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Resumen

La exposicion ya sea aguda o cronica al As, causa alteraciones en la salud del ser
humano principalmente en el sistema nervioso central en donde el As provoca
disminucién en la coordinacion motora, IQ de lenguaje en el aprendizaje y memoria.
Estas alteraciones son provocadas por la interaccion del As con proteinas
involucradas en la sintesis, liberacion y recaptura de neurotransmisores del sistema
dopaminérgico. Ademas, los sistemas GABAérgicos y glutamatérgicos también se
han relacionado con alteraciones por la presencia del As en estudios in vivo; sin
embargo, el uso de lineas celulares podria ayudarnos a comprender el efecto del As
en los sistemas GABAérgicos y glutamatérgicos. En este estudio evaluamos el efecto
dosis-respuesta del arsenito de sodio en las lineas celulares M213-20 y M213-20
CL-4 empleando la prueba de exclusién azul de tripano donde se observo que en
ambas lineas no hay un efecto dosis-dependiente después de 48 h de exposicion.
Se logro determinar que a las 6 h y a la concentracion 0.2 uM de arsenito de sodio
las células de la linea M213-20 CL-4 se mantenian viables, condicién ideal para
evaluar la integridad de los sistemas GABAérgico y glutamatérgico. Se determiné
gue en ambos sistemas hay una disminucion significativa en la concentracion de los
neurotransmisores GABA y glutamato posiblemente por la interaccién del arsenito de
sodio con las enzimas encargadas de la sintesis de los neurotransmisores Ademas
se logro caracterizar a la linea M213-20 CL-4 como glutamatérgica lo cual nos abre
una ventana mas amplia para continuar con futuras investigaciones sobre el efecto
del As en los sistemas GABAérgicos y glutamatérgicos.



1. Antecedentes

1.1 Propiedades fisico-quimicas del Arsénico

El Arsénico (As) es un metaloide con un peso molecular de 74.92 g/mol, su nUmero
atébmico es 33, su configuracion electrénica es 4s23d'%4p? y pertenece al grupo 15,
subgrupo V A de la tabla periddica; posee varios estados de oxidacion los cuales
forman enlaces con el hidrégeno, oxigeno, carbono y otros elementos. La solubilidad,
estabilidad y toxicidad celular de los compuestos de As dependen de numerosos
factores, incluyendo la valencia en la que se encuentran presentes. Penrose (1974)
elabord una lista en la cual ordend los compuestos de arsénico de acuerdo a su
toxicidad, de mayor a menor: arsinas > arsenito > arsenoxidos > arsenato > arsénicos
pentavalentes > compuestos de arsonio > arsénicos metdlicos. En el Cuadro 1 se

enlistan los compuestos de acuerdo a su toxicidad (Smith y col., 1998a; Wang y Wai,

2004).

Cuadro 1. Compuestos de As de relevancia ambiental (Hughes y col., 2011)

Estado de oxidacion trivalente

Estado de oxidacion pentavalente

Arsenito

Arsenato

Triéxido de Arsénico

Pent6xido de arsénico

Acido monometilarsenoso

Acido monometilarsénico

Acido dimetilarsenoso

Oxido trimetilarsina

Acido arsanilico

Arsenobetaina




La solubilidad, estabilidad y toxicidad celular de varias formas de As son ampliamente
variadas. Por lo tanto, los estudios sobre la forma quimica del As especialmente las
dos especies inorganicas, arsenato (As®*) y arsenito (As®*), su transformacion,
persistencia y biodisponibilidad nos ayudan a comprender el efecto de los niveles de

exposicion humana al As (Pradosh y Anupama, 2002).

1.2 Historia del As

La palabra arsénico se deriva del vocablo persa zarnikh, el cual significa oropimento
amarillo; las lenguas orientales la adoptaron a través de la traduccion griega de
zarnikh: arsenikon, que en Grecia significa masculino. El sulfuro de arsénico también
se encuentra en forma roja como realgar o sandarach. El As fue ampliamente
conocido y utilizado por los persas desde tiempos remotos; tanto en China como en
India fue empleado en la medicina tradicional y en la produccién de cosméticos como
sombras para los ojos en la época romana (Cullen, 2008). Desde la Edad Media, el
As ha sido reconocido como el “rey de los venenos” debido a que la intoxicacion por
As es muy discreta y ademas los sintomas por una intoxicacion aguda son facilmente
atribuidos a diarrea asociada a coélera. Se ha descrito que el arsénico ha sido el
veneno mas ampliamente utilizado para eliminar rivales, un ejemplo claro de esto es
la muerte de Napoledn Bonaparte en 1851. Hasta 1850, el As seguia siendo uno de
los venenos mas populares por varias razones: no tiene sabor ni aroma por lo que
es imperceptible cuando es afiadido a alimentos o bebidas. Era muy dificil detectar
la presencia del As en tejidos o0 alguna otra muestra, debido a que no se contaba con
algun método analitico; en 1700 fueron introducidas las primeras pruebas para la
deteccion de As. En el primer juicio que se llevé a cabo por envenenamiento, una
mujer fue sentenciada a muerte debido a que pudo obtenerse como evidencia un
polvo blanco, el cual tenia las caracteristicas de ser As basado en la apariencia,
textura, solubilidad en agua y un aroma parecido al ajo, después de haber sido
incinerado (Vahidnia y col., 2007; Cullen, 2008). La deteccion de As dio un paso hacia
delante en 1832 cuando a James Marsh, un quimico que trabajaba en el Arsenal

Real en Woolwich, Reino Unido, le fue encomendada la labor de encontrar una
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manera para detectar la presencia de As. El desarroll6 un método mediante el cual
utilizaba sulfuro de hidrégeno en la solucion que contenia As, la formacion de un
precipitado amarillo confirmé la presencia de arsénico; sin embargo, este resultado
no lograba mantenerse estable. Poco después, James Marsh disefid un aparato
capaz no solo de detectar cantidades traza de arsénico (Figura 1), sino que también
podia calcular la cantidad; este aparato lo disefid con base en el Método de Scheele;
sin embargo, realizo algunas modificaciones empleando acido sulfurico en la muestra
y pasandolo a través de un tubo en forma de U con una pieza de zinc libre de arsénico
con lo que obtenia un precipitado color negro. El antimonio puede dar resultados
falsos-positivos al formar un depdsito negro similar al arsénico; la caracteristica que
distingue al arsénico del antimonio es la capacidad de reaccionar con el hipoclorito
de sodio (Vahidnia y col., 2007). Aunque este método puede resultar primitivo por los
estandares actuales, la prueba de Marsh representé un punto de inflexion en los
andlisis de As y el principio del fin de las intoxicaciones de arsénico no detectados
(Hughes y col., 2011).

1
= i
1 4 ,
p e > 4
e I, G — e -~
9 I*—n ‘ %‘3
1

i ‘

Figura 1. Representacion esquematica del aparato de James Marsh para la
deteccion del As (Vahidnia y col., 2007).



A pesar de que las historias de intoxicacion por As parecen ser de morbido interés
para las personas, estos asesinatos proporcionaron evidencia importante sobre el
comportamiento del As en el organismo del ser humano. Por ejemplo, se pudo
obtener informacion sobre los érganos que son principalmente afectados por la
intoxicacion aguda por As. Ademas, el desarrollo de métodos analiticos para la
deteccion de As en diferentes tipos de muestra fue de gran importancia para conocer
el metabolismo del As. Es debido al conocimiento que se tiene sobre el As, que
actualmente no es tan facil huir de un juicio por envenenamiento empleando As; sin

embargo, aun se presentan casos de intoxicacion por As (Hughesy col., 2011).

1.3 Usos y aplicaciones del As

A lo largo del tiempo, el As ha tenido un gran nimero de usos, desde usarse como
veneno, pesticida, en la fundicién de cobre, hasta utilizarse en la medicina moderna
para el tratamiento de leucemias. Se cree que Hipdcrates, el padre de la medicina,
empled una pasta de arsénico para el tratamiento de Ulceras y abscesos; otros
pioneros en este campo (como Aristoteles y Paracelsus) también emplearon As para
el tratamiento de ciertas enfermedades. Aunque el As se ha empleado desde tiempos
antiguos, el primer reporte que se tiene sobre su uso data del siglo XVIIl cuando la
solucion de Fowler (solucién de arsenito de potasio 1%) fue empleada para el
tratamiento de varias enfermedades como malaria, sifilis, asma, eczema, psoriasis y
corea (Antman, 2001; Cullen, 2008). Tiempo después en 1910, Paul Ehrlich introdujo
un nuevo farmaco a base de arsénico conocido como Salvarsan para el tratamiento
de la sifilis, éste fue empleado antes de la invencion de la penicilina (1940). Desde
1880 se han empleado compuestos de As como agentes quimioterapéuticos para el
tratamiento de cancer de mama y de piel, por ejemplo la solucibn de Fowler se
empleaba para disminuir el nimero de plaquetas en pacientes con leucemia, sin
embargo, su uso poco a poco fue disminuyendo debido a la toxicidad que presentaba
para los pacientes (Cullen, 2008). En la actualidad se emplea una solucion de trioxido
de arsénico (Trisenox®) para el tratamiento de leucemia promielocitica aguda

(Mayorga y col., 2002); sin embargo, algunas de las complicaciones que se han
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presentado son a nivel neuronal y en el musculo cardiaco (Sze-Fai y col., 2002). La
eficacia del As203 ha sido demostrada in vitro en una gran variedad de modelos de
cancer lo que ha brindado un amplio panorama sobre los efectos antitumorales del
As203 (Chen y col., 1996; Récher y col., 2001; Hui-Wen y col., 2011).

Debido a que el As también se ha empleado como pigmento en la industria, éste se
ha relacionado, desde 1800, como la mayor fuente de envenenamiento no
intencional. Los pigmentos basados en As se encontraban en diversos productos de
consumo como juguetes, lamparas y principalmente en los tapices para decorar las
paredes de los hogares; esta exposicion se relacionaba con el desarrollo de
enfermedades y posteriormente la muerte en las personas que se encontraban
expuestas. Tiempo después se determind que el As, que se encontraba en estos
tapices, sufria una biotransformacion por el moho a un gas toxico de As
(trimetilarsina); sin embargo, las cantidades de gas que se liberaban eran
insuficientes para causar las enfermedades y las muertes que se habian detectado
en esos afios, por lo que se concluyé que el posible responsable era el moho
presente en las paredes (Cullen y Bentley, 2005).

El As también se ha empleado como pesticida. Desde 1897 hasta 1900 se empleé el
insecticida conocido como Paris Green para el control de plagas de mosquitos y
escarabajos en cultivos de papas. Tiempo después se empled otro pesticida a base
de As, arsenato de plomo, el cual fue ampliamente utilizado por sus ventajas ya que
ocasionaba menos dafio a las plantas y ademas era bastante eficaz en la eliminacién
de plagas. Sin embargo, en 1960 se determind que su uso ocasionaba problemas en
la salud a trabajadores, ademas que los residuos presentes en las frutas, que habian
sido rociadas con este pesticida, ocasionaban problemas en la salud de los
consumidores. El uso de As en los insecticidas ayud6 a determinar que los bajos
niveles de exposicién durante un periodo prolongado causaban problemas en la
salud. A pesar que el uso de los pesticidas con arsenato de plomo se ha eliminado,
los residuos aun persisten en las areas donde fueron aplicados; se ha observado que
millones de hectareas continian contaminadas con estos residuos (Cullen, 2008). En
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la actualidad aun se continian empleando pesticidas a base de As, como el arsenato
de cobre cromado, el cual se ha empleado como conservador y protector de madera,
insecticidas y agente microbiano desde 1940 (U.S. EPA, 2006) (Environmental
Protection Agency, por sus siglas en inglés). Desde 1950 hasta nuestros dias se han
empleado insecticidas a base de As organico y de estados de oxidacion
pentavalente, como el metanearsonato monosédico (MSMAsY) y el A&cido
dimetilarsénico (DMAsV), debido a que representan menos riesgo a la salud humana
(Cohen y col., 2006). De acuerdo a estudios realizados, la EPA determiné que el
DMAY solo es potencialmente carcinogénico cuando las dosis son lo suficientemente
altas para causar citotoxicidad en células de vejiga (U.S. EPA, 2006). Dado que
desde la antigledad, el As se ha utilizado ampliamente en la fabricacion de
productos, farmacos y en la industria, ha sido de gran interés investigar la toxicidad
de este elemento cuando se encuentra en los alimentos, el agua para beber y el
suelo. Es de suma importancia conocer los niveles de As en el ambiente al que nos

encontramos expuestos (Hughes y col., 2011).

1.4 Exposicion al As

Los principales reservorios de As son las rocas y la liberacion y movilizacion del As
constituye la disponibilidad de este elemento en el suelo, agua y aire en varias
formas. Como resultado de ésto, el As se encuentra naturalmente en nuestro
ambiente, los seres humanos nos encontramos continuamente expuestos a él. Bajo
condiciones ecolégicas normales, los niveles de biodisponibilidad del As no
representan un riesgo a la salud humana, por ejemplo los suelos contienen
aproximadamente entre 0.1 y 40 ppm de As (Pradosh y Anupama, 2002). Sin
embargo, debido a las actividades antropogénicas las concentraciones de As en el
suelo, agua y aire han incrementado considerablemente (Rodriguez y col., 2003;
Hughes y col., 2011). A este respecto, las emisiones industriales presentan un corto
periodo de vida, pero son capaces de viajar grandes distancias y acumularse sobre
la tierra y formar sedimentos en lagos y rios. Algunas de las actividades

antropogénicas que representan un peligro por la alta emisidbn de metales a la
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atmésfera son los desechos de minas, residuos minerales, elaboracion de vidrio,
chips para computadora, conservadores de madera, insecticidas, herbicidas,
rodenticidas y algunos agroquimicos (Smith y col., 1998a; Wang y Wai, 2004). El
suelo es el principal depdsito de los compuestos de As en el cual se puede acumular
rapidamente debido a la baja captacion de los compuestos por las plantas, la
lixiviacion, metilacion o erosion (Smith y col., 1998a; Rodriguez y col., 2003).

Se ha reportado que los compuestos de arsénico organico como el acido monometil
arsénico (MMA, por sus siglas en inglés) y el &cido dimetil arsénico (DMA, por sus
siglas en inglés) existen de manera natural en el ambiente; sin embargo, su toxicidad
es menor a la de las especies de arsénico inorganico. EIl MMA, DMA, arsenito y el
arsenato son las especies mas comunes gque se encuentran en el agua de manera
natural. El arsenito se presenta de manera natural como acido arsenioso (H3AsO3),
el arsenato se encuentra como acido arsénico (H3AsOs) y en sus formas
desprotonadas como H2AsO4 y HAsO4?. El As inorganico trivalente As'' (arsenito)
es la forma mas tdxica que se encuentra en la naturaleza a diferencia de las especies
pentavalentes de arsénico (arsenato) debido a su fuerte interaccion con los grupos
sulfuro en los aminoacidos (metionina, cisteina, cistina), Esto da como resultado la
formacion de productos que causan un mal funcionamiento del organismo (Wang y
Wai, 2004).

La exposicion oral a As ocurre principalmente a través de agua contaminada con As
de manera natural o antropogénica, ademas de comida contaminada como mariscos,
en los cuales se han encontrado compuestos organicos del As como son la
arsenobetaina y arsenocolina, los cuales incrementan la concentracién de As en
sangre. Los compuestos organoarsénicos que se acumulan en los mariscos
representan un riesgo minimo en animales y humanos, debido a que los compuestos
de As ingeridos son rapidamente excretados sin haber sido metabolizados (Smith y
col., 1998a).



Por otra parte, se presenta un gran riesgo de intoxicacion por exposicién ocupacional
en la agricultura, por el uso de pesticidas, mineria o fundicién de cobre, debido a que
se inhalan grandes cantidades de As. Se ha encontrado que los aplicadores de
pesticidas presentan en la orina altas concentraciones de As; el principal metabolito
que es excretado en la orina es el DMAY, el cual se encuentra en porciones que van
del 40-90% del total del As (Gebel, 2002; Rodriguez y col., 2003). Es debido a la
toxicidad conocida del As tanto en humanos como en animales, que en los ultimos
afios se han llevado a cabo estudios sobre la dinamica del As y en la forma de
desarrollar nuevas estrategias para su eliminacion. El método general que se sigue
para el tratamiento de agua contaminada por As es la adicidn de reactivos como Clz,
0zono o hipoclorito, para la oxidacion de arsenito a arsenato; algunas sustancias son
capaces de oxidar mas rapido el arsénico inorganico; después de la adicion de estos
compuestos se da la interaccion de los reactivos con los sedimentos o particulas
organicas, sedimentacién de particulas grandes, filtracion de agua, desinfeccién con
cloro y distribucion del agua tratada. Sin embargo, este método no resulta ser efectivo
para la remocion de concentraciones bajas del arsénico inorganico (Smith y col.,
1998a; Wang y Wai, 2004). Actualmente, el As presente en el ambiente se ha
convertido en un tema de gran relevancia a nivel internacional debido a su amplia
distribucién en varias partes del mundo (Wang y Wai, 2004). El estandar de consumo
de As en agua para beber, establecido por la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) en 1953, fue de 150 ppb. Los niveles permisibles de As en el agua para beber
han variado y la OMS tiene establecido actualmente como limite 0.010 mg As/L (10
ppm); sin embargo, hay paises en los cuales la concentracion de As en las aguas
subterraneas es mayor al limite permisible, por ejemplo en México la concentracion
de As permitida es de 0.025 mg As/L pero en algunas regiones del pais se han
llegado a encontrar niveles de hasta 0.102 mg/L (Secretaria de salud, 2000; Hurtado-
Jimenez y Gardea-Torresdey, 2006). Mientras que, en paises como Bangladesh,
India, Taiwan y otros paises asiaticos, la contaminacion de las aguas subterraneas
por As puede ser de hasta 0.3 mg As/L. En el Cuadro 2 se muestran los diferentes
paises afectados por la contaminacion de As en el agua (Kapaj y col., 2006;
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Rodriguez y col., 2010). En Bangladesh, alrededor de 35-77 millones de personas se
encuentran expuestas a As debido al consumo diario de agua contaminada con As
en concentraciones mayores a 50 ppm la cual representa la mayor causa de muerte
entre la poblacion, principalmente en nifios, por el desarrollo de enfermedades como
cancer en diversos érganos y neuropatias periféricas como es la enfermedad del pie
negro. En la Figura 2 se muestran los paises que presentan contaminacién por As
(Wang y Wai, 2004; Appelo y Heederik, 2006; Vahidnia y col., 2007). Se ha reportado
gue las concentraciones normales de As en orina y sangre se encuentran entre 15y
100 pug As/L, respectivamente, pero pueden variar dependiendo de la exposicién
ambiental. En humanos, se ha estimado que la dosis letal 50 (DLso) por
envenenamiento se encuentra entre 1-5 mg/kg, especificamente la DLso para para el

trioxido de As (As203) se encuentra entre los 70-180 mg (Vahidnia y col., 2007).

1.5 Toxicocinética del As

Las rutas de absorcion de los compuestos de arsénico son por la via oral o por
inhalacién. Una vez que es ingerido, aproximadamente el 5-15% del As es absorbido
principalmente en el intestino delgado y distribuido en el higado, rifiones, pulmones,
bazo, corazon, tejido neuronal y en la pared del tracto gastrointestinal después de 24
h de su absorcidon; cuando se trata de una exposicion por inhalaciéon o contacto, la
absorcién es minima. Una vez absorbido, el As es metabolizado de compuesto
inorganico a organico, variando los niveles de toxicidad; el comportamiento de las

diferentes especies de As es variable (Vahidnia y col., 2007).
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China

Mongolia interior de

As en pozos de

‘\/}

’

Australia®, *

" As en pozos de

agua (ppm)

@ As en aguas subterraneas se
encuentra alrededor de 0.05

ppm
El As afecta a 5 distritos de
Bengala Occidental, India

Nivel de contaminacién (ppb) \Oﬂ

10-10 g 150-500
L2110-50 . 500-1000
150150 mmm 1000-2000

Figura 2. Paises afectados con altas concentraciones de As en el agua para

consumo humano (Modificado de Wang y Wai, 2004).
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Se ha determinado que el As en las formas trivalente y pentavalente son las mas
toxicas que existen en la naturaleza. Sin embargo, el AsV es reducido a su estado
trivalente, este paso de reduccion resulta en un compuesto aun mas toxico a traves
de la biotransformacion. De dos a cuatro semanas después de la ingestion, parte del
As es depositado en los huesos, cabello, ufias y piel por la unién a la queratina con
grupos sulfhidrilo (Smith y col., 1998a; Rodriguez y col., 2003). Las vias principales
de la eliminacion del As son la urinaria y la bilis; el metabolito que generalmente se

encuentra en la orina es el MMA'" (Vahidnia y col., 2007).

El As ingresa a la célula a través de dos mecanismos: por acuaporinas, las cuales
son una familia de proteinas transmembranales que se encargan de facilitar el
movimiento de solutos sin carga a bajas concentraciones; y mediante
transportadores permeables de hexosas. Sin embargo, estos transportadores se
distribuyen de manera diferente entre los tejidos y es posible que ambos tengan un
papel importante en la entrada de arsénico a las células. Otro de los mecanismos
que protegen a las células de la toxicidad del As es mediante los transportadores de
salida unidos a membrana o cassette de transportadores de unién a ATP, los cuales

son factores importantes para remover el As de las células (Thomas, 2007).

A pesar de las numerosas investigaciones que se han llevado a cabo para describir
la biotransformacién del As la via postulada por Challenger y colaboradores (1933)
con la S-adenosilmetionina como donador del grupo metilo continua siendo la mejor
opcion para describir la metilacion biolégica del As (Cullen, 2014). El primer paso
para la detoxificacion involucra la transformacion de Asinorganico a As organico y la
reduccion del arsenato pentavalente a arsenito trivalente. El arsenito es metilado por
accion de enzimas que se encuentran en el higado; sin embargo, no es el principal
mecanismo de biotransformacion. Se ha determinado otro mecanismo mediante la
unién del arsenito a proteinas, las cuales funcionan como reservorio de arsenito, éste
es un mecanismo protector y se lleva a cabo cuando se detecta un incremento en la
concentracion del arsenito. Las proteinas que sirven de reservorio, lentamente
liberan cantidades minimas de arsenito para su metilacion. El arsenito es
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enzimaticamente catalizado por la arsénico metiltransferasa, una proteina citosolica
de 43 kDa, la cual cataliza la transferencia de un grupo metil por el donador de metil
S-adenosilmetionina (SAM) para formar monometil arsénico MMAV (pentavalente),
éste es reducido a MMA'" (trivalente) por el agente reductor glutation (GSH) (Thomas,
2007). El siguiente paso es por la accién de la metiltransferasa con MMA', la cual da
como resultado DMA. Sin embargo, aln se desconoce si el mismo SAM es empleado
para la metilacion de MMA y DMA o si son dos SAMs separados. (Thomas, 2007;
Vahidniay col., 2007). Los complejos GSH son importantes para la resistencia contra
la citotoxicidad del As, cuando la actividad de algin miembro de la familia GSH-S-
transferasa (GST) es alterado la resistencia hacia el As cambia en la célula. Esto es
debido a que las GSTs catalizan la formacion de enlaces entre el azufre de tiol en el
residuo de cisteina de GSH y As'", de esta manera se forma el arsénico triglutation
(As'"' (GS)3) (Thomas, 2007).

El proceso de metilacion se ha determinado que es el principal mecanismo de
biotransformacion del As; sin embargo, recientes estudios en cultivos celulares y
animales han demostrado los efectos adversos de la metilaciéon del As como el DMAY
como promotor de tumores o la accién genotoxica directa provocada por MMA! y
DMA!"" in vitro (Gebel, 2002; Vahidnia y col., 2007).

1.6 Toxicodinamica del As

El consumo de As ocasiona dafios tanto a nivel celular como molecular atribuidos a
los metabolitos provenientes de la conversion del Asinorganico a As organico, MMA,
DMA y TMA. Algunos de los dafios que se presentan son: inactivacion de algunas
enzimas (principalmente aquellas involucradas en la sintesis de ADN, de energia y
de reparacion) por la unién del arsenito a los grupos sulfhidrilo; mientras que, el
arsenato sustituye al grupo fosfato en los compuestos de alta energia como el ATP.
Algunos estudios de carcinogénesis han demostrado que el As inorganico esta
involucrado en los procesos de reparacion de ADN. Por ejemplo, el As inorganico

altera la reparacion de nucledtidos por escision, disminuyendo la expresion del
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componente de reparacion cruzada del complemento 1 (ERCC1) (Vahidnia y col.,
2007).

1.6.1 Interaccion del As con azufre

Uno de los primeros mecanismos de accion del arsénico propuesto por Binz y Schulz
en 1879 es la interferencia de la oxidacion celular durante la inter-conversion de
arsenato y arsenito; sin embargo, esta propuesta fue descartada debido a la alta
toxicidad del arsenito. Experimentalmente se determin6 que el arsénico causa un
efecto toxico sobre el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH, por sus siglas en
inglés), especificamente sobre el &cido lipoico, el cual contiene di-tioles vecinales. El
As puede inhibir el complejo PDH por la union de éste a grupos sulfhidrilo dentro de
la enzima, aunque también se ha sugerido que el arsenito inhibe la enzima PDH a
través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que la inactivan. La
inhibicion de PDH puede provocar la falta de citrato intracelular y, por lo tanto, el ciclo
del &cido citrico puede ser bloqueado, como consecuencia de esto la produccion de

ATP disminuye drasticamente (Petrick y col., 2001; Hughes y col., 2011).

1.6.2 Interaccion del As con fosfatos
Tanto el arsénico como el fésforo poseen propiedades fisico-quimicas similares
debido a que se encuentran en el grupo 15 de la tabla periddica y se ha demostrado
gue el arsenato puede ser sustituido por el fosfato en diversas reacciones
bioguimicas. De manera similar al fosfato, el arsenito forma enlaces éster con grupos
hidroxilo, sin embargo la unién es menos estable que las uniones con fosfatos, por
esta razén es mas factible la disociacién entre arsenito y el grupo hidroxilo. Mediante
un mecanismo de desacoplamiento, el arsenato logra desestabilizar la formacion de
ATP in vitro por un mecanismo conocido como “arsendlisis”. Este efecto se observa
durante la glucodlisis y la fosforilacion oxidativa en presencia de arsenato. El
mecanismo mediante el cual se lleva a cabo es el siguiente: en la via glucolitica el
arsenato forma el intermediario anhidro arsenato 3-fosfoglicerol, mientras que en la
fosforilacion oxidativa, el arsenato puede unirse al difosfato de adenosina (ADP-
arsenato). Ambas reacciones forman anhidridos de arsenato inestables, los cuales
14



son facilmente hidrolizables. El resultado de ésto es la disminucion en la formacion
de ATP (Thomas, 2010). A diferencia del arsenato, el arsenito es ineficiente en

disminuir el ATP en los eritrocitos humanos (Hughes y col., 2011).

1.6.3 Especies reactivas de oxigeno generadas por la exposicion a As

Las especies reactivas del oxigeno se forman tanto in vivo como in vitro en presencia
de As y entre ellas se encuentran: anion superéoxido (O2*), radicales hidroxilo (OH*),
peroxido de hidrogeno (H202*), radicales peroxido (ROO*), especies reactivas de
nitrogeno (NO*), radicales arsénico peroxilo y radicales dimetilarsénico. Una
acumulacion de estos radicales produce estrés oxidante en la célula. Sin embargo,
hay enzimas que protegen al organismo del dafio oxidante como la superéxido
dismutasa mitocondrial (Mn-SOD), tiorredoxina citosoélica (Trx-1) y el factor de
transcripcion Nrf2 (Factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2). Si las
defensas antioxidantes son superadas, el As puede causar alteraciones a nivel
transcripcional en los sistemas de neurotransmisiéon como es el caso de la tirosina
hidroxilasa y la glutamato descarboxilasa o en la afinidad de los receptores de
dopamina (DAR) (Rodriguez y col., 2010). Shila y colaboradores (2005) llevaron a
cabo un estudio en el que administraron a ratas Wistar macho 100 ppm de As,
empleando como sal arsenito de sodio en agua de bebida durante 60 dias ademas
de 70 mg/kg de peso de &cido alfa lipoico. El &cido alfa lipoico es un antioxidante
biolégico el cual es reducido por enzimas citosoélicas y mitocondriales, su capacidad
antioxidante radica en los grupos tiol altamente reactivos (Bast y Guido, 2003). El
objetivo de este estudio fue determinar si el acido lipoico podria prevenir cambios
inducidos por As en el sistema de defensa antioxidante como la superoxido
dismutasa (SOD, por sus siglas en inglés), catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa
(GSG-PX, por sus siglas en inglés) en diferentes regiones cerebrales como corteza,
hipotalamo, cerebelo, estriado e hipocampo. Los resultados de este estudio muestran
gue el acido lipoico disminuye la peroxidacion de lipidos, ademas brinda proteccion
a los sistemas antioxidantes después de la exposicion a As (Shila y col., 2005). Aun

se desconoce el proceso mediante el cual se forman las especies reactivas de

15



oxigeno por la presencia de As; sin embargo, se ha hipotetizado que esto puede
ocurrir durante la oxidacion de arsenito en arsenato, por la formacion de arsina en el
metabolismo de As, estimulacion de la NADH o NADPH oxidasa, liberacion del hierro
de la ferritina por la interaccion entre el As y el oxigeno reactivo generado por la
reaccion de Fenton, inhibicion de enzimas redox como la glutation reductasa y la
tiorredoxina reductasa o puede ser secundaria por la citotoxicidad inducida del
arsénico (Hughes y col., 2011).

Las especies reactivas de oxigeno formadas por la exposicion a As se encuentran
involucradas en varios mecanismos de accion incluyendo genotoxicidad,
transduccion de sefales, proliferacion celular e inhibicion en la reparacion del ADN
(Hughes y col., 2011).

1.6.4 Genotoxicidad provocada por exposicion a As
Se ha demostrado que el As no interacciona directamente con el ADN causando
mutaciones puntuales en bacterias 0 mamiferos; sin embargo, es co-mutagénico. A
pesar de no ser directamente mutagénico, el arsénico ha demostrado tener
capacidad de inducir efectos como mutacién por deleciones, rompimiento de hebras
de ADN, intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones cromosomales,
aneuploidia y micronucleos. El arsenito acelera la hidrélisis de inosina-5’-trifosfato
(ITP) e inhibe tanto la absorcién tanto de Ca?* como de Sr?*. Esta desregulacion en
la homeostasis de Ca?* promueve la actividad de la proteina cinasa C (PKC), la cual
es importante en la genotoxicidad inducida por arsenito. Estudios realizados con
células de ovario de hamster chino (CHO-K1) demostraron que la exposicién a
arsenito produce una acumulacién de Ca?* y activa la actividad de PKC dependiente
de Ca?*, ademas afecta la integridad cromosémica provocando la formacién de
micronucleos y la pérdida de cromosomas completos; sin embargo, no hay evidencia
gue demuestre que la via PKC afecte directamente la estabilidad del genoma.
Algunas proteinas cromosomales como histonas y ADN metilasa son sustratos
potenciales de PKC; la funcion de estas proteinas puede afectar la estabilidad del
genoma (Liu Chien y Huang, 1997).
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En 1930 se llevaron a cabo estudios para comprobar el efecto toxico del arsénico
sobre los grupos fosfato, éstos se llevaron a cabo de manera in vitro; sin embargo,
aun no hay evidencia sobre los efectos que pueden tener éstas interacciones de

manera in vivo (Hughes y col., 2011).

Todo lo anterior se ha observado tanto en células animales como en animales de
laboratorio y humanos. El mecanismo de genotoxicidad del arsénico puede ser el
resultado de la generacién de especies reactivas de oxigeno, inhibicion en la
reparacion de ADN, y en la alteracion en la metilacién de ADN por lo que puede

causar inestabilidad genémica (Hughes y col., 2011).

1.6.5 Alteracion de la reparacion de ADN por la exposicion a As
El As inhibe la reparacion de ADN en células mamiferas y bacterianas. Esta inhibicidn
es debido al efecto co-genotéxico del As con N-metil-N-nitrosourea y radiaciéon UV
(Rossman, 2003). El mecanismo exacto por el cual el As es co-carcinogénico es
desconocido, hasta el momento ha sido dificil detectar los efectos genotdxicos del As
per se a niveles ambientales (Andrew y col., 2006). Uno de los primeros estudios que
examino el efecto del As sobre la reparacion de ADN, empled cepas de E. coli con
diferentes fenotipos de reparacion de ADN. Este estudio demostro que el As per se
no es mutagénico; sin embargo, cuando es combinado con luz UV la frecuencia de
mutacion incrementa (Rossman y col., 1977). Se han llevado a cabo estudios en los
cuales se demuestra la relacion del As y la alteracion en la reparaciéon de ADN;
Hartwig y colaboradores (1997) llevaron a cabo un experimento empleando
fibroblastos humanos, encontraron que a bajas concentraciones de As la eficiencia
de reparacidon por escision de nucleétidos disminuia, en particular después de la
exposicion a luz UV. La exposicion a As esta relacionada de manera dosis-
dependiente a una disminucion en la expresion de tres genes de reparacion por
escision de nucledtidos ERCC1, XPB y XPF (Andrew y col., 2003). Las enzimas
involucradas en los mecanismos de reparacion de ADN como la reparacién por
escision de nucleotidos (NER, por sus siglas en inglés) y la reparacion por escision
de bases (BER, por sus siglas en inglés) son afectadas por el As (Hartwig y col.,
17



2003; Rossman, 2003). Los compuestos de As trivalente inhiben la actividad de BER
y NER al interactuar con motivos de dedos de zinc de proteinas en estos dos
sistemas de reparacion de ADN (Piatek y col., 2008; Ding y col., 2009). La funcion
catalitica de los dedos de zinc depende de la union de zinc a residuos de cisteina. El
As desregula la funcion proteica desplazando el zinc de su sitio de unidon o mediante
la inactivacién de los grupos sulfhidrilos de cisteina por oxidacién (Hughes y col.,
2011).

1.6.6 Alteracion en la transduccion de sefiales por la exposicion a As

Las vias de transduccion de sefiales transmiten las sefiales extracelulares por medio
de series intracelulares de moléculas de sefializacion, y se transforman en
alteraciones en la expresion de genes. Los procesos celulares como proliferacion,
diferenciacion y apoptosis estan relacionados con estas vias o cascadas. El As
puede alterar la transduccion de sefiales, lo cual da como resultado la activacién o
inhibicion de factores de transcripcion, proteinas de regulacion las cuales se unen al
ADN e intervienen en la transcripcion de genes (Hughes y col., 2011). Liu y
colaboradores (1996) demostraron que el As activa JNK/SAPK y p38, pero activa
moderadamente ERK. La N-Acetil-L-cisteina previene la activaciéon de las cinasas, lo
cual sugiere que una sefal oxidativa inicia las respuestas. Ademas, se observé que
el efecto de Ras en la activacion de INK/SAPK y p38 por As es minimo; sin embargo,
la activaciéon de ERK requiere el efecto de Ras. Se ha demostrado que ERK es
activado cuando las células son expuestas a bajas concentraciones de arsenito de
sodio (2 pM), éste puede actuar como un inductor de la proliferacion celular
(Chowdhury y col., 2010). Simeonova y colaboradores (2002) utilizaron arsenito de
sodio para demostrar que la activacion del receptor del factor de crecimiento
epidermal y de la proteina cinasa reguladora de la sefial extracelular, es dependiente
de arsenito de sodio. Sin embargo, la fosforilacion del receptor del factor de
crecimiento epidermal es ligando independiente de arsenito de sodio. Ademas, se
demostré que la actividad de c-Src también es inducida por el arsenito de sodio y es
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requerida para la activacion del receptor del factor de crecimiento epidermal y de la

proteina cinasa reguladora de la sefal extracelular.

1.6.7 Proliferacion celular inducida por la exposicion a As

El As tiene efectos sobre la proliferacion celular principalmente en la vejiga. Se ha
observado que la actividad tanto c-jun como c-fos esta asociada con la proteina AP-
1, la cual es activada de manera dosis-dependiente por la presencia de arsenito de
sodio (Simeonova y col., 2000; Chowdhury y col., 2010). Posteriormente, Simeonova
y colaboradores (2002) demostraron que el arsenito de sodio induce la activacion de
EGFR, dependiente de c-Src, ademas activa la via proteina kinasa mitogénica en
células UROtsa. Estudios recientes han confirmado que la exposicién a arsenito de
sodio promueve la proliferacion celular. Chowdhury y colaboradores (2010) llevaron
a cabo una serie de experimentos para determinar la manera en la que el arsenito
de sodio actua en diferentes niveles, desde la entrada del arsenito de sodio a las
células hasta los genes que se expresan, los cuales promueven carcinogénesis. La
ciclina A es una proteina que participa durante el ciclo celular para la progresion de
la fase S, ésta es expresada activamente cuando las células se encuentran
expuestas a concentraciones bajas de arsenito de sodio (2 uM). Poonepalli y
colaboradores (2013) llevaron a cabo un estudio para demostrar de qué manera el
arsenito de sodio afecta a la polimerasa poli (ADP-ribosa), esta proteina es critica
para la estabilidad del ADN gendmico. Para esto se emplearon fibroblastos de
embriones de raton modificados los cuales estuvieron expuestos a diferentes dosis
de arsenito de sodio (11.5 pmol/L o 23 pmol/L) durante 24 y 48 h. Este estudio
demostro que el arsenito de sodio induce muerte celular, desgaste de telomeros e
inestabilidad gendmica cuando las células no expresan PARP-1, ademas se
concluy6 que PARP-1 es necesaria para la resistencia celular cuando las células se
encuentran expuestas a arsenito de sodio. Zhang y colaboradores (2003) utilizaron
células HL-60 y HaCaT para demostrar que la exposicion de arsenito de sodio a bajas
concentraciones promueve la actividad de la telomerasa e incrementa o mantiene la

longitud de los telémeros. Esto corresponde con la induccion de la proliferaciéon
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celular. Sin embargo, la exposicion a altas concentraciones de arsenito de sodio
disminuye la actividad de la telomerasa y por lo tanto se muestra una rapida pérdida

de telomeros, provocando asi la muerte por apoptosis.

1.6.8 Alteracion en la metilacion de ADN por la exposicion a As

La metilacion de ADN es importante para que se lleve a cabo la transcripcion de
genes; sin embargo, algunos componentes pueden alterar la metilacion de ADN
como los compuestos que contienen As. En 1990, varios grupos de investigacion se
dedicaron a establecer el vinculo entre la toxicidad por As y la metilacion del ADN
(Hughesy col., 2011). El As es un carcindbgeno humano no mutagénico el cual induce
tumores a través de mecanismos desconocidos. Han surgido evidencias recientes
las cuales indican que la carcinogenicidad es resultado de cambios epigenéticos,
particularmente en la metilacion de ADN (Réichard y Puga, 2010). La hip6tesis sobre
el mecanismo de carcinogénesis del As y la alteracion en la metilacion de ADN, se
encuentra basada sobre la via de biotransformacion del As (SAM/metiltransferasa)
ya que ésta también esta relacionada con la via de metilacién de ADN, en la cual la
donacién de grupos metilo a partir de SAM a citosinas produce 5-metilcitosina en el
ADN. Se sabe que la regulacién de la expresion de genes es controlada por la
metilacion de citosina (Chanda y col., 2005). Mass y Wang (1997) emplearon células
murinas expuestas a As para demostrar la hipermetilacién en las islas CpG del gen
supresor de tumores p53. Posteriormente Chanda y colaboradores (2005)
investigaron la asociacion entre los cambios en la metilacion de ADN y la exposicion
a As. Sus experimentos tanto in vivo como in vitro demostraron que la exposicion
cronica a As causaba la hipermetilacion de los promotores p53 y p16; sin embargo,
los resultados contrastan con la hipometilacion del promotor p16 en células tumorales
de higado. Ademas de estos estudios, se han llevado a cabo otros estudios en los
gue se demuestra la importancia de la alimentacion, las dietas deficientes en folato,
metionina, colina y vitamina B-12 puede inducir la hipometilacion genomica de ADN
debido a que una dieta deficiente en metilos puede inducir errores en la metilacion

de ADN reduciendo la cantidad de metilos durante la replicacion (Pilsner y col., 2007).

20



En la Figura 3 se observan en resumen de los efectos del As en el metabolismo de

la célula.

1.7 Efectos de la exposicion a As en la salud

La exposicion a As en el agua de bebida representa una crisis mundial y se ha
relacionado con el desarrollo de varias enfermedades como cancer de diversos
organos, hipertensién y diabetes. Los efectos que promueven el desarrollo del cancer
por la exposicion al As se han evaluado mediante estudios epidemiolégicos y
experimentales, los cuales han determinado que la exposicion oral se encuentra
relacionada con el desarrollo de cancer de vejiga, rifidn, higado y piel, mientras que
la exposicién por inhalacion se encuentra relacionada con cancer de pulmoén. Se han
realizado estudios sobre los efectos no cancerigenos del As; la evidencia
epidemioldgica sugiere que la diabetes mellitus tipo 2 es una de las enfermedades
no-cancerigenas mas relacionadas a la exposicion cronica al As (Rodriguez y col.,
2003; Paul y col., 2007). Los efectos de la intoxicacion aguda o cronica de As varian
dependiendo del sexo, edad, dosis, tiempo de exposicion y el estado de oxidacién
del compuesto de As (Smith y col., 1998a). A una sola exposicion a dosis altas se
desarrollan sintomas como diarrea, vomito, dolor, deshidratacion y debilidad. A nivel
respiratorio y cardiaco, se desarrollan sintomas como hipotension, shock, edema
pulmonar y fallo cardiaco (Vahidnia y col., 2007). Las complicaciones neurol6gicas
como la neuropatia distal, simétrica, sensorial y axonal son efectos tardios por una

intoxicacién aguda con As (Rodriguez y col., 2003).

La presencia de lineas blancas en las ufias (lineas de Mee) es un signo caracteristico
de intoxicacién cronica por As; estas lineas aparecen como una linea solida,
transversal, de color blanco de 1-2 mm las cuales cruzan las ufias de todos los dedos,
relativamente en la misma distancia a partir de la base de la uiia. Los sintomas
cronicos de la exposicion al As son cambios en la pigmentacion, sintomas
gastrointestinales, anemia, enfermedades del higado, sabor metalico en la boca,
enfermedad del pie negro y diabetes mellitus (Rodriguez y col., 2003; Paul y col.,
2007; Vahidnia y col., 2007).
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Figura 3. Alteraciones bioquimicas en la célula después del consumo de As
(Hughes y col., 2011).

El sistema nervioso se ve afectado por la exposicion a As y los sintomas son mareo,
debilidad, delirio, encefalopatia y neuropatia periférica como la enfermedad de pie
negro. La correlacion entre la exposicion a As y la neuropatia periférica muestra un
incremento en el umbral de vibracion tactil y la pérdida de sensacion vibratoria en las
extremidades bajas (Greenberg, 1996; Rodriguez y col., 2003; Vahidnia y col., 2007,

Hughes y col., 2011). Para el tratamiento de los padecimientos por As se han
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empleado quelantes como el 2,3-dimercapto-1-propanol, el cual muestra una
disminucién del As en el tejido y su eliminacion por orina o heces; sin embargo, este
tratamiento no ha resultado del todo eficaz para las complicaciones neurolégicas

(neuropatias periféricas) (Vahidnia y col., 2007).

1.8 Efectos del As en el sistema nervioso

Los efectos del As sobre las funciones del sistema nervioso contindan siendo
estudiados debido a que el As ha sido relacionado con diversas alteraciones tanto
motoras como de aprendizaje. El As ingresa al cerebro a través de un mecanismo
gue aun es desconocido y se acumula en el plexus coroideo aproximadamente 0.079
Hg/g, después de la exposicion a 2 mg As/kg usando como sal arsenato de sodio
(Zheng y col., 1991; Zheng, 2001). El As pentavalente es transportado a través de
un sistema de transportador de fosfatos en procariontes y eucariontes; el As
trivalente puede ser transportado a través de una familia integral de membranas
conocidas como acuaporinas, AQPs por sus siglas en inglés, las cuales transportan
selectivamente agua y algunos solutos pequefios neutros como glicerol y urea
(Roseny Tamas, 2010). Una vez que el As ingresa al cerebro, éste puede distribuirse
en las diferentes regiones cerebrales. Shila y colaboradores en 2005 realizaron un
estudio en el cual determinaron las concentraciones de As presentes en corteza,
hipotalamo, estriado, cerebelo e hipocampo de ratas Wistar macho. Como puede
apreciarse en el Cuadro 3, las ratas expuestas de manera cronica al arsenito de sodio
mostraron un incremento considerable en la concentracién de As en comparacion
con el grupo control en las diferentes regiones que se analizaron. En este estudio
utilizaron &cido lipoico el cual disminuy6 la concentracion de As en las regiones

estudiadas.
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Cuadro 3. Concentraciones de As en diferentes regiones cerebrales expresadas en
Hg/g de tejido (Adaptado de Shila y col., 2005)

Region Grupo | Control Grupo Il Arsénico
Corteza 0.063 + 0.008 0.26 + 0.0402
Hipotalamo 0.068 + 0.009 0.21 + 0.0272
Estriado 0.082 + 0.007 0.32 + 0.0452
Cerebelo 0.047 + 0.006 0.13 +0.0172
Hipocampo 0.054 + 0.004 0.18 + 0.0232

Posiblemente la acumulacion de As en estas regiones esté relacionada con dafios
en la neurotransmision por lo que puede provocar neuropatias centrales y periféricas.
Algunos de los sintomas que se desarrollan después de una exposicion aguda a As
son convulsiones, déficit mental y encefalopatia (De La Cruz-Aguilera y Rios-
Castafieda, 1998). Se ha reportado que las neuropatias centrales causan
alteraciones en el funcionamiento neurolégico como el aprendizaje, memoria de corto
plazo y la concentracién. Las personas expuestas de manera cronica al As por vivir
en areas contaminadas con As pueden llegar a presentar delirio por la toxicidad y
encefalopatias. Algunas pruebas neuropsicolégicas en personas demostraron una
disminucién media en la velocidad psicomotora y procesos de atencién, mientras que
los procesos de aprendizaje y memoria se afectaron severamente incluyendo
alteracion en la percepcion visual, problemas con la integracién visual-motora y
déficit del 1Q verbal (Calderdn y col., 2001; Wasserman y col., 2004; Rodriguez y col.,
2003; Wright y col., 2006; Rosado y col., 2007) el signo clinico mas relevante es la
aparicion de la neuropatia periférica, la cual puede presentarse por algunos afos o
el resto de la vida de la persona. La neuropatia periférica puede dar como resultado

un incremento en la debilidad, similar al sindrome Guillan-Barré. Esta enfermedad es
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muy comun en personas que se encuentran expuestas de manera cronica a agua
contaminada con As (Kim y col., 2012). A este respecto, varios grupos han reportado
gue la exposicion a As causa neuropatia periférica simétrica caracterizada por
nervios sensoriales mas sensibles que los nervios motores, las neuronas con axones
largos son més afectadas que las neuronas con axones cortos. Algunos de los
sintomas clinicos incluyen efectos sensoriales simétricos como entumecimiento y
parestesia de las extremidades distales; se ha observado que las piernas son
severamente afectadas a diferencia de los brazos (Murphy y col., 1981). Se ha
reportado que los signos y sintomas motores se desarrollan entre las 2 h a 2 afios
de exposicién, presentando vomito o diarrea o ambos simultdneamente con el
desarrollo de neuropatias (Chuttaniy col., 1967). Al llevarse a cabo una examinacion
detallada se mostré que después de la exposicion a As los principales cambios que
se observan en los nervios son axonopatia y desmielinizacién. Analisis posteriores
determinaron que pacientes intoxicados con As presentaban fragmentacion y
resorcion de la mielina, desintegracion de los cilindros axiales, con una reduccién en
el numero de fibras mielinizadas (Murphy y col., 1981; Donofrio y col., 1987). Cuando
la exposicion a As es cronica, se observa alterada la coordinacion motora, por
ejemplo la disminucién en la coordinacion mano-ojo y en la fuerza de agarre (Gerry
col., 2000). La coordinacién motora se encuentra regulada en la region del estriado,
la cual es una estructura que realiza operaciones rapidas mediadas por
neurotransmisores a través de sus proyecciones a las células medianas espinosas.
El estriado esta conformado por el caudado y el putamen, los cuales forman parte de
los ganglios basales en conjunto con otras estructuras como el globo pélido interno
y externo, nucleo subtalamico y sustancia nigra. Estas estructuras son nucleos
complejos que trabajan de manera sinérgica con la corteza cerebral (Di-Chiara y col.,
1994; Smith y col.,, 1998b). El complejo estriatal recibe sefales excitatorias
glutamatérgicas desde la estructura cortical y talamica. Estas sefales de entrada
convergen en el estriado para establecer sinapsis con las neuronas medianas
espinosas, tanto con las neuronas GABAérgicas (que representan el 95% de las
neuronas estriatales) como con las interneuronas colinérgicas y GABAérgicas. Otras
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aferencias neuromodulatorias como las entradas dopaminérgicas de la sustancia
nigra llegan al estriado (Dubé y col., 1988; Lapper y Bolam, 1992; Pickel y col., 1992).
La complejidad de los circuitos neuronales ha dificultado la manera de investigar las
funciones del estriado (Do y col., 2013). Se han llevado a cabo diferentes
experimentos en animales para estudiar los efectos que tiene el As sobre el Sistema
Nervioso Central (SNC) principalmente en los sistemas dopaminérgicos de los
ganglios basales. Rodriguez y colaboradores (2010) evaluaron el efecto del arsenito
de sodio en la coordinacion motora y en la neuroquimica dopaminérgica de ratas
macho Sprague-Dawley después de la exposicion a 5, 10 y 20 mg As/kg durante 1
afo, usando como sal arsenito de sodio, demostrando una disminucion en la
coordinacion motora bajo la dosis de 20 mg/kg. Ademas, los niveles de dopamina,
acido 3,4-dihidroxifenil acético (DOPAC, por sus siglas en inglés) y acido 5-
hidroxiindol acético (5-HIAA, por sus siglas en inglés) aumentan en estriado después
de la exposicion a 20 mg As/Kg con arsenito de sodio. En otro estudio se evalud la
actividad locomotora de ratas macho Sprague-Dawley después de administrarles
0.05, 0.5 y 50 mg As/kg usando como sal arsenito de sodio disuelto en agua de
bebida los resultados muestran hipoactividad después de 1 afio de exposicion a la
dosis mas alta (Rodriguez y col., 2003; Bardullas y col., 2009; Rodriguez y col., 2009;
Rodriguez y col., 2010). Ademas del sistema dopaminérgico, otros de los sistemas
afectados por la exposicion a As son los sistemas GABAérgico y glutamatérgico. A
este respecto, Nagaraja y Desiraju (1993) realizaron un estudio en el cual
determinaron el efecto de la exposicién a arsenato de sodio en la neuroquimica
GABAérgica y glutamatérgica de diferentes regiones cerebrales. Estos autores
administraron durante un lapso de 60 dias, 5 mg/kg de peso usando como sal
arsenato de sodio a ratas Wistar macho en desarrollo (P2), después de este tiempo
se observo una disminucion de la enzima acido glutamico descarboxilasa (GAD, por
sus siglas en inglés) en el cerebelo y el hipotdlamo. Por otro lado, el contenido de
glutamato aumenté considerablemente Unicamente en el tallo cerebral mientras que
para el neurotransmisor GABA hubo una disminucion en hipotalamo y cerebelo. Para
determinar el efecto del arsenato de sodio en el cerebro adulto de ratas se utilizaron
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ratas de 90 dias y fueron expuestas a 5 mg/kg de arsenato de sodio durante 90 dias
mostraron una disminucion en la actividad de la enzima GAD en nucleo accumbens,
hipocampo, hipotalamo y cerebelo; se observé un aumento significativo de glutamato
en el nucleo accumbens, el estriado, la corteza motora y el hipocampo. Con este
estudio se determiné que la disminucion de GABA en determinadas regiones podria
deberse a la interaccion del arsenato con el co-factor fosfato de piridoxal que la
enzima GAD utiliza para la sintesis de GABA. El incremento de glutamato sélo es
metabdlico debido a que no produjo dafios excitotoxicos en los animales (Nagaraja
y Desiraju, 1993). Con esta informacion es posible determinar que el As ocasiona
dafos en la neuroquimica del estriado tanto en su sistema dopaminérgico como en

el GABAérgico y el glutamatérgico.

A continuacion se describe la sintesis y el metabolismo de los neurotransmisores
GABA y glutamato.

1.9 Neurotransmisores GABA y glutamato

Tanto GABA como glutamato forman parte de un complejo balance entre la
excitacion y la inhibicion en el SNC; mientras que, glutamato es el mayor excitador,
GABA es el principal inhibidor en la corteza cerebral de los mamiferos. Este balance

es de vital importancia en el control de la excitabilidad cortical (Petroff, 2002).

1.9.1 Sintesis y metabolismo de GABA

El neurotransmisor GABA (acido y-aminobutirico) fue identificado en 1950, es el
neurotransmisor inhibidor mas importante del SNC. David Curtis y Jeffrey Watkins
fueron los primeros en demostrar que GABA poseia la habilidad de inhibir los
potenciales de accion en los mamiferos. A diferencia de glutamato, GABA no es un
metabolito esencial ni se encuentra incorporado a proteinas. GABA se encuentra en
los circuitos interneuronales locales y las células de Purkinje del cerebelo son un
ejemplo claro de la proyeccion neuronal GABAérgica (Purves y col.,, 2001). El
principal precursor para la sintesis de GABA es la glucosa, la cual es metabolizada

por las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos; sin embargo, el piruvato y la
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glutamina también pueden actuar como precursores. La enzima acido glutamico
descarboxilasa (GAD), la cual solo se encuentra presente en las neuronas
GABAérgicas, cataliza la conversion de glutamato a GABA. La enzima GAD es
responsable de la sintesis de GABA, ésta posee una estructura homodimérica y la
reaccion se lleva a cabo en un solo paso, la cual requiere la presencia del cofactor
fosfato de piridoxal (PLP) y glutamato como sustrato, obteniendo CO2 como co-
producto. La falta de vitamina Be ocasiona una reduccion en el contenido de GABA
en el cerebro, debido a que ésta es precursor del cofactor fosfato de piridoxal y, por
lo tanto, la subsecuente falta de inhibiciébn sindptica ocasiona convulsiones, las
cuales pueden llegar a ser fatales. Ademas, la deficiencia de neuronas GABAérgicas
puede provocar movimientos incontrolables como en las personas que padecen la
enfermedad de Huntington (Purves y col., 2001; Mejia-Toiber y col., 2010; Fox,
2013). Existen dos isoformas de la enzima GAD, la GADes y la GADe7, la diferencia
entre sus nombres es debido al peso molecular que corresponde a ~65 y ~67 kDa,
respectivamente. Ambas poseen diferentes caracteristicas, una de ellas es el gen
gue las codifica; GADss se localiza en el cromosoma 10 y el de GADs7 se encuentra
en el cromosoma 2 en el humano. Por otro lado la secuencia de aminoécidos es
diferente en ambas enzimas, las secuencias de GADess y la GADs7 coinciden en un
65%, esto explica las diferencias en algunos aspectos entre estas isoenzimas (Bu y
col., 1992; Kelly y col., 1992). Estas isoenzimas difieren en su localizacion debido a
gue la GADss se encuentra principalmente en las terminales nerviosas mientras que
GADes7 se encuentra en las terminales nerviosas, el soma y las dendritas. Ademas,
estas isoenzimas difieren en la union y el requerimiento por el PLP. El 93% de la
GADess se encuentra en un estado inactivo debido a que una vez que se ha sintetizado
GABA, la GADss se convierte en apoenzima. Sin embargo, 72% de la GADs7 se
encuentra en forma de, holoenzima, es decir, de enzima activa. Por lo tanto, se ha
determinado que el principal aporte de GABA al cerebro es derivado de la GADes7
(Soghomonian y Martin, 1998; Martin y col., 2000). Se llevaron a cabo estudios de
cristalografia en donde se demostrd que el sitio catalitico, ubicado en el centro del
dominio de union al PLP, en la GADe7, esta cubierto mientras que en la GADes el sitio
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es movil. De estos estudios se puede concluir que al finalizar la reaccion el cofactor
es liberado, lo que resulta en la autoinactivacion de la GADess (Langendorf y col.,
2013). Este fendmeno promueve la sintesis de GABA a través de la GADe7, la cual
no requiere PLP adicional para llevar a cabo la reaccion (Fenalti y col., 2007). Una
vez que GABA es sintetizado, es almacenado por el transportador vesicular de GABA
(VGAT) conocido también como transportador de aminoacidos inhibidores (VIAAT),
ya que se ha determinado que también transportan glicina. Se ha determinado que
s6lo GADes posee una estructura capaz de asociarse a las membranas vesiculares;
sin embargo, la GADe7 es capaz de formar heteromeros con la GADes y de esa
manera contribuye con el llenado de las vesiculas en las neuronas GABAérgicas
(Kaanani y col., 2010). EI GABA liberado por exocitosis puede provenir de la sintesis
de GABA, a partir tanto de la actividad de GADess como de la GADs7 (Mejia-Toiber y
col., 2010). Para que se lleve a cabo el efecto inhibidor de GABA, es fundamental su
liberacion al espacio sinaptico. La liberacion ocurre una vez que el potencial de
accion llega a la terminal axénica, entonces se libera el neurotransmisor
sincrénicamente en multiples terminales de una misma neurona. Se ha concluido que
este tipo de liberacion, inducida por la llegada del potencial de accién a la terminal
sinaptica o inducida experimentalmente con estimulos eléctricos, es dependiente de
Ca?*. La entrada de Ca?* induce la movilizacién de las vesiculas ancladas a las zonas
de liberacidn, es decir, al sitio activo de la neurona. Una vez fusionadas las vesiculas
y la membrana presinaptica de la neurona, su contenido es liberado al espacio

sinaptico, este fendmeno es conocido como exocitosis (Holz, 2006).

1.9.2 Receptores GABA

Una vez que el neurotransmisor es liberado al espacio sinaptico, éste se une a
receptores los cuales poseen alta afinidad al neurotransmisor. La activacion del
receptor resulta en una serie de eventos moleculares lo cual representa la respuesta
de la célula al neurotransmisor. Los receptores se han clasificado de acuerdo a sus
propiedades farmacoldgicas, bioquimicas y electrofisiolégicas en receptores
ionotropicos, GABAaA y GABAc, y receptores metabotropicos, GABAs. Todos son
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activados por el ligando endégeno GABA (Olsen y Bertz, 2006). Estos receptores
poseen una estructura pentamérica, donde cada subunidad cuenta con cuatro
dominios a-hélice (M1-M4), siendo los M2 los que forman el canal central del receptor
permeable al CI. Cada subunidad posee un peso molecular de 50-60 kDay se
clasifican en ais, P13, y13, 0, € T, 0, siendo la combinacion aiff2y2 la que se
encuentra ampliamente distribuida en las neuronas GABAérgicas del cerebro (Olsen
y Sieghart, 2008). Cada una de las subunidades cuenta con un dominio extracelular
largo, cuatro dominios transmembranales y una union intracelular larga entre el
dominio tres y cuatro. Los estudios electrofisiolégicos de los receptores GABAAa
indican que la activacion del receptor incrementa la conduccion de Cl- en la
membrana lo que conduce a la célula a un estado de hiperpolarizacion y aleja a las
células del umbral de disparo, ocasionando la inhibiciébn neuronal (Steffensen y col.,
1998). Tanto las neuronas como la glia poseen transportadores de alta afinidad por
GABA y son transportadores dependientes de Na?*. Estos transportadores han sido
denominados en la rata como rGAT1-4 y comparten una estructura similar de doce
segmentos transmembranales; en cuanto a la distribucion, los rGAT-1 y GAT-4 se
localizan en terminales nerviosas, los GAT-2 en la glia y los rGAT-3 en el plexo
coroideo. Su estequiometria indica que la recaptura de GABA es electrogénica ya
gue cada molécula es transportada junto con 2 iones Na* y un ion CI. Una vez que
GABA se encuentra dentro de la neurona o la glia, GABA es convertido a succinato,
el cual es metabolizado mas tarde en el ciclo del acido tricarboxilico. Las enzimas
que se requieren para su degradacion son las enzimas mitocondriales GABA
aminotransferasa y semialdehido succinico deshidrogenasa. La inhibicion en la
ruptura de GABA causa un aumento en el contenido de GABA y por lo tanto
incrementa la actividad de las neuronas inhibidoras. En la Figura 4 se observa la
sintesis, captura y degradacion del neurotransmisor GABA (Purves y col., 2001;
Mejia-Toiber y col., 2010).
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1.9.3. Sintesis y metabolismo de glutamato

En el SNC se encuentran varios tipos de transmisores encargados de la excitabilidad
de las neuronas, los mas importantes son aspartato y glutamato. Algunas de las
funciones en las que se involucra el glutamato son: incorporacion a proteinas,
sintesis de acidos grasos, regulacion de amoniaco, control del balance osmotico,
precursor de GABA y varios de los intermediarios en el ciclo de Krebs. Estos se
encuentran en altas concentraciones en el SNC y su liberacion depende de la
estimulacion eléctrica y la entrada de Ca?*. Las vias glutamatérgicas se encuentras
involucradas en varios procesos neuronales como el aprendizaje y la epilepsia
(Siegel y col., 1994). El glutamato es el mayor neurotransmisor excitador que se
encuentra en el SNC, produciendo potenciales excitadores postsinapticos. Su
concentracion es seis veces mayor al principal neurotransmisor inhibidor, GABA
(Siegel y col., 1994; Fox, 2003).

El glutamato es considerado como aminoacido no esencial, el cual no puede
atravesar la barrera hematoencefélica, por lo que no es suministrado al cerebro a
través de la circulacién sanguinea. Sin embargo, se sintetiza a partir de varios
precursores como la glutamina, la cual se encuentra en las terminales sinapticas
(Siegel y col., 1994).
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Figura 4. Sintesis, captura y degradacion de GABA (Adaptado de Purves y col.,
2001).

La sintesis de glutamato se lleva a cabo en neuronas y células gliales; tanto la
sintesis como el metabolismo dependen de la interaccion entre los nervios terminales

y la glia (Siegel y col., 1994). La sintesis se lleva a cabo a partir de 2 vias principales:

e La conversion de glutamina a glutamato involucra la accién enzimatica de la
glutaminasa en el compartimento mitocondrial (Siegel y col., 1994; Purves y
col., 2001)
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e La formaciéon de glutamato puede ocurrir a través de la transaminacion de 2-
oxoglutarato, un intermediario del ciclo del acido tricarboxilico. Por lo tanto,
cierta parte de glucosa metabolizada puede ser empleada para la sintesis de

glutamato (Purves y col., 2001).

Después de que el glutamato es sintetizado, se almacena en vesiculas a través de
un proceso dependiente de Mg?*y ATP. El glutamato es liberado a partir de una
terminal nerviosa y posteriormente es capturado por las células gliales, las cuales lo
convierten a glutamina. La remocién de glutamato se lleva a cabo a través de
transportadores de glutamato, los cuales se encuentran presentes en las células
gliales y en las terminales presinapticas. Las células gliales contienen la enzima
glutamina sintetasa, ésta convierte el glutamato en glutamina, la cual es transportada
fuera de las células gliales y se introduce en el boton terminal de la neurona
presinaptica. De esta manera, las terminales presinapticas cooperan con las células
gliales para mantener una adecuada concentracion del neurotransmisor. Esta
secuencia es conocida como el ciclo de glutamato y glutamina. En la Figura 5 se

puede apreciar la sintesis de glutamato (Siegel y col., 1994; Purves y col., 2001).

1.9.4. Receptores NMDA
Estos receptores son canales catiénicos dependientes de glutamato, altamente
permeables a la entrada de Ca?*; son importantes para el desarrollo del SNC, la
generacion de los ritmos para respiracion y la locomocion, ademas de los procesos
de aprendizaje, memoria y neuroplasticidad. Requieren de varias condiciones para
gue el canal ibnico pueda abrirse y permitir el flujo de iones a través de la membrana
celular. La activacion de los receptores NMDA es mas lenta que la activacion de los
receptores de kainato y AMPA. Como se describié anteriormente, el glutamato
liberado de las terminales presinapticas es removido eficientemente del espacio
sinaptico por accién de los transportadores de glutamato localizados en la terminal
presinaptica; por lo que, el glutamato se encuentra disponible para la unién al
receptor sélo brevemente durante la baja frecuencia de la transmision sinaptica
(VanDongen y col., 2009).
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Figura 5. Modelo que muestra la sintesis de glutamato, siendo el principal precursor
la glutamina.

Debido a que el receptor NMDA posee una alta afinidad por el glutamato, el impulso
de los neurotransmisores debe ser capaz de activar parcial y lentamente los
receptores NMDA. Sin embargo, los impulsos sinapticos excitatorios no son capaces
de generar el flujo de calcio debido a que estos receptores poseen una alta
dependencia de voltaje (VanDongen, 2009; Fox, 2013). El receptor NMDA posee al
menos 5 diferentes sitios de unién a ligandos enddgenos; estos consisten en dos
sitios diferentes para el reconocimiento de agonistas (glutamato y glicina); sitios de

unién a poliaminas y sitios separados de reconocimiento para Mg?* y Zn?*, estos
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tltimos actian como inhibidores del flujo de iones a través del canal (Siegel y col.,
1994). Se requiere de dos condiciones especiales para permitir la apertura del canal:
(1) al receptor NMDA deben unirse tanto el glutamato como la glicina, ya que actian
como coagonistas; y (2) la membrana debe encontrarse parcialmente despolarizada
por un neurotransmisor unido a un receptor diferente. Una vez que el canal se ha
abierto, éste permite la entrada de Ca?* y Na?*, asi como la salida de K*, en las
dendritas de la neurona postsinaptica (Fox, 2013). Por lo tanto, el glutamato, la glicina
y las poliaminas actian en conjunto para la apertura de los canales i6nicos NMDA.
Ademas de la unién de ligandos, se debe considerar que la habilidad del glutamato
y la glicina para activar el receptor NMDA es influenciado por el pH extracelular y el
estado de fosforilacion del receptor. El intervalo de pH optimo es entre 6.8 y 8.4
(Siegel y col., 1994).

La transmision sinaptica excitatoria se basa en la liberacién de L-glutamato en las
terminales presinapticas. El L-glutamato atraviesa el espacio sinaptico para unirse a
los receptores postsinapticos NMDA y AMPA. La activacion de éste Ultimo es rapido
y transitorio, ocasiona breves despolarizaciones (duraciéon de milisegundos). Sin
embargo, los receptores NMDA regulan la plasticidad funcional y estructural de
sinapsis individuales, dendritas y neuronas, permitiendo la activacion de especificas

cascadas de sefializacion dependientes de calcio (VanDongen, 2009).

Los neurotransmisores GABA y glutamato se distribuyen en diferentes regiones
cerebrales, por ejemplo, en el estriado. Es en esta region donde evaluaremos el
efecto toxico del As empleando lineas celulares cerebrales que a continuacion se

describen.

1.10 Lineas celulares

Las lineas celulares han contribuido a grandes descubrimientos. Desde 1907 hasta
la fecha, como por ejemplo la creacion de hibridomas para obtener anticuerpos
monoclonales, el desarrollo de vacuna contra la polio empleando células Hela, la

reprogramacion de células pluripotenciales inducida por acido valproico, entre otros
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(Scherery col., 1953; Kohler y Milstein, 1975; Huangfu y col., 2008). Se pueden llevar
a cabo numerosos tipos de investigaciones tanto basicas como aplicadas. El uso de
lineas celulares en investigacion tiene varias ventajas como control del ambiente (pH,
02, CO2, temperatura, presion osmatica), caracterizacion y homogeneidad de las
células, replicabilidad y variabilidad, ahorro de tiempo, reduccion en el nimero de
animales experimentales, control de las condiciones fisiologicas (Freshney, 2006).
Representan un modelo ideal para estudiar la actividad intracelular cuando las
células son incubadas con As. Se han llevado a cabo diferentes estudios en donde
se demuestra el efecto del As en la sobrevivencia celular. Con respecto a la
exposicion a As, Mengesdorf y colaboradores (2002) realizaron un estudio en donde
se emplearon cultivos primarios de corteza expuestos a 1 6 100 uM de arsenito de
sodio. Después de 24 h disminuyd drasticamente la sintesis de proteinas, ademas
se observo alteracion de genes como la proteina de choque térmico 70, GRP78,
GRP94 y GADD153. El arsenito de sodio en altas concentraciones (>5 pM)
representa un dafio grave para la célula ya que se producen especies reactivas de
oxigeno, dafio mitocondrial y la inactivacion de enzimas a través de la formacién de
tioles; estas acciones en conjunto pueden llegar a ocasionar muerte celular. Uno de
los estudios mas recientes sobre el efecto del arsenito de sodio en un sistema in vitro
es el que llevaron a cabo Ivanov y Hei (2013), en el cual se emplearon células madre
neuronales humanas, tratadas con diferentes concentraciones de arsenito de sodio
durante 3 dias. Los resultados indican que el tratamiento con arsenito de sodio (1-4
HM) no permitié que las células continuaran proliferando y ademas se observé un
incremento en los niveles de muerte celular en cultivos confluentes. Estos autores
también llevaron a cabo experimentos dosis-respuesta demostrando una baja
sobrevivencia de las células después de 3 dias de exposicidon al tratamiento a una
concentracion de 4 uM; la cual presentd una alta tasa de muerte por apoptosis
durante las primeras 24 a 48 hrs de exposicion a arsenito de sodio.

En este apartado se describiran con mayor detalle las lineas celulares neuronales

que se emplearon en este proyecto.
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1.10.1 Lineas celulares M213-20 y M213-20 CL-4

Las lineas celulares neuronales derivadas del sistema nervioso central son
empleadas para estudiar los procesos neurobioldgicos y su posible uso como terapia
en determinadas enfermedades (Truckenmiller y col., 2002). Las lineas derivadas de
tumores no son ideales para estudiar estos procesos debido a las varias
anormalidades que presentan por lo que se realizan nuevos métodos para obtener
lineas celulares no derivadas de tumores, tal es el caso de la linea celular M213-20.
Esta linea se obtuvo a partir de la eminencia ganglionar de ratas Sprague-Dawley
(P14) y fue inmortalizada empleando el alelo A58 sensible a la temperatura del
antigeno T largo SV40, el cual contiene el gen de resistencia a geneticina. El antigeno
T largo SV40 es ampliamente utilizado para inmortalizar las células animales debido
a que interfiere con componentes del ciclo celular, incluyendo p53, p300 y
retinoblastoma, lo cual produce células con fenotipo indiferenciado (Truckenmiller y
col., 1998; William y col., 2005). Por otro lado, al inmortalizar la linea con el alelo A58
permite mantener un mayor control en las células tanto en su replicacibn como en su
diferenciacion debido a que la temperatura es un factor clave para la replicacion y
diferenciacion de las células. En particular, esta linea celular posee una morfologia
multipolar poligonal, cortas proyecciones y multiples nucléolos, no exhibe inhibicién
por contacto como se puede observar en la Figura 6, ademéas estudios
inmunocitoquimicos han revelado que es positiva a MAP-2, marcador primario
neuronal, y a GAD. Se ha demostrado que esta linea celular posee niveles de GABA

similares a los encontrados en el estriado de rata (Giordano y col., 1993).
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Figura 6. Morfologia de la linea celular M213-20 en cultivo (Mejia-Toiber y col.,
2010)

Para aumentar sus propiedades GABAérgicas, las células M213-20 fueron
transfectadas con un plasmido episomal Epstein-Barr no viral pPREP10-hGADs7, que
contiene un sitio de origen de replicacién, un promotor basado en el virus del sarcoma
de Rous y ademas expresa el antigeno nuclear Epstein-Barr (EBNA, por sus siglas
en inglés) el cual permite la replicacion episomal del plasmido (Conejero-Goldberg,
2000). La transfeccion se llevé a cabo empleando lipidos cationicos. Una de las
clonas resultantes (M213-20 CL-4) expresa altos niveles de hGAD-67 y la
produccion de los niveles de GABA es aun mayor, la liberacion de este
neurotransmisor aumenta después del estimulo despolarizante como K* a
comparacioén con la linea celular parental M213-20 (Conejero-Goldberg y col., 2000).
En la Figura 6 se observa la morfologia de la linea M213-20 CL-4.

Empleando la técnica de imagenes de calcio se caracterizé la actividad de M213-20
CL-4 en condiciones de despolarizacién. Se encontré6 que estas células son
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activadas por glutamato, al interactuar con los receptores tipo AMPA/NMDA, y esto
induce la liberacion de GABA; posteriormente estas células sintetizan, captan y
liberan GABA de manera Ca?*-dependiente (Mejia-Toiber y col., 2010).

De acuerdo a los estudios arriba mencionados, las células M213-20 y M213-20 CL-
4 han sido consideradas lineas celulares GABAérgicas por los niveles de GABA y
glutamato que son sintetizados después de un estimulo despolarizante. Se observo
que lalinea M213-20 CL-4, a diferencia de la linea M213-20, posee concentraciones
34 veces mayores de GABA intracelular y la actividad de GAD incrementa 16 veces
(Ross y col., 2002; Mejia-Toiber y col., 2010).

39



Figura 5. Morfologia de la linea celular M213-20 CL-4 en cultivo (Mejia-Toiber y
col., 2010).

Los neurotransmisores GABA y glutamato participan en diversos procesos en el SNC
por lo que la alteracion en su sintesis, liberacion o recaptura ocasionaria dafios a la
salud del individuo. Se ha determinado que el As provoca dafios en el SNC y es por
esta razdbn que en este proyecto se propuso determinar el efecto del As en la
viabilidad de lineas celulares cerebrales como la linea M213-20 y M213-20 CL-4,
ademas se determind la toxicidad del arsenito de sodio en la linea celular M213-20
CL-4 sobre la neuroquimica de GABA y glutamato. Los resultados obtenidos en este
proyecto nos proporcionaron evidencia sobre el efecto del arsenito de sodio en la

neuroquimica GABAérgica y glutamatérgica
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2. HIPOTESIS

Debido a que el arsénico es responsable de alterar la neuroquimica de GABA y
glutamato en un sistema in vivo, la exposicion a arsenito de sodio provocara la
alteracion en la neuroquimica GABAérgica y glutamatérgica en la linea celular M213-
20 CL-4.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Determinar la toxicidad de la exposicion a arsenito de sodio en las lineas celulares
M213-20, M213-20 CL-4.

3.2 Especificos

e Determinar curva dosis-respuesta de la viabilidad de las lineas celulares
neuronales M213-20, M213-20 CL-4 después de ser expuestas a diferentes

concentraciones de arsenito de sodio

e Evaluar el efecto del arsenito de sodio, sobre la neuroquimica de los

neurotransmisores GABA y glutamato, en la linea celular M213-20 CL-4.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo de células M213-20 y M213-20 CL-4

Las lineas celulares M213-20 y M213-20 CL-4 se cultivaron en medio DMEM/F12
(1:1 Gibco, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, U.S.A) suplementado con
10% suero fetal bovino (SFB), 1% penicilina y estreptomicina (Gibco, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, U.S.A) en una placa de 24 pozos a 35.5°C y 5% CO..
Después de haber crecido las células adecuadamente, éstas se trataron con
tripsina/EDTA (0.25%) para despegarlas. Posteriormente, se afadi6 medio
DMEM/F12 a cada pocillo, se colectaron las células y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 3 minutos. El sobrenadante fue descartado y al precipitado se le afiadio
medio DMEM/F12 para suspender las células. Una vez obtenida la cantidad de
células suficiente, una parte se mantuvo bajo congelacion en DMEM/F12

suplementado con DMSO (10%) y otra se empled para experimentacion.

4.2 Experimento dosis-respuesta con arsenito de sodio

Las lineas celulares M213-20 y M213-20 CL-4 se propagaron a la misma densidad
(1.5x108 células/pocillo) en medio DMEM/F12 suplementado con 10% SFB y 1%
penicilina/estreptomicina en placas de 24 pozos a 35.5°C, 5% COz. Las células se
cultivaron y se crecieron hasta alcanzar el 70% de confluencia y no al 100% para
evitar que durante el tratamiento se mostrara un mayor nimero de células muertas
por inhibicién por contacto o falta de nutrientes. Las células se cultivaron en placas
de 24 pozos, cuando éstas alcanzaron el 70% de confluencia el medio se reemplazé
con DMEM/F12, SFB 5% vy arsenito de sodio a diferentes concentraciones (0.2, 6,
10, 30, 45 6 60 pM). El arsenito de sodio se prepar6é en PBS 0.1 M pH 7.4. El medio
de las células control sélo se reemplaz6 por medio DMEM/F12 95%, SFB 5% y PBS
0.1 M. La viabilidad de las células se determiné a las 6, 12, 24 6 48 h; para determinar
la curva dosis-respuesta de la viabilidad de las células se empled la prueba de
exclusién por azul de tripano. Se llevaron a cabo cuatro conteos independientes por

cada concentracion.
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4.3 Evaluacioén de la exposicion a arsenito de sodio (Asi) en los neurotransmisores
GABA y glutamato

Para determinar los niveles de GABA y glutamato en las lineas celulares M213-20 y
M213-20 CL-4, las células se cultivaron en placas de 6 pocillos hasta alcanzar el
70% de confluencia. Posterior a esto, el medio de las placas con tratamiento se aspird
y reemplaz6 por medio DMEM/F12 suplementado con SFB 5% y arsenito de sodio.
Tanto para la linea M213-20 como para la linea M213-20 CL-4 se empled una
concentracion de 2 pyM de arsenito de sodio (Asi) durante 6 h. Transcurrido este
tiempo, el medio fue aspirado y las células se lavaron con solucién salina (0.9%
NaCl); posteriormente, se afiadi6 a cada pocillo 500 uL de solucién Ringer bajo
potasio (4 mM KCI, 1.0 mM MgClz, 1.8 mM CacClz, 3.0 mM NaH2PO4, 140 mM NacCl,
10 mM HEPES, 5 mM glucosa, pH 7.4). La solucion se colectd después de haber
transcurrido 5 min para obtener niveles basales de GABA y glutamato.
Posteriormente en la misma placa se afiadid, a los pocillos restantes, 500 yL de la
solucién Ringer de alto potasio (50 mM KCI, 1.0 mM MgClz, 1.8 mM CaClz, 3.0 mM
NaH2POa4, 94 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM glucosa, pH 7.4), la cual fue colectada
después de 15 min. El sobrenadante colectado en ambas condiciones se congeld a
-70°C hasta la realizacion del analisis de GABA y glutamato por la técnica de HPLC
acoplado a un detector coulométrico (Coulochem Ill, ESA). A las células que fueron
tratadas para la determinacion de GABA y glutamato basal y evocado por la solucion
Ringer de alto potasio (50 mM) se les adiciond 1 mL de &cido sulfosalicilico (35%) a
cada pocillo y se incubé durante 20 min. Las células se despegaron con un gendarme
y se colocaron en tubos para su posterior almacenamiento a -4°C toda la noche;
éstas se centrifugaron por 5 min a 3000 rpm (Sorvall Legend Micro 21-R, Thermo
Scientific, Waltham MA, USA), el sobrenadante se colect6 y se almacené a -70°C
para la determinacion de GABA y glutamato intracelular. El precipitado se analizé por
el método de Lowry para la cuantificacion de proteinas, empleando albumina sérica

bovina como estandar.
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4.4 Cuantificacion de GABA y glutamato por HPLC acoplado a detector coulométrico.
Los niveles de GABA y glutamato se cuantificaron por cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC Agilent Technologies Series 1200, Waldbronn, Germany),
empleando una columna fase reversa C-18 (ESA HR-80, 4.6 x 80 mm; 3 um),
acoplado a un sistema de deteccién coulométrica (E1 600 mV, 50 nA; E2 400 mV;
50 nA). Para las muestras tratadas con arsenito de sodio en condicién basal se
cambiaron las condiciones de deteccion (E1 600 mV, 10 nA; E2 400 mV, 10 nA),
después de llevar a cabo una derivatizacion pre-columna con una solucion de
ortoftalaldehido y 2-mercaptoetanol (Castillo y col., 2008; Mejia-Toiber y col., 2010).
Se utilizé un método lineal empleando una fase mévil la cual contiene fosfato de sodio
monobasico (50 mM) y 15% vol/vol metanol; flujo de 1.2 ml/min durante 60 min. Los
resultados obtenidos se analizaron con el ChemStation for LC Rev. A. 08. 01 [783]
(Agilent Technologies). Los niveles de GABA y glutamato se calcularon de acuerdo
a estandares externos. La concentracion de cada muestra se expreso en pg por mg

de proteina.

4.5 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa estadistico STATVIEW, version 5.0.
Mientras que para graficar los resultados se utilizdé el programa GraphPad Prism,
version 6.01. Se utilizé el analisis no paramétrico Kruskal-Wallis y como prueba post
hoc se utilizd la U de Mann Whitney para analizar los resultados obtenidos del
experimento de viabilidad celular y las diferencias en la concentracion de GABA y
glutamato por HPLC. Se consider6 que los efectos son estadisticamente

significativos si el nivel de probabilidad es menor a 0.05.

5. RESULTADOS

5.1 Determinacion de la curva dosis-respuesta en las lineas M213-20 y M213-20
CL-4

Se determino la viabilidad de las linea M213-20 y M213-20 CL-4 después de la
incubacion con arsénico inorganico (Asi) como arsenito de sodio a diferentes

concentraciones (0.2, 6,10, 30, 45 6 60 uM) a las 6, 12, 24 y 48 h de exposicién por
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la prueba de exclusion de azul de tripano. En la Figura 8 se observan los resultados
obtenidos en este experimento con la linea M213-20.

Se observa una disminucion significativa en la viabilidad de las células a las 6 h
[Kruskal-Wallis H= (5, N=24) = 15.065, p<0.05]. Las células tratadas con el arsenito
de sodio fueron comparadas contra las células control y se encontré6 que la
concentracion de arsenito de sodio 0.2 pM [U= 7.5, p>0.05] no mostro diferencias
significativas en la diminucion de la viabilidad, mientras que bajo las concentraciones
de 6 uM [U= 0, p<0.05] y 10 uM [U= 0, p<0.05] la viabilidad de las células disminuyo
considerablemente. Las concentraciones siguientes 30 uM [U= 6, p>0.05p], 45 uM
[U= 7.5, p>0.05] y 60 uM [U= 7.5, p>0.05] no mostraron diferencias significativas en

cuanto a la viabilidad celular con respecto al control.

Después de 12 h de tratamiento [Kruskal-Wallis H= (5, N=24) = 17.411, p<0.05] se
obtuvieron diferencias significativas Unicamente en las concentraciones mas altas 45
UM [U= 0, p<0.05]y 60 uM [U= 0, p<0.05] donde podemos observar una disminucién
significativa en la viabilidad celular. Sin embargo, las concentraciones 6 y 10 que a
las 6 h mostraron disminucién en la viabilidad celular, a las 12 h presentan un
aumento en su viabilidad. Las células bajo las concentraciones 0.2 y 30 uM no

muestran disminucion en la viabilidad con respecto al control.

Se encontraron efectos significativos en la viabilidad celular a las 24 h [Kruskal-
Wallis H= (4, N=24) = 24.054, p<0.05] de tratamiento. Se mostraron diferencias
significativas entre el control y los tratamientos. A las concentraciones 0.2, 6 y 10 uM
[U= 0, p<0.05], la viabilidad celular disminuyé aproximadamente 20% en
comparacién con el control, mientras que para las concentraciones 30, 45 y 60 uM

[U= 0, p<0.05] se observd con mayor énfasis la disminucién en la viabilidad celular.

Sin embargo, después de 48 h [Kruskal-Wallis H= (6, N=24) = 16.288, p<0.05] la
disminucién en la viabilidad celular se observo sélo bajo las concentraciones 30 y 60
MM [U= 0, p<0.05] mientras que para las concentraciones 0.2, 6, 10 y 45 uM no se
observo disminucion significativa en la viabilidad con respecto al control; sin
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embargo, es importante mencionar que en comparacion con el efecto observado a

las 24 h de exposiciobn al arsenito la viabilidad celular aument6 en éstas

concentraciones.

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que la linea celular M213-

20 no sufre un efecto dosis dependiente al incubarse con el arsenito de sodio a

diferentes concentraciones y tiempos de incubacion.
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Figura 8. Efecto del arsenito de sodio en la viabilidad celular de la linea M213-20
determinada por la prueba de exclusion azul de tripano a las 6, 12, 24 y 48 h. Las
cajas representan el nimero de células viables (mediana, cuartiles superiores e

inferiores). Cada caja representa n= 4 por triplicado * p<0.05
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Los resultados del efecto del arsenito de sodio en la linea M213-20 CL-4 se muestran
en la Figura 9. Con esta linea celular se obtuvieron diferencias significativas a las 6
h [Kruskal-Wallis H= (6, N=24)= 16.334, p<0.05] en donde los grupos tratados con
arsenito de sodio fueron significativamente diferentes en comparacion con el control.
Las células bajo la concentracion de 0.2 uM no mostraron diferencias significativas
en cuanto a la disminucién de la viabilidad [U= 4.5, p>0.05]. Mientras que las células
expuestas a las concentraciones 6, 10, 30 y 60 uM [U= 0, p<0.05] mostraron una
disminucién significativa con respecto al control, no asi las células bajo la

concentracion de 45 puM.

Después de 12 h de tratamiento con arsenito de sodio [Kruskal-Wallis H= (5, N=24)=
12.320, p<0.05] no se observaron efectos significativos bajo ninguna de las
concentraciones en comparacion con el control. Transcurridas 24 h [Kruskal-Wallis
H= (2, N=24) = 12.772, p<0.05], el tratamiento mostrd efectos significativos sélo al
llevar a cabo comparaciones entre las diferentes concentraciones; sin embargo, no
se obtuvieron diferencias significativas al compararse contra el control. El mismo
efecto se mostré a las 48 h [Kruskal-Wallis H= (3, N=24) = 21.429, p<0.05] hay
diferencias significativas al compararse entre si los tratamientos pero no al

compararse contra el control.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la linea M213-20 CL-4 se utilizo la
concentracion 0.2 uM de arsenito de sodio durante un tiempo de incubacion de 6 h
para evaluar el efecto de la exposicidn a arsenito de sodio en los niveles de GABA y
glutamato, debido a que, bajo estas condiciones las células se mantuvieron viables

lo cual fue ideal para llevar a cabo los siguientes experimentos.

5.2 Cuantificaciéon de los niveles de GABA y glutamato en la linea celular M213-20
CL-4 después de la incubacién con arsenito de sodio (Asi).

5.2.1 Cuantificacion de los niveles de GABA extracelular

Posterior a la determinacién de la concentracion y el tiempo en el que se incubarian

las células con arsenito de sodio se llevd a cabo el experimento GABA y glutamato
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para la liberacion de los neurotransmisores y su posterior cuantificacion por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC por sus siglas en inglés). Se
analizaron los neurotransmisores tanto extracelular como intracelularmente. En la
Figura 10 podemos observar los resultados obtenidos de la liberacion extracelular
del neurotransmisor GABA posterior al tratamiento con arsenito de sodio [Kruskal-
Wallis H= (0, N=16) = 14.118 p<0.05]. Al comparar el control basal y el control
estimulado con alto potasio [U= 0 p<0.05] se encontraron diferencias significativas

en la concentracion de GABA al estimular las células.
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Figura 9. Efecto del arsenito de sodio en la viabilidad celular de la linea M213-20
CL-4 determinada por la prueba de exclusion azul de tripano a las 6, 12, 24y 48 h.
Las cajas representan el nimero de células viables (mediana, cuartiles superiores e

inferiores). Cada caja representa n= 4 por triplicado * p<0.05
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Las células de la linea M213-20 mostraron efectos significativos al tratamiento con
Asi en la liberacion de GABA, tanto en la condicion basal como en la estimulada con
alto potasio [U= 0, p<0.05], mostrando un aumento en la liberacion de GABA bajo la
condicion estimulante. Al comparar el efecto del arsenito de sodio entre el tratamiento
y el control, ambos en condicion basal [U= 0, p<0.05], se obtuvo una disminucion
significativa de la concentracion de GABA en el espacio extracelular en las células
tratadas con arsenito de sodio. Se muestra el mismo efecto cuando se compara el
control y el tratado, ambos estimulados con alto potasio [U= 0, p<0.05], hay una
disminucion significativa en la concentracion de GABA liberado por las células

tratadas con arsenito de sodio.
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Figura 10. Cuantificacion de los niveles de GABA extracelular. El signo (#)
representa diferencias significativas en la condicion estimulada en comparacion con
la condicion basal; mientras que el signo (*) representa diferencias significativas
entre el tratamiento y el control en ambas condiciones, p<0.05. Se representa la
media + desviacion estandar (DE), cada barra representa n=4, por triplicado.

50



5.2.2 Cuantificacion de los niveles de GABA intracelular

Posterior a la liberacion de GABA, se cuantifico la concentracion del mismo en el
interior de la célula (intracelular). En la Figura 11 podemos observar los resultados
obtenidos después de provocar la ruptura de las células y liberar su contenido al
medio. El analisis nos indica que entre grupos hay diferencias significativas [Kruskal-
Wallis H= (0, N=16) = 10.478, p<0.05], por lo que se procedi6 a realizar las

comparaciones dentro de grupos y entre grupos.
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Figura 11. Cuantificacion de los niveles de GABA intracelular. El signo (#)
representa diferencias significativas en la condicion estimulada en comparacion con
la condicion basal; mientras que el signo (*) representa diferencias significativas
entre el tratamiento y el control en ambas condiciones, p<0.05. Se representa la
media + desviacion estandar (DE), cada barra representa n=4, por triplicado.
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Al comparar los controles tanto basales como estimulados con alto potasio [U= 0,
p<0.05] se obtuvieron diferencias significativas. La concentracion de GABA
intracelular en condiciones basales fue mayor que en aquellas células estimuladas
por alto potasio. Las células tratadas con arsenito de sodio en ambas condiciones,
no mostraron efectos significativos al compararse entre si. Por otro lado, al comparar
el control basal y el tratado basal se observan diferencias significativas al disminuir
la concentracion de GABA en el interior de las células cuando son expuestas a
arsenito de sodio [U= 0, p<0.05]. Al estimular las células con alto potasio se observa
una baja concentracion de GABA dentro de las células tanto en el control como en el
tratamiento con arsenito de sodio; sin embargo, no hay significancia estadistica al
comparar estos grupos. Es posible apreciar que la concentracién de GABA es similar

en el control estimulado, el Asi basal y el Asi estimulado.

5.2.3 Cuantificacion de los niveles de glutamato extracelular

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos por el HPLC [Kruskal-Wallis H=
(0, N=16) = 12.750, p<0.05] donde encontramos diferencias significativas tanto
dentro como entre grupos. Al comparar los controles basal y estimulado por alto
potasio [U= 0, p<0.05] podemos observar un aumento en la concentracién de
glutamato en las células estimuladas. Un efecto similar es encontrado al comparar
los grupos basal y estimulado del Asi [U= 0 p<0.05], se observa un aumento en la
concentracion de glutamato cuando las células son estimuladas con alto potasio; sin
embargo, la concentracién es menor que en los controles. Este efecto se observa al
comparar el grupo control basal y el grupo Asibasal [U= 0, p<0.05], es en este ultimo
donde la concentracion de glutamato disminuye considerablemente. El mismo efecto
se aprecia cuando se comparan el control y el tratado, ambos estimulados con alto
potasio; las células tratadas con arsenito de sodio muestran una disminucién en la
concentracion de glutamato extracelular en comparacién con el grupo control [U= 0,
p<0.05].
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Figura 12. Cuantificacion de los niveles de glutamato extracelular. El signo (#)
representa diferencias significativas en la condicion estimulada en comparacién con
la condicién basal; mientras que el signo (*) representa diferencias significativas
entre el tratamiento y el control en ambas condiciones, p<0.05. Se representa la
media + desviacion estandar (DE), cada barra representa n=4, por triplicado.

5.2.4 Cuantificacion de los niveles de glutamato intracelular

Ademas de cuantificar la concentracion de glutamato en el medio extracelular,
también se analiz6 la concentracion de manera intracelular, obteniendo resultados
significativos [Kruskal-Wallis H= (0, N=16) = 13.787, p<0.05] como se puede apreciar
en la Figura 13. Comparando los controles entre ellos se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas [U= 0, p<0.05], después de la estimulacién con alto
potasio se observa una disminucion en la concentracion de glutamato intracelular,
por otro lado es posible apreciar una mayor concentracion de glutamato en el grupo

basal.
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Esto mismo ocurrié con los tratados con arsenito de sodio al compararse entre ellos
[U= 1, p<0.05], se observo una disminucién de glutamato en el grupo estimulado por
alto potasio mientras que en el grupo basal hay una mayor cantidad de glutamato. Al
llevar a cabo comparaciones entre grupos se aprecian diferencias significativas entre
el grupo control basal y el grupo Asi basal [U= 0 p<0.05], obteniendo una menor
concentracion en la cantidad de glutamato en el grupo tratado con arsenito de sodio;
el mismo efecto es observado al comparar el grupo control estimulado y el grupo Asi
estimulado con alto potasio [U= 0, p<0.05], donde este ultimo muestra una menor

concentracion en la cantidad de glutamato que en el grupo control.
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Figura 13.

Cuantificacién de los niveles de glutamato intracelular. El signo (#) representa
diferencias significativas en la condicion estimulada en comparacion con la
condicion basal; mientras que el signo (*) representa diferencias significativas entre
el tratamiento y el control en ambas condiciones, p<0.05. Se representa la media +
desviacion estandar (DE), cada barra representa n=4, por triplicado.

6. DISCUSION
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6.1 Experimento dosis-respuesta con arsenito de sodio

Las células pueden responder al estrés de diferentes maneras, desde la activaciéon
de las vias de sobrevivencia celular hasta el inicio de la muerte celular (apoptosis,
necrosis o autofagia). Lo anterior depende tanto de factores exégenos como de la
habilidad de las células para manejar el estrés. La respuesta inicial a un estimulo de
estrés esta orientado hacia la defensa de la célula contra el estimulo pero si las
defensas celulares no son suficientes se activan las vias de muerte celular (Fulda y
col., 2010). Dependiendo del nivel y del tipo de estrés se activan diferentes
mecanismos de defensa y estrategias de pro-sobrevivencia de la célula, como por
ejemplo la respuesta de las proteinas de choque térmico, las proteinas no plegadas
(mediadoras en el incremento de la actividad de chaperonas y potenciadoras de la
capacidad de plegamiento en las células), y el aumento en la captura de glucosa
(Widnell y col., 1990; Nylandsted y col., 2004; Oslowski y Urano, 2011). Como se
describi6 anteriormente, el arsenito de sodio es capaz de alterar la viabilidad celular,
este efecto lo podemos observar en los resultados obtenidos en este estudio tanto
con la linea M213-20 como con la linea M213-20 CL-4. En los resultados obtenidos
con la linea M213-20 es posible determinar que el efecto tdxico del arsenito de sodio
en la viabilidad celular no muestra un comportamiento dosis dependiente, como en
otros estudios se ha determinado empleando modelos transformados y no
transformados. Concentraciones micromolares de arsenito de sodio disminuyen la
viabilidad celular de manera dependiente en tiempo (12-48 h) y dosis (1 a 50 uM)
(Jiny col., 2004; Lee y col., 2005; McCollum y col., 2005; Liao y col., 2007; Abnosi y
col., 2010; Yadav y col., 2010).

Es posible observar el efecto inmediato que tiene sobre la viabilidad celular el
arsenito de sodio, bajo las concentraciones 6 y 10 uM donde se presenta una
disminucién en la viabilidad celular de aproximadamente del 20%, este mismo efecto
es reportado por Namgung y Xia (2000) bajo las concentraciones 5, 7 y 10 uM
después de 8 h de tratamiento empleando un cultivo primario de células neuronales

corticales.
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Por otro lado el efecto nulo del arsenito de sodio en la viabilidad celular bajo las
concentraciones 30, 45 y 60 UM podria deberse a que la capacidad de las células
para activar mecanismos de defensa como por ejemplo las proteinas de choque
térmico, las cuales de acuerdo a los resultados obtenidos por Mengesdorf y
colaboradores (2002) aumentan su expresion después 6 h de la incubacion con
arsenito de sodio bajo concentraciones de 30-100 uM. Después de 12 h de
tratamiento las concentraciones mas altas de arsenito de sodio (45 y 60 uM)
disminuyen la viabilidad de las células en la linea M213-20, este efecto se observa
hasta las 48 h de tratamiento. Yadav y colaboradores (2010) realizaron un
experimento empleando ceélulas embrionales adultas incubadas con arsenito de
sodio bajo las concentraciones 1, 5, 10, 20 y 40 uM durante 6-48 h y observaron
disminucién en la viabilidad celular en concentraciones mayores a 5 uM; sin
embargo, a bajas concentraciones no observaron efectos significativos en la
viabilidad celular. Sus resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos en este
estudio. A bajas concentraciones de arsenito de sodio (0.2, 6 y 10 uM) después de
24 h la disminucion en la viabilidad de las células es al menos de un 20% mientras
que, la viabilidad celular disminuye drasticamente en un 70% a las concentraciones
30, 45 y 60 pM. Hernandez-Zavala y colaboradores (2005) determinaron que
después de 24 h a una concentracién mayor a 10 uM la viabilidad celular disminuye
de manera dosis-dependiente. Los efectos encontrados a las 48 h nos muestran que
la linea M213-20 posee mecanismos de defensa que ayudan a que las células
eliminen de manera eficiente el arsenito de sodio, como es posible observar en los
resultados, después de 48 h la viabilidad de las células bajo las concentraciones 0.2,
6 y 10 uM es similar al control. Estos resultados nos indican que el arsenito de sodio
afecta parcialmente la viabilidad de las células M213-20. Es importante mencionar
gue los efectos en la magnitud del arsenito de sodio sobre la viabilidad celular en
nuestro estudio podrian variar debido a la construccion genética de esta linea celular,
ya que contiene el antigeno T largo SV40 alelo A58 sensible a temperatura y genes

gue le confieren resistencia a geneticina. Las caracteristicas genéticas de esta linea
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celular podrian ayudar a que las células generen resistencia ante la presencia de
arsenito de sodio.

Por otro lado, los resultados obtenidos con la linea M213-20 CL-4 después de la
incubacion con arsenito de sodio son completamente diferentes en comparacion con
la linea M213-20. Los efectos en la disminucién de la viabilidad se observan bajo las
concentraciones 6, 10, 30 y 60 uM después de 6 h de tratamiento. Nuestros
resultados difieren completamente con lo reportado por Yadav y colaboradores
(2010) debido la diferencia en las lineas celulares empleadas. Después de las 6 h de
exposicidn no se mostré cambio en la viabilidad celular en las horas siguientes. Esta
respuesta ante la presencia del arsenito de sodio podria deberse a la genética de
esta linea celular. La construccion genética de la linea celular M213-20 CL-4 es mas
compleja, por lo que las caracteristicas que contiene el plasmido episomal pueden
conferirle resistencia frente al arsenito de sodio, provocando que éste sea expulsado
de la célula al medio o transformarlo a un compuesto menos téxico para la célula.
Sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios para poder responder qué
mecanismos se activan especificamente en esta linea celular que le confieren

resistencia frente al arsenito de sodio.

6.2 Cuantificacion extracelular e intracelular de los niveles GABA y glutamato en la
linea celular M213-20 CL-4

La linea M213-20 CL-4 es un modelo ideal para estudiar los efectos del arsenito de
sodio sobre la neuroquimica de GABA ya que posee un fragmento ADNc de hGAD67
lo cual le proporciona caracteristicas GABAérgicas a esta linea celular como se
describié previamente (Conejero-Goldberg y col., 2000; Castillo y col., 2008; Mejia-
Toiber y col., 2010). En este estudio logramos caracterizar esta linea celular como
una linea glutamatérgica; sin embargo, es necesario llevar a cabo mas estudios

sobre la sintesis de glutamato en esta linea celular.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la linea M213-20 CL-4, la concentracion

de GABA extracelular incrementa cuando las células son estimuladas con una
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solucién que contiene alto potasio, lo que se puede observar tanto en el control como
en el tratado. Este efecto sobre la neuroquimica de GABA podria deberse a varios
factores como la inhibicién de la enzima glutaminasa mediada por la interaccion del
arsenito de sodio y los grupos sulfhidrilo (Wu, 1963). Otro de los factores que podrian
disminuir la concentracion de GABA es la inhibicion de la enzima GAD67 por el
arsenito de sodio en el sitio de union del cofactor PLP, por su interaccion con los
grupos fosfato del cofactor o en el sitio de uniéon del sustrato. Por otro lado, la
concentracion de GABA intracelular es similar tanto en el control estimulado como
en los tratados con arsenito de sodio en ambas condiciones. La deplecion en el
neurotransmisor GABA intracelular en la condicion de control basal es debido a la
previa estimulacion con alto potasio, lo que ocasiona una disminucidon en sus
reservas. El mismo efecto se observa en las células tratadas con arsenito de sodio
previamente estimuladas. La disminucion en la concentracion de GABA intracelular
puede deberse a la inhibicion de alguna o quizd de todas las enzimas que se
encargan de la sintesis del neurotransmisor; por lo que, cuando las células son
despolarizadas con alto potasio la concentracion de GABA liberado al medio se
encuentra considerablemente disminuido. Posiblemente las reservas del

neurotransmisor son las que estan siendo liberadas al medio.

Ademas de la cuantificacion del neurotransmisor GABA, también se cuantificaron los
niveles de glutamato en esta misma linea celular. Anteriormente no se tenian
reportes sobre las caracteristicas glutamatérgicas de esta linea; sin embargo, en este
estudio logramos determinar que ademas de poseer caracteristicas GABAérgicas
también posee caracteristicas glutamatérgicas. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la linea M213-20 CL-4 posee altos niveles del neurotransmisor glutamato.
Sin embargo, cuando las células son incubadas con arsenito de sodio disminuyen
las concentraciones de glutamato extracelular, esto podria deberse a la reduccion en
la sintesis de glutamato por la inactivacion o inhibicion de la enzima glutaminasa
debido a que es la Unica enzima necesaria para la sintesis de glutamato. Por otro

lado, la concentracion de glutamato intracelular disminuye drasticamente en
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comparacién con los controles, lo que puede deberse a la deplecion de los niveles
de glutamato intracelular, el arsenito de sodio, podria interferir en la sintesis de
glutamato y por esta razon después del estimulo con alto potasio los niveles en la
concentracion intracelular disminuyen. El arsenito de sodio al ocasionar la inhibicion
en la sintesis de glutamato, las reservas de éste son las Unicas con las que cuenta
la célula por lo que cuando las células se despolarizan con el alto potasio son las
reservas las que estan siendo liberadas al medio provocando que la célula se quede
sin mas neurotransmisor por liberar, por lo que si hay una segunda despolarizacion
las células no tendrian neurotransmisor que liberar al medio. Los resultados
obtenidos nos demuestran que si las células son incubadas con arsenito de sodio a
una concentracién de 0.2 uM durante un periodo de tiempo corto (6 h), los efectos
en la neuroquimica tanto GABAérgica como glutamatérgica pueden ser afectados
debido a la interaccion del arsenito de sodio con los grupos tiol de las enzimas
encargadas de la sintesis de estos neurotransmisores como por ejemplo la

glutaminasa.

7. CONCLUSIONES

En este proyecto fue posible determinar que las lineas M213-20 y M213-20 CL-4

muestran diferencias en cuanto al efecto del arsenito de sodio en la viabilidad celular.

Al parecer la construccién genética de cada linea celular les confiere mecanismos de
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proteccién que son necesarios ser dilucidados para comprender su resistencia al
arsenito de sodio. A pesar del efecto nulo en la viabilidad celular de la linea M213-
20 CL-4 se determino el dafio que ocasiona el arsenito de sodio en la neuroquimica
GABAérgica y glutamatérgica; sin embargo, aun es necesario determinar si este
dafio es ocasionado por la interaccion del arsenito de sodio con la enzima de sintesis
de glutamato o si es debido a otros factores. Por ejemplo, en estudios anteriores se
habia demostrado la actividad GABAérgica de esta linea; sin embargo, no se habian
realizado estudios que demostraran la actividad glutamatérgica. Este estudio nos
ayuda a comprender mas sobre los dafios que puede causar el arsenito de sodio en
la neuroquimica GABAérgica y glutamatérgica; sin embargo, algunas de las
desventajas de estos estudios es que no pueden ser extrapolados a humanos por lo
gue es necesario llevar a cabo estudios in vivo sobre los efectos que puede llegar a
tener la exposicién prolongada a arsenito de sodio en la conducta, aprendizaje y
memoria, debido a que estos neurotransmisores se encuentran involucrados en

estos procesos.
PERSPECTIVAS

Después de determinar el efecto del arsenito de sodio sobre la neuroquimica de
GABA y glutamato se podrian llevar a cabo un sinfin de investigaciones como por
ejemplo, determinar los mecanismos de proteccion contra arsenito de sodio en las
células utilizadas en este proyecto y el dafio en su morfologia. Ademas de llevar a
cabo experimentos in vivo para determinar el efecto del arsenito de sodio sobre la
sobre la neuroquimica de GABA y glutamato, sus receptores, el dafio en las enzimas
de sintesis cuando interaccionan con arsenito de sodio; ademas del efecto sobre la

conducta, el aprendizaje y la memoria.
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