran valores muy similares para los animales
testigos y tratados estando éstos en rangos sefialados
como normales, 41 - 43 % hematocrito y 13 - 14 g /100
de hemoglobina. El valor promedio encontrado para hierro
total es 460 ug /ml de sangre de igual hematocrito en
ambos grupos, valor que corresponde a 0,33%, muy apro-
ximado al 0,347 % que se calcula de la relacidén de pesos
entre los cuatro dtomos de hierro heminico y la molécu-
la de hemoglobina. La concentracidn de arsénico en la
sangre del grupo tratado es 10 veces superior a la de
los controles alcanzando un promedio de 98,5 ug As /ml
de sangre cuando ingieren agua con 4 p.p.m. de arsénico
y es 20 veces superior (X = 208 3 2,8) cuando ingieren
agua con 20 p.p.m. del elemento.

Al extraer Srganos de los animales perfundidos

y analizar el arsénico en ellos se detectan cantidades




del elemento cuya variacidn entre animales controles y
arsenicados depende del érgano (Tabla 6 ). Asi, en el
rifidn y corazdn se mantienen constante las concentra -
cicnes en ambos grupos, en cambio en el pulmén y bazo
las concentraciones aumentan 34 y 10 veces respectiva -
mente al expresar las concentraciones en ug As/ g de
érgano. Cambios semejantes se encuentran al medir la
concentracidn en ug As / mg proteinas. Se puede obser-
var en la misma tabla que las proteinas de un mismo dr-
gano de ratas controles e intoxicadas no difieren.

Al tabular los valores encontrados para con-
centraciones de arsénico en la sangre y alguno de sus -
componentes, puede observarse en la Tabla 7 que el 88%
del arsénico de la sangre se recurera en la fraccidn
de heﬁoglohina. Las determinaciones en membranas de
gldbulos indican cantidades muy bajas del tdxico. Al
separar la hemoglobina en sus componentes hemina y glo-
bina con acetona 4cida el 99,5 % del arsénico se en -
cuentra en la hemina.

La medicidn del consumo de oxigeno en los a-
nimales sometidos a - 10 “C muestra que en el caso de

los arsenicados es un 20 % menor que en los controles
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TABLA 6 .- CONCENTRACION DE ARSENICC EN ORGANOS

RINON

CCORAZON

1 ULMON

BAZO

SAKNGRE

Los valores corresponden al Promedio de érganos de cuatro animales

©

ug / g drgano

0,70

10,9

= Control

A

0,28

0,35

3,38

;30

98,5

A

ug / mg proteinas

) A
0,0013 0,0022
0,0017 0,0028
0,0022 0,044
0,0032 0,037

Arsenicadas ( 4 p.p.m. As)

mg prot./d¥gano

3

205

125

144

104

A

ZALL

115

161

108



Figura 3 Efecto del As en la curva de equilibrio de
Hemoglobina de rata.

o
/3 100 @ CONTROL p 50 7.3 o
o
HbO» O ARSENICADAS p S0 6.9 é
(20 p.p.m.As) e g ®
9
* " .)
o g
75 /0 //
/O i
// ye®
10/
50— //.
o ®
/o
o
o/
s @
P
25 © P
p
!
1
~
-
o] 00
- -
S — T T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

pH 7.4 200¢ [Hb]. 007 % log pO:



TABLA 7 .- LOCALIZACION DE ARSENICO EN LA SANGRE

SANGRE HEMOGLOBINA PLASMA Y HEMINA GLOBINA
MEMBRANAS
FORCENTAJE 100 88 12 99,5 0,5
mg As / g Hb 1,6 1,4

Los porcentajes de hemina y globina estén en relacidn al

total de arsénico presente en hemoglobina.
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como se puede observar en la Figura 2, en que se grafica
el consumo méximb de oxigeno y la concentracién de arsé-
nico en los gldbulos rojos. Los controles alcanzan un va-
lor de 5,25 c.c. de O, /g-h que es el valor descrito co-
mo normal para esta especie, en tanto que las ratas con
150 - 200 ug As / ml de eritrocitos sdlo tienen un consu-
mo promedio de 4,21 c.c. de 03 / g.h. La relacidn entre
estos pardmetros se muestra linesl al aplicar la regre-
sién lineal a los valores experimentales ( r = 0,87).

En la Figura 3 se muestra las curvas de diso -
ciacidén de oxigeno de la hemoglobina, graficadas en fun-
cidén del porcentaje de hemoglobina oxigenada y el log de
la presidén parcial de O, mientras que en la Figura 4 se
observa la transformacidn de dichas curvas en rectas,
graficadas en funcidn del log de % HbO, / 100 - % HbOj
y el log de la presidén parcial de 0,. La pendiente de
estas rectas determina el valor de n, gue es una medida
de la interaccidn cooperativa entre los grupos hemina
para ligarse con el oxfigeno (36). La comparacién de los
Psq ( presidn de 0, a la cual estd oxigenada el 50 % de
la hemoglobina) de la hemoglobina de ratas arsenicadas

y controles indica un leve desplazamiento de la curva



Figura 2 Relacion entre metabolismo maximo y
concentracion de As en eritrocitos.
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FIGURA 4 Efecto del As sobre la interaccion
hemina - hemina
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de los animales arsenicados hacia la izquierda,en tanto
que el valor de n para este grupo es 0,6 unidades mayor
gue para los controles, los cuales presentan un valor
2,2 muy similar a los calculados para los datos determi-
nados por Foreman (37) y por Gray (38). Estos resultados
indican una mayor afinidad de la hemoglobina por el ox{i-

geno en los animales intoxicados.
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BDISCUSION

Estadisticamente no es siunificativo el efecto
del arsénico sobre la velocidad de crecimiento de las ra-
tas. Sin embargo, en este trabajo se confirma el hecho ya
inferido de los trabajos de Schroeder (13) y de Tamura (39)
que las ratas arsenicadas crdnicamente por el agua de be-
"bida con dosis de 5 y B p.p.m. respectivamente, tienen un
crecimiento levemente superior a los controles., Esto se
comprueba calculando,a partir de los datos de los traba-
jos mencionados,la relacidn peso final / peso inicial
( % pesé ganado) el cual es siempre mayor en los animales
tratados, al igual'que'lo encontrado por nosotros en los
grupos de 4 y 12 p.p.m.. No observamos lo mismo en el gru-
po de 20 p.p.m. Estos valores nos permiten seflalar que ha-
bria una leve tendencia a un mayor crecimiento por efecto
del arsénico, lo que relacionado con la disminucidn del
crecimiento descrito para la deficiencia de arsénico en la
rata (10), permitirfa postular que el arsénico en dosis

entre 4 vy 12 p.p.m., parece favorecer el crecimiento de

estos animales,

El paso del arsénico a través del rifién, aun
provocando trastornos en la estructura del drgano de va-

rias especies estudiadas, parece no influir en la elimi-
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nacién de los iones ni en la diuresis, por lo que pode=-

mos inferir que, aparentemente, en la rata este elemento
ya transformado en Acido dimetilarsinico es rdpidamente

filtrado desde la sangre y excretado en la orina sin da-
flar el rifidn.

El aumento de la actividad total de citocromo
c oxidasa que se observa en las ratas arsenicadas podria
ser explicadé como un probable mecanismo de reaccidén de
la célula, la cual ante una pequefia disminucidn de oxige-
no sintetizarfa mds enzima, con lo que se mantendrfa el
nivel de actividad normal., Sin embargo, ante requerimien-
tos muy altos este mecanismo no estaria en condiciones de
actuar por ser el sustrato el deficiente,

Otra posible explicacidn a este aumento es la
activacidn de la enzima por el arsénico a bajas concen -
traciones, fendmeno ya descrito para otras enzimas, por
ejemplo deshidrogenasa gliceraldehido- 3- fosfato y pa-
ra el proceso de fosforilacidn,

Se ha descrito la acumulacidén de arsénico en
diferentes drganos, pero en ninguna de estas determina -
ciones se ha realizado la perfusidén del organismo del

cual se han extraido, por lo gue suponemos que en la me-
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dicidn de la concentracidn de arsénico se ha incluido la
correapondiente a la cantidad de sangre contenida en ellos.
En rifidn y corazdén de animales arsenicados, o sea con 10
veces mis arsénico en su sangre que los controles, pero
suficientemente perfundidos encontramos que la cantidad
de arsénico en ellos es igual que la existente en los ér-
ganos de ratas controles. Los valores encontrados en pul-
mén y bazo, 30 y 10 veces mayor en animales tratados, por
no estar suficientemente perfundidos, pueden ser explica-
dos simplemente por la presencia de menos de 0,1 ml de
sangre contaminante, de manera que podemos sefialar que el
depdsito de arsénico en los Srganos propiamente tales es
muy bajo, encontrdndose prdcticamente la totalidad del ar-
sénico en la sangre. Esta acumulacidén, de acuerdo a los
datos obtenidos, parece no influir en pardmetros hemato =
18gicos como hematocrito, concentracidén de hemoglobina y
contenido de hierro heminico. Por otra parte, sin influir
en la frecuencia cardfaca, este elemento provocaria una
disminucidn de la presidn arterial, efecto que puede re-
lacionarse con los datos reportados para varios casos de
intoxicacién en el hombre, en los cuales también se des-

cribe una disminucién de la presidn arterial (40,41). La
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explicacidén de esta disminucidn podria buscarse en la
variacidén de la resistencia periférica, ya que se ha des-
crito al arsénico como un potente veneno capilar. Con la
dosis usada podriamos suponer un dafio a las células de los
capilares, lo que impediria la vasoconstriccidn necesaria
para regular la presidn. Por otra parte Tseng (9) ha su-
gerido un efecto sobre el control neural de las arterias.
Naturalmente._es necesario disefiar experimentos especifi-
camente en esa direccidn para verificar esta hipdtesis.

En el presente trabajo hemos encontrado gue en
la sangre de rata, el arsénico se encuentra casi en su to-
talidad asociado a la hemina, luego de efectuada la sepa-
racién de la hemoglobina en sus dos componentes molecula-
res. Estos datos estdn en desacuerdo con los reportados
por Hunter y colaboradores (42) en 1942 y por Lanz y cola-
boradores (17) en 1950, quienes lo encontraron en la‘glo-
bina. Ambos trabajos fueron hechos en animales arsenicados
por via intramuscular y el arsénico fue determinado como
trazador radiactivo. Reiterando que la ubicacidén y accidn
del arsénico en el organismo depende de la via de entra-
da, debemos suponer que en el caso de la contaminacidn

crdnica por via oral el compuesto formado tendria



afinidad por el grupo hemina mientras que el compuesto
inyectado por via intramuscular tendria afinidad por la
globina. Esta posible explicacidén estd basada en el he-
cho que la transformacidén del arsénico inorgdnico en &-
cido dimetilarsinico es mucho mds lenta cuando es inyec-
tado via intramuscular que cuando se ingiere por via di-
gestiva (8). Hunter y lLanz determinaron el arsénico a
mas tardar lhego de cuatro dias de la inyeccidn, por lo
gue podria pensarse que la transformacién en 4cido dime-
tilarsinico ha ocurrido en una pecuefia fraccién de la
désis administrada. Nosotros lo hemos determinado a lo
menos 50 dfas después de iniciada la ingestidén o sea que
en nuestro experimento los mecanismos para transformar
el arsénico han tenido el tiempo suficiente para lograr
el cambio de casi todo el elemento,.

Buscando un sistema mds rédpido de contamina=-
cién de la sangre intentamos contaminarla in vitro incu-
bandola a 37 °C en buffer fosfato pH 7,4 glucosado y con
solucién de tridxido arsenioso ( 4 p.p.m.) durante dos
horas, Sin embargo, luego de dializar la hemoglobina in-
cubada y determinar arsénico en ella, no encontramos el

elemento, lo que estarfa indicando que la reaccidén ocu-

27
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rre in vivo, o que su incorporacién requiere de un tiem-
po mayor que dos horas de incubacidn, lo gque nos parece
dudoso.

Por dltimo seflalemos que Lanz determind un 30%
de radioactividad en hemina, proponiendo que ese porcen-
taje se debe a un rompimiento de enlaces entre arsénico
y sulfhidrilos de la globina por efecto de la denatura -
cidn a 50 °C. Nosotros efectuamos la separacidn a -4°C
para evitar la denaturacidén y no obstante encontramos
el arsénico casi exclusivamente en la hemina, por lo que
suponemos que ese 30 % corresponde al porcentaje de ar-
sénico transformado en las condiciones del experimento
de Lanz.

Con todos estos datos postulamos que el arsé-
nico inorgdnico por tener alta afinidad por los grupos
sulfhidrilos se uniria in vivo a la globina, mientras
que el 4cido dimetilarsinico tendrfa mds afinidad por la
hemina.

Las mediciones de consumo midximo de oxigeno
sefialan que ante una alta exigencia energética la maqui=-
naria metabdlica se ve afectada por el arsénico, mientras

que en condiciones de baja demanda energética este efec-
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to no es notorio yva que el consumo de oxigeno de las ra-
tas arsenicadas no se diferencia del consumo de los ani-
males controles. La alta concentracidn en la sangre y la
baja concentracidén en Srganos sugiere que la principal
accién del elemento se efectuaria a nivel de la sangre.
Al graficar el consumo de oxigeno en funcidén de la con -
centracidén de arsénico en la sangre se obtiene un coefi-
ciente de correlacidén de 0,87 para la regresién lineal lo
que estd sugiriendo una relacidn directa entre ambos pa-
rédmetros. Des esto podriamos inferir que el arsénico ac-
tuarfa a nivel del transporte de oxigeno por la hemoglo-
bina.

Los resultados obtenidos al estudiar las cur-
vas de disociacidén de oxigeno de la hemoglobina tienden
a indicar una mayor afinidad cuando la hemoglobina estd
contaminada y dicha afinidad estar{a aumentada principal-
mente por efecto sobre la accidn cooperativa de los gru-
pos hemina, ya que la variacidén de n es mds evidente que

la variacidn del Pg,- Este efecto coincide con la locali-

zacidén que hemos encontrado para el arsénico en la molé-
cula de hemoglobina, es decir, el arsénico interactuaria

en la hemina en tal forma que aumentarfa la afinidad de



30

dicha molécula por el oxigeno. Asi, ante una alta demanda
energética, la hemoglobina no podrfa entregar la cantidad
de ox{geno necesaria a los tejidos, sumdndose este efecto
a las inhibiciones enzimdticas ya vastamente estudiadas a
nivel citoplasmdtico y mitocondrial.

Finalmente, podemos indicar que otra de las si-
tuaciones que gueda por ser analizada necesariamente es la
medicidn, ante una demanda extrema de energia, de los pa-
rdmetros que han mostrado alguna variacidén en condiciones
normales de esfuerzo metabdlico, como por ejemplo la afini-.
dad por oxigeno de la hemoglobina y la actividad de cito -
cromo ¢ oxidasa. Un segundo aspecto es el estudio mas es-
pecifico del tipo y cantidad de enlaces que permiten la
unién arsgsénico - hemina.

Serfa interesante también disefiar un modelo ex-
perimental para determinar en forma exacta los rangos de
concentracidén de arsénico presente en la célula y poder

inferir de ello la exacta influencia del tdxico por su

reaccidén con la hemoglobina,.
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COCNCLIUUSIONES

El arsénico suministrado en désis de 4 p.p.m. parece

aumentar la velocidad de crecimiento de las ratas.

La mayor concentracidn del arsénico se encuentra en
la sangre y su presencia en ella da cuenta de los
valores encontrados en los 8rganos, en los cuales la

concentracidn es muy pequefia.

Al separar la hemoglobina en sus dos componentes
principales, hemina y globina, el arsénico se loca-

liza en un 99,5 % en la hemina.

El metabolismo mdximo se reduce en un 20 % en ra-
tas que tienen en su sangre concentraciones de 150 -
200 ug As /ml de eritrocitos, encontrando una rela-

cidén directa entre ambos pardmetros.

La interaccidén hemoglobina - oxigeno parece ser fa-
vorecida por la presencia del arsénico en la molécula

de hemina aumentando el efecto cooperativo de ella.

La reduccidén del metabolismo mdximo puede explicarse
por una hipoxia tisular debido al aumento de afinidad

de la hemoglobina por el oxfIgeno,dificultando su en-

trega a los tejidos.
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