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RESUMEN

La- estimulacidén de la sintesis hepatica de glutation
lograda por la administracidn oral de’ N—acetil-L-cisteina, (NAC),
protegid contra la toxicidad del arsénicos en ratas tratadas con
dicha farmaco e intoxicadas con la DLico de arsénico (18.2 mg/kg
de arsenito de sodio), el numero de muertes registradas disminuyd
a un 30%.

La administracién de 1la dosis mencignada de arsénico
produjo, 1 hora después, daffo peroxidativo en higado, corazén vy
rifén. E1 daMo evaluado por 1l1la generacidén del MDA, producto
formado en la cadena de reacciones de la LPO, disminuyd
-significativamente en ratas pretratadas con NAC.

Por otra parte, las concentraciones de G5SH en los mismos
érganos disminuyeron significativamente 1 hora despuées de 1la
administracion de la misma dosis de arsénico. El efecto fue
evitado por la previa administracién de NAC, logandose, en rifion,
concentraciones mayores, en ratas tratadas con NAC + As, que las
cuantificadas en ratas control.

Aunado 2 tales resultados, la administracidn del inhibidor de
la sintesis de GSH, la DL-butionin—-{S,RI-sulfoximina, (BSO) ,
potencié en forma drastica, el efecto toxico del arsénico. Lz DLo
{14.8 mg/kg como NaAs(Oz2) del metal produjo, en ratas tratadas 4
horas antes con RS0, un 100% de muertes dentro de las primeras 24
horas de aobservacidn.

La socla administracidn de BSO provocd un dafa peroxidativo
significativo, debido 2 la inhibicidn de GSH. Asimismo, el arseni-—
co (DLo), produyjn tal efecto, pero en mayor magnitud. La
combinacién BSO + As produjo el mayor dafio. Como era de esperarse,
las concentraciaones de GSH disminuyeron en ratas tratadas con
arsénico o BS0, observandose que la combinacion BS0O + As registro
la mayor disminucidén. En este grupo de ratas, la distribucidn del
arsénico varié significativamente en rilKén y piel con respecto a
‘ratas tratadas dnricamente caon arsénico. En rifidn, la cantidad de
arsénico disminuyd un 4&0%, en tanto que en piel, significd un
aumento del &0%.

xi



INTRODUCCION.

11~ GLUTATION:

Es un tripéptido ubicuo entre las especies y presente en
todas las cédlulas de los animales., Eata constituido por glicina,
cisteina y acido glutamico unido mediante un enlace peptidico poco
frecuente en 2] que interviene su grupo y—carboxilo n lugar del
grupo a—carboxilo 1), El glutation (G5H) fue reconaocido hace mas
de 100 afios y su estructura se establecid en 1933 C3D.

El glutation (p—Glu—CysH-GBly) (GSH) esta presente en niveles
tipicamente altos (0.1-10 mM), siendo asi el tiocl celular de ma-
yor prevalencia y el péptido de ba jo peso molecular mas abundante.
En muchas ceélulas, el GSH aporta mas del 90% del totzal del
sulfurg no proteinico C2).

El higadao es el érgano de mayar importancia en la biosintesis
y transporta del GSH 4D, donde es sintetirzado por acciones
secuenciales de las enzimas p-glutamilcistein sintetasa y GSH
sintetasa {(Ciclo del pyp—-Glutamilo) (1,5). El Ciclo del p—Glutamilo
fue desarrollado por A. Meister y colaboradores para interpretar
el mecanismo de transporte de aminoacidos al inpterior celular de
ciertos tejidos animales (1,3). Este ciclo constituye un ejemplo
de transposicidén de grupo, sequn el cuzl el sustrato transportado
aparece en el interior celular en upa forma gquimica distinta., E1
ciclo del y—qlutamilo comprende una secuencia de seis enzimas, una
de las cuales esta ligada a3 la membrana, mientras gue las otras
residen en el caitoscl (1, 3.

En las células de mamiferos, menos del 0.2% del total de GSH
se presenta como glutation oxidado (GS5G). Normalmente poco gluta-—-
tion reducido es enlatado 3 compuestos de bajo peso molecular y a
proteinas como mezclas disulfuras (B8). Este tripeptiao es secreta-
do de las células, de *tal forma que las celulas que tienen
r—glutamiltranspaeptidasa enlazada a la membrana plasmatica, pueden
utilizar al glutation secretado (5).

Experimentos en ratas quirdrgicamente privadas de unfno a
ambos riffiones (7) y tratadas con el inhibidor de 1la y—glutamil
transpeptidasa, l1la D-y-glutamil—(o carboxi)fenilhidrazina estable-
cieron gque la actividad de la pyp—glutamil transpentidasa renal con—
tribuye al uso de aproximadamente un tercio del GSH totzl del
plasma sanguineo.

Las células que carecen de actividad apreciable de
transpeptidasa {(ej. henatoci tos) tambhien secretan GSH;s tal
molécula secretada de dichas células es transportada por 21 plasma
sanqguineo al rifidn v a2 atros tejidos que tienen cantidades
substanciales de transpeptidasa (7).



Se han reportado evidencias de exportacién de GSSG de eritro-—
citos (9D en presencia de gxidantes fuertes. Es probable que el
desplazamiento de GSH provea un medio de aportacidén de un tiol a
la membrana celular donde pueda funcianar en fendmenos asociados
con transporte, proteccién y probablemente en otros aspectos
relacionados con la actividad de la membrana celular.

Hanh et al. (8) encontraron que. GSH administrado por
via intravenosa 2 ratas es depurado rapidamente del plasma y que,
suprimiendo las arterias renales se disminuyd 1la utilizacidn de
dicho compuesto. Estos trabajos concluyeron que la degradacidén de
GSH ocurre principalmente en el rifién, pero también obtuvieron
evidencias que concuerdan con la degradacidén extrarrenal de GSH.

La interaccién de GSH con varios ¢tipos de compuestos es
catalizada por las GSH S—transferasas. Los GSH S—-conjugados son
tipicamente convertidos a 4acidos mercaptdricos Y asl son
excretados €10>. Sin embargo, pueden ocurrir otras reacciones,
tales como un desdoblamiento del grupo GSH del conjugade y del
grupo N—acetil del mercapturato. Esto ocasiona que a pesar de que
muchos compuestos, por conjugacidén con GSH disminuyen su
toxicidad, en otros compuestos suceda lo cantrario. (5,

FUNCIONES DEL GLUTATION:

Estudios en los que fue inhibido el metabolismo del GSH han
contribuido substancialmente 2 esclarecer la funcidédn del GSH vy
proveen de modelos animales de ciertas enfermedades congénitas.
Por ejemplo, se ha utilizado ampliamente la DL-butionin—{S,R]-sul-
foximina (BS0O), un inhibidor irreversible de la py—glutamilcistelin
sintetasa (11). Algunos estudios realizados con este compuesto
apoyan la caonclusidn que la porcidén S—alkil de la sulfoximina se
fija al sitio de la enzima gue normalmente une 2l aminoacido
aceptor.

A.En combinacidén con la superdxido dismutasa, (S0OD), actya como
un importante mecanismo de defensa en forma de antioxidante
biolégico. La combinacidén GSH—-S0D actua en 1la degradacion del
perdxi1do de hidrdgeno y lipidos hidroperoxidados. El G5SH reacciona
tambien facilmente con una amplia variedad de especies de
radicales libres, incluyendo radicales peroxi, fenoxi y
semiquinona. Se considera, por lo tanto, que el GSH también
funciona como un eliminador de radicales libres y en la reparacidn
de dafio bioldqico mediado por ellos (12,13).

Un radical puede ser definido en términos generales como una
espec:e que contiene uno o mas electrones no apareados. Un
electrén no aparezado puede estar asociado con varios atomos, como
se 1]lustra en la tabla 1. Lz generacidon de radicales libres es un
proceso que en condiciones normales nNo causa dafio al organismo,sin
embarqgo, las sustancias toxicas pueden aumentar la concentracidén



de tales especies, pudiendo ocasionar efectos nocivas. La tabla 1
muestra los tipos de radicales libres que en un momento dado

pueden ocasionar daffio a la membrana celular, via peroxidacidén
de lipidos membranales C(14). En la cadena de reacciones de la
LPO, uno de los productos formados, el malonildialdehido (MDA),
producto sSumamente toxico vy cancerigeno Ci14d, puede ser
cuantificado mediante 1 reaccidn con el Acido tiobarbitdrico
. C(TBAD. -
B. E1 GSH protege a las células de electréfilos potencialmente

toxicaos farmadas via el metabolismo de wenobidticos Yy en
reacciones que han sido asociadas con los procesos de

detoxificacidén. Los compuestos que forman conjugados con GSH son
procesados por las y—glutamil transpeptidasas y dipeptidasas a
cistei n—-S—-conjugados, los cuales generalmente son excretados en
arina como sus correspondientes Acidos mercaptdricos (eonjugados
N—-acetil-tL-cisteina S—-substituidos) (12).

C. El GSH juega un importante papel en 1la detoxificacidn de
carcindgenos quimicos. Se ha reportado Qque las reacciones de
conjugacidn entre los supuestos intermediarios activos de estos
carcindgenos y el GSH son catali-adas por enzimas GSH S—transfera-—
sas, reduciendo asi la concentracidédn utilizable de estas especies
carcinédgenas para reaccionar con macromolédculas celulares (15).

D. En las células mamiferas, la principal defensa contra la
peroxidacidén de lipidos es un sistema dependiente de glutation
reducido (GSH). Se sabe que el citosol de higado de rata contiene
una enzima GSH-dependiente que inhibe la peroxidacién de lipidos
microsomal y mitocondrial. En 19357, la actividad de la glutation
peroxidasa fue identificada en eritrocitos y luego en el citosol
de muchas células mamiferas, especialmente del higado (16).

E. El glutation interacciona directamente con metales, tales
como cadmio y plomo €17); asimismo, juega un importante papel en
la respuesta celular temprana contra la toxicidad del cadmioc ©18).
La administracidén de BSO a ratas decrementa 1la excrecion biliar de
cobre e2xdgeno, presumiblemente como resul tado de una deplecidn de
GSH hepatico (20,.32).



TABLA 1. TIPOS DE RADICALES LIBRES.

Tipo de radical Ejemplo

Comentarios

+« H=centrado Atomo de H (1 proton,

1 electraén)

. C=centrado Radical triclorometil

.CCls

Radicales C—-centrado
2 . en los lipidos de
membrana

« S—centrado Radicales Tiil, R-S

Radical fenildiazina
CaHsN=N"

« N=centrado

« O=centrado inorganicos: _
Superdxida (Qz )

hidroxilo (OH )

organicos:
Rad. alcoxy (RO.)
Rad. peroxi (ROz2.)

CuZéCu’f
Fe /Fe
Ti(ITII)/Ti(IV)

Iones de mwetales

de transicion. u

-La remocidédn de un a-
tomo de H de un car-—
bono a3 menudo inicia
la cadena de reaccio—
nes de los radiczales.

-principales agentes
en la toxicidad del
CClLa.

~Producido por la re-
mocién de un Atomo de
H en 21 sitio de la -
cadena del acido graso
de los lipidos de mem-
brana.

-Producido durante 1la
oxidacidén de compues-—
tos tioles.

-envuelte en la toxici-
dad de la fenilhidra-
zina 2 los eritrocitos

~Agentes importantes a2n
el estress oxidativo

-Prnducido durante la -
peroxidacidén de lipi-
dos.

—Radicales C—centrado
generalmente reaccio—
nan facilmente con Oz
para producir radica-—
les peroxi.

-6Gran habilidad para

acentar y donar aelec-
trones senc:llos. Lo
gque los hace 1mportan-—
tes zatalizacores e
las reacciones de losS
radicales libores.




12 - ARSENICO:

El arsénico se clasifica como un metaloide, vya que
exhibe tanto propiedades metalicas como no metalicas, ¥y por Ilo
tanto es capaz de llevar a cabo un amplio campo de reacciones

quimicas. Puede aparecer con valencia de -3, 0, +3, o +3. El
arsénico estid presente en rocas o minerales como el sulfurg de
rejalgar (As4S4) y la orpimenta (As203); también se le encuentra

como arsénidos y sulfarsénidos de metales pesados. Es raro
encontrar al arsénico en su forma elemental.

En términos de produccidn industrial, el tridxido de arsénico
es el compuesto mas importante vy es el punto de partida para la
manufactura de muchos otros arsenicales comerciales usados como
insecticidas, herbicidas, desecadores de 2lgodén, preservadores de
alimentos, aditivos en aleaciones, y @n la manufactura de vidriga,
ceramica, colorantes y semiconductores C19). .

La tabla 2 muestra las férmulas de algunos compuestos de
arsénico comunmente pgresentes en la naturaleza. Se incluyen
arsenicales inorqganices vy organicos, prevaleciendo en la
naturaleza, los arsenicales organicos (20); siendo el &dxido de
arsénico trivalente el de mayor prevalencia en el aire.

TABLA 2. Férmula de zlgunos compuestos de arséenico.

Trioxido de arsénico (4xido arsenioso) Aszla (& _As«ls)

Arsenito AsOs , AeQ2
Arsenato AsOe™?, HASO4™2, H2As04”

Trisulfuro de As AszSa
Arseniuro de Galio GaAs
Acido metilarsdénico (MMA) CHa3asO(OH) 2
Acido dimetilarsinico (DMA) (CHS)SQSU(DH[‘
Arsenobetaina (CHa» 3As "CH2C00_
Arsenocolina (CH3) 3As "CH2CH20Hx

Arsina 5 ASHs
Trimetilarsina ’ ) . ’ {CH3)a3As
Oxido de trimetilarsina (CHa) 3As=0

Los mecanismos de la biotransformacidén del arsénico an
mami feros no ha sido aup completamente elucidada, pero es probable
que la metilacidén tenga lugar principalmente en el higado <210,
cCon arsénico en su estado mas bajJjo de oxidacidon (Buchet vy
Lauwerys, 1983).El arsenico difunde a las células hepaticas y se



enlaza extensivamente a componentes 1ntracelulares que favorece su
acumulacion en la célula. Los compuestos de arsénico pentavalente
son reducidos in vive a compuestos trivalentes mas téxicos. sSin
embargo, la ingestién de arsénico trivalente por zanimales experi-
mentales y humanos es seguida por 1la excrecidon de cierto
porcentaje de la dosis administrada como arseéenico pentavalente
(Bencko et. al., 197&8),

Estudios en animales han mostrado que mas del 50%  del
arsenato administrado es reducido i1nicialimente 3 arsenito (Vahter
y Marafante, 1985), parte del cual es posteriormente metilado. E1
arsénico trivalente es mas téxico que su forma pentavalente vy  los
MMA y DMA son los de menor toxicidad. (NAS, 1977). Por 'lo tanto,
la metilacién del arséniceo inorganico puede ser considerado un me—
canismo de detoxificacidn.

La mayor parte del arsénico excretado 2n orina esta en forma
de 4cido dimetilarsinico, (DMA), indicando una metilacidén in vivo.
Sin embargo, a2 dosis muy altas, la eficiencia de 1la metilacioén
decrece ya que se llega a su saturacidén (28,30).E1 GSH requla el
metabolismo de As III a traves de varios mecanismos: facilitacidn
de la difusién del As III a2 la célula, estimulacidédn de la primera
reaccisdn de metilacidn e incrementc de la excrecion de DMA por
la célula C21).

Generalmente, el pretratamiento con Butionin sulfoximina
(inhibidor de la sintesis de GSH) resulta en un decremento de la
metilacidn del arsénico, siendo el primer paso de la metilacion la
reaccién afectada. Del mismo modo, los animales pretratados con
BSO, disminuyen la entrada de arsénico inorganico a la celula
hepatica (20).

Alqgunos estudios han mostrado que del &% al 9% de Aas’* tri—
valente o pentavalente administrado orzlmente a ratones fue elimi-
nado en las heces (Vahter y Norin, 1980), indicando que existe una
importante absorcidén por el tracto gastrointestinal €19, 20). La
principal rutz de excrecisdn del arsénico absorbido es la viza
urinaria.

Lz vida media bioldégicz del arsénico inorganico ingerido es

de 19O horas aproximadamente y de S0 a2l 80% se excreta alrededor de
3 dias.

MECANISMO DE TOXICIDAD DEL As TRIVALENTE.

Szainicz y Forth (43) propusieron que uno de los principales
efectos téxicos del As 111 es la deplecién de carbohidratos la

cual resulta principalmente de la inhibicidén de la
gluconeogénesis. Eﬁ}os autores sugieren que los blancos
primarigs del AsS son piruvato deshidrogenasa, ticlasa Y

6



glutation reductassa,
multienzimatico de 1l1la piruvato
enlace del arsénico trivalente a
.un decremento de Acetil CoA,
metabolismo del piruvato v la

citrico,
Estas inhibiciones,

i

segan figura 1.

tedo lo cual contibuye 2 una gluconeogédnesis
ademas del estrés causado por la

La inhibicidn del
deshidrogenasa causada
la porcidédn dihidrolipoil
produciendo 1la
nhibicién del

complejo
por el
provoca
inhibicidén del
ciclo del acido
disminuida.
intoxicacidn

mas la inhibicidén de la tiolasa, resulta en una deplecidn de
carbohidratos. 7

As™® » [Glutation

l Reductasa

Piruvato

Deshidrogenasa

>

L

l

Ac .CoA

astréé

Tinlasau

1 V-

Adrenalina f

L 2
Glucogendlisis

!

Piruvato
carboxilasa

l

Gluconeogénesis

\ 4

'

Ciclo del
Acido citrico

L,

NAD (P)H _— GSH

1 4

-

*«-——

>

l +
Deplecidén de
L—————— carbohidratos

!

Hipoglicemia

Hiperglicemia

Fig 1. Propuestz de lesiones bioq

trivalentes.
*Incr

*Dec remento

ATP ',

* Carcinogénesis?

uimics causada por arsenicales

emento

E::]Bco. Primario



13— ARSENICO Y SU RELACION CON GSH.

Se sabe desde hace algunos afics gque los compuaestos
trivalentes del arsénico son las principales formas téxicas, y que
los compuestos con arsénico pentavalente tienen peoco efecto en la
actividad enzimatica. Un numero de proteinas Y sistemas
enzimaticos que contienen grupos sulfhidrilos. son alterados por
exposicién al arsénico. Algunas alteraciones pueden ser revertidos:
por la adicién de un exceso de un monotiol como el glutation;g
aquellas enzimas que contienen dos grupos tiol pueden ser
invertidas por ditioles tal como el 2,3-dimercaptopropanol (BAL)
pero no por monotioles.

Experimentas in wviveo (28) e in vitre (29, 31D han confirmado
@l importante papel del GSH hepatico en el metabolismo del
arsénica inorganicao. Una deplecién del glutation hepatico por
arriba del 90 % del valor control conduce a una excrecién urinaria
deprimida de MMA y DMA y a2 una excrecidn urinaria incrementada de
arsénico inorganico (Asi). Cuando la deplecidén del OBSH es menos
severa, la cantidad de arsénico excretado en la aorina después de
una dosis de NaAsO2 no es siqnificativamente diferente de los
encontrados en los animales no pretratados, pero la proporciédn de
lass tres formas metabdlicas es diferente: MMA es reducicdo tomando
en cuenta que el Az vy el DMA tienden =z incrementarse. Estos
cambios se asemejan a los encontrados en pacientes con
insuficiencia renal.

El GSH puede actuar a traves de diferentes mecanismos:
proteccidn de grupos tiol labiles, activacién de enzimas
metilantes, raegulacién de la concentracisén de arsénico trivalente
libre, etc.

Los resultados de un estudio con citosol de higado de rata Y
arsénico inorganico (303, concuerdan con una ruta que envuelve dos
pasos de metilacién del arsénico (Figura 2. Un metabolito monome-
tilada se forma primero, el cuzl puede ser nueva y rapidamente me-—
tilado 3 un derivado dimetilado 0 bien ser espontaneamente oxidado
a MMA. E1 metabolito dimetilado da origen a DMA. En dicho estudio,
no se encontréd evidencia de un derivado trimetilado, asi como tam-—
poco en arina de ratas y humanos tratados con arsénico inorganico.
La primera. reaccidn de metilacidn, considerada limitante, puede
ser estimulada por el GSH, y es catalizada por una enzima diferen-—
te a la gque transfiere el sequndo grupo metilo. La ultima es
sensible 2 inhibicidn por arsénico inorganico. Cuando dicha reac—
c1dn es inhibida, la acumulacidén de MMA que resulta puede reducir

la "cantidad" de la primera reaccidn de metilacidn. Una cantidad
axcesiva de grupos tiol puede bloquearla tambiéen por disminuir la
cantidad de arsénico trivalente libre. €s posible, sin embargo,

que la inhibicion de 1la reaccidn de metilacidn por tioles conduzca
a un incremento en la excrecidén biliar del arsénico inorganico, va
que existe alguna relacidn entre la excrecidn biliar de arsénico y
el GSH (33).
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14— N-ACETIL-L-CISTEINA:

Es un faAarmaco utilizada para el tratamiento de
sabredosis de paracetamol (acetaminofen) y la bronquitis crénica.
Se cree, que su mecanismo de accidn en higado es aportar

precursores de glutation. (24,38,39). El mecanismo de accion
involucrado en el tratamiento de la bronquitis crdénica es menos
conocidg. De estz forma, no se sabe si la N-acetilcisteina - (NAC)

actda como un antioxidante o0 si algquno de sus metabolitos es la
egspecie molecular activa.

Durante la deplecidén del glutation por acetamipofen, la NAC
promueve el reabastecimiento de GSH muy por encima de
concentraciones contreol (38). Siempre ha sido dificil determinar
si esta elevacidén de GSH resultd debido a la disminucidn de la
inhibicidén por retroalimentacién (a3 nivel de p-Glutamilcistein
sintetasa) o por estimulacién de la sintesis atribuible a
concentraciones mayores 2 las normales de L-cisteina, o a una
combinacidn de estos efectos. La rapida desacetilacidn in vive vy
su habilidad de producir acumulacidn de glutation sobre
concentraciones hepaticas normales, indican que la disponibilidad
de L-ciasteina contribuye substancialmente a los procesos de
regulacidén de periodos cortos.

La concentracién de glutation hepatica parece ser regulada

por inhibicidén por retroalimentacidn de la enzima
r-9lutamilcistein sintetasa ya sea por el glutation en si, o bien
por biodisponibilidad 1limitada del aminoacido precursor del

sulfurgy L-cisteina (24). La conjugacidén con sulfato inorganico
sirve como una via de eliminacidn primaria para drogas fendlicas
y agentes quimicos ambientales. Por 11lo tanto, @l sulfato
inorganico puede ser movilizado cuando la demanda de sulfatacion
es alta. Mucho del sulfato irorganico se deriva de la oxidacidn de
aminoacidos de la dieta gque contienen actufre, como L-cisteina ¥y
L-metionina. En consecuencia, la sulfatacidén de farmacos y las
reacciones de conjugacidén del glutation dependen de un precursor
comin: L-cisteina (24>. Por lo tanto, altas concentraciones de
L-cisteina, provenientes del farmaco N—-acetil-L-cisteina seran
utilizados en la sintesis de glutation por el higado, principal
4drgano envuelto en la sintesis de esta biomolécula (243.

10



15~ BUTIONINA:

cao
.
HaN—-C-H
(CHz2)z2
|
Q=5-CHz~-C-H

NH CHz
CHz2
- 2 CaHzaN2(03S

P.M. 222.3 g/n

DL-butionin—-C[(S-Rl-sulfoximina & (S—-n—-butil homocistelin
sulfoximinal), es 21l mas potente de una serie de anidlogos de la
metionin sulfoximinaj compuestos con ¢gran poder de inhibicidén de
l2 enzima py—glutamilcistein sintetasa.

Los resultados de la experimentacién con este compuesto
apoyan la conclusién de que la parte S—alquil de la sulfoximina se
enlaza al sitio activo de 1la enzima que normalmente fija al
aminoacido aceptor, tales como glicina, alanina y a=aminobutirato.
La inyeccidédn de BSO disminuye los niveles de glutation en higado vy
en rinén a concentraciocnes gque representan un 3I0 y 204 de las
niveles control respectivamente (113.

El uso de BSO se ha extendido en gran forma en laboratorios
experimentales para estudiar alqunas funciones del GSH, usando
para esto, la inhibicidén de su sintesis en diversos érganos como
testiculos C40), higado vy rindn (11D, asi comgo embriones (412,
organismos completos (2,15) y cultivos celulares (18, 42). El uso
de aste farmaco ha contribuido substancialmente para esclarecer vy
suponer un  granmn numero de las propiedades y funciones del

glutation, desde su interaccién con xenobidticos, radicales
enddgenos, coparticipacioen en reacciones de detoxificacidén hasta
su  posible participacidn en procesos de defensa contra

carcindédgenos quimicos.

1"



2.0.- HIPOTESIS DE TRABAJO:

Ya que diversos trabajos citan la participacidén del GSH
en los procesos de detoxificacidn del arsénico por reacciones de
metilacidn y su expulsieon posterior del organismea en forma
metilada, es posible gque la deplecidn de los niveles tisulares de
glutation potencien la toxicidad del metal por aumentar Ila
concentracidn de especie taxica. Lo contrario es de esperarse

en sistemas can altos niveles de GSH. Por otra parte,
posiblemente, al variar las concentraciones de esta molécula, la
distribucién del arsénico administrado sea diferente a los

encontrados 2N organismos con niveles normales de glutation, lo
qQque podria, por tanto, modificar su toxicidad.

Se ha postulado también, que la administracion de
xenobidticos puede causar la generacidn de radiczles libres,
especies gue 2n un momento dado puede causar un efecto téxico a la
célula. En el presente trabajo se empleara la peroxidacion de
lipidos celulares como un indicador de daffo a la célula para
evaluar el efecto téxico temprano del arsénico en la rata, en
condiciones con niveles 2ltos y depletados en glutation, empleando
dos farmacos para lograr tales efectos (N—-acetil-tL-cisteina (NAC)
y DL—-butiaonin-C(S,Rl-sulfoximina, BSO, respectivamente).

12



3.0.- MATERIALES Y METODOS.
3.1. - EQUIPO.

ESPECTROFOTOMETRI Az

Espectrofotémetro UV/V Milton Roy Plus Mod. 1001
Juego de celdillas de cuar=zo
Juego de celdillas de vidrio y plastico

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA:

Espectrofotémetro Perkin—-Elmer 23-80

Generador de hidruros Perkin—-Elmer MSH-10

Fuente de poder para lAmparas con descarga sin elec-
troda Perkin—-Elmer.

Campanas de extraccién

Lampara para arsénico

Registrador R-100-A

USO GENERAL:

Congeladores
Refrigeradores
Termoagitadores
Centrifugas clinicas
Platos calientes
Vértex
Patencidmetro
Micropipetas de 3, 10-50, 40-200 y 200—-1000 ul.
Homogeneladores con pestle de teflén
Hieleras
- Cuarto. frio (4 °C).
Campanas de extraccidn

13



32~ REACTIVOS:

REACTIVO

Fosfato de Patasiq Dibasico (Ka2HPO4)

Fosfato de Potasio Monobasico {(KH2POe)

Acido Sulfosalicilico
Sacarosa

Cloruro de Sodio

2,2'" Ditiodipiridina
Giutation (forma reducida)
Hidréxido de Potasio
Hidréxido de Sodio
N-acetil-L-Cistelina
DL=-Butionin-{(S5,RI—-sulfoximina
Acido Tiobarbiturico
Dodecil—-Sulfato de Sodiao
Acido Acético Glacial

Acido Clorhidrico

1,1,3,3, Tetrametoxipropano
Cloroformoc

Metanol Absoluto

Acido Nitrico

Acido Sulfdarico

Acido Perclérico
Borohidruro de Sodio
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LABORATORIO

J.T. Baker
J.T. Baker
SIGMA Chemical
M.C. y B.

J.T. Baker
Aldrich

SIGMA Chemical
J.T. Baker
J.T. Baker
SIGMA Chemical
SicMA Chemical
SIGMA Chemical
SIGMA Chemical
Mallinckrodt
Merck

SI1GMA Chemical
J. T.Baker

J. T. Baker
Mallinckraodt
Merck

Merck

SIGMA Chemical

Ca.

Co.

Co.
Co.
Cao.
Co.

Co.

Co.



3.3.- PREPARACION DE REACTIVOS EMPLEADOS:

SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE GRUPOS SH NO PROTEICOS Y

'PREPARACION DE TEJIDOS:

Solucidén amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH 7.2

Saluciones patrdén:

-Fasfato monobasico de Potasio: Pesar 10.21 g. de KH2POs

y aforar a 250 ml con agua destilada. Conc. = 0.2 M.

-Fosfato dibasico de Potasio: Pesar 26-12 q de KziHPQs
y aforar a 500 ml con agua destilda. Conc. = 0.3 M,

Para 50 ml de solucidn de fosfatos 0.2 M pH 7.2:

47 .5 ml de KH2POe 0.3 M
119.25 ml de Ka2HPOe 0.2 M

Ajustar @1l pH a 7.2 con KOH (9 N & 2.3 N) & HCl (1:10)
Aforar a 250 ml con aqua destilada
Guardar en refrigeracidén.

SOLUCION DE FOSFATOS 0.2 M pH 7.2, 0.9 %X KCl1
CSolucidn para perfundir)

Para 250 ml de solucidn:

47 .5 ml de KH2P0O4 O.Z2 ™
119 5 ml de KzHPQe 0.2 M

Ajustar el pH a 7.2 con KOH (5 N & 2.3 N) o HC1 (1:10)
Aforar a 25¢ ml con agua destilada
Dura tres dias a 4 °C

SOLUCION DE FOSFATOS 0.2 M pH 7.2, 1.15% X DE Kxc1i, 125 mM
SACAROSA. C(CSolucidén para homogeneizar)

Para 250 ml de solucidn:

47 .5 ml de KH2POe 0.3 M
119,25 ml de Ka2HPQs 2. M
2.87% g de KC1
10.7 g de sacarosa

Ajustar el pH a 7.2 con KDOH (3 N & 2.3 N) 9 HCl1 (1:190)
Aforar a 252 ml con ,2gua destilada
Dura tres dias a 4 C

Y
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SOLUCION DE NaCl 0.15S M

Pesar 4.38B3 g. de NaCl y aforar a 500 ml con agua
destilada.

ACIDO SULFOSALICILICO AL 10 X

Pesar 2.3 g de ac. sulfosalicilico y disolver en

agua destilada. Aforar z 22 ml, o
Dura 2 dias en frasco ambar y a 4 C

SOLUCION DE 2,2 DITIODIPIRIDINA (PDS)
(Preparla al momsnto de su usod
Pesar 0.00Z22 g de PDS y disalver en 0.8 ml de HCl al 10 %
Agregar 8 ml de salucidén de fosfatos 2.2 My, pH 7.2 frios

Ajustar el pH a2 7.2 con KOH S N o 2.3 N
Aforar a 10 ml con solucidn de fosfatos pH 7.2 frios.

SOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE LIPIDOS PEROXIDADOS EN MUESTRAS
BIOLOGICAS:

SOLUCION DE ACIDO TIOBARBITURICO (TBAD AL 0.8 X

Pesar 0.2 g de TBA y disolver en 25 ml de NaQH 0.03 M.

HIDROXIDO DE SODIO Q.05 M
Pesar 0.1 g de NaOH, disolver y aforar a 50 ml comn agua

destilada.

ACIDO ACETICO AL 20 %X, pH 3.5

100 ml de Acido zacetico glacial se mezclan cdn agua destilada,
se ajusta el pH a 3.5 con NaOH al 30 % y se afora el volumen a S00

ml con agua destilada.

LAURIL SULFATO DE SODIO (SDSD AL 8.1 X%

0.81 g de SDS se disuelven y afaran a 10 ml con agua destilada.

16



CLOROFORMO-METANOL 2:1 i

100 ml de CHCla se mezclan perfectamente con 30 ml de CHsOH.

SOLUCIONES PARA LA CUANTIFICACION DE ARSENICO EN LOS TEJIDOS:

. —NaOH 1% : Pesar 2 g de hidréxido de sodio, disclver
y aforar a 200 ml con agua desionizada.

=Borohidruro de sodio al 3% : Pesar & g de
borohidruro de sodio, disolver y aforar a 200 ml can NaOH 1%.

-Soluciones concentradas de acido nitrico, sulfdrico
y percldérico.

-Acido cleorhidrico al 3% 2 Diluir 20 ml de Acido
clorhidrico concentrado en agua desionizada y aforar a 1000 ml.

17



3.4~ METODOLOGIA

EL trabajo se llevéd a cabo en ratas wistar hembras (200
SO g) a las cuales se les mantuvo con alimentacidn (Purina Chow)
y agua de bebida ad liditum durante el periodo de experimentacidon.
Las ratas se sacrificaron por dislocacién cervical.

I. Cuantificacidn de grupos SH no proteicos.

MAs del 80 por cientg de 1los grupes 8SH no proteicos
pertenecen a Glutation. Por lo tanto, una farma aproximada para
conocer los niveles tisulares de esta molécula es la
cuantificacion de los SH no proteicos.

En =]l presente estudio se trabajd con tres diferentes 4rganos
(higado, corazén y rifion) de upa misma rata, los cuales se
perfundieron con una solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH
7.2 conteniendo 0.9 % de KCl. Enseguida, los érganos se
homogeneizaron con fosfatos 0,2 M pH 7.2, 125 mM de sacaraosa ,
1.19 %Y de KCl en una proporcién 1:9 p/v. El homogenado se
desprateinizdé con Acido sulfosalicilico al 10 4 y se centrifugd
durante 15 minutos a 3000 r.p.m. El sobrenadante se tomé como 1la
fuente de grupos SH no praoteicos.

oTada el procedimiento anterior se realizé a una temperatura
de 4 C.
La cuantificacién de los grupos SH del sobrenadante se llevd
a Ccabo mediante la técnica gque se basa en 1la reaccidén de este
grupo con la 2,2 ditiodipiridina,(23), e interpolando la densidad
Sptica del producto formado a A 343 nm en una curva estandar
realizada con glutation reducido (GSH) sequn:

DILUCIONES:

0.004 g. de glutation reducido se disuelven en 10 ml de
solucidn amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH 7.2 (Fosfatos). Se
preparan los siguientes Stock:

Tubo Solucidon Fosfatos Concentracison Conc. final

de GSH ] (ml) Mg/ml (8i 0.3 — I ml)
(ml)? : {Ligrml)
1 0.373 2.62%5 30 _ S
2 0.75 2.25 100 10
3 15 1.5 200 20
4 2.25% 0.75 300 - zo
3 S0 0.0 400 40

Agitar los tubos y mantenerlos en frio

18



CURYA PATRON DE GSH Y MUESTRAS

(Preparada y mantenida en frio).

Tuba Conc. GSH GSH stock PDS ' Fosfatos
Hg/ml (ml) (ml) (ml)
ggg == E— 0.3 2.7
t - -
- 5 0.3 0.3 2.4
-
: 10 0.3 0.3 2.4
5 - - =5
I 20 0.3 0.3 2.4
; =0 L% I Q.3 Tl
? Ty - =)
0 40 0.3 0.3 2.4

Muestras tisulares:

Sobrenadante PDS Fostatos
(ml)> (ml} (ml)
Bco
0. —_— P
Beo 0,15 88
1 .13 0.3 L)
2 e 1.9 0.3 e.95
= .15 0.3 25D
Agitar. Dejar reaccionar durante dos horas (solo la curva

estindar) y leer la densidad dpticaz a A 3435 nm.

Unza vez hecha la me:zcla del sobrenadante con S’
ditiodipiridina (PDS) vy con los fosfatos. leer la D.0Q. antes de
los diez minutos transcurridos, para evitar la owidac:4on del GSH
nresente.

2. ESTIMULACION DE LA SINTESIS DE GSH
El principal &rgano involucrado en la sintesis de

glutation es =21 higado, por lo gue su cCuantificacidén en ratas
2stimuladas se llevd a cabo aen este &rganao.
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Para lograr la estimulacién de la sintesis de GSH, las ratas
fueron tratadas con una solucioéon de N-acetil-L-cisteina (NAC) di-
suelta en agua destiladz estéril y ajustada 2 pH 7.0 con NaOH al
20 #. La concentracion final fue de 120 mg/ml. Se administrd una
dosis oral unica de 1200 mg/Kg de peso, (24). Enseguida se
cuantificaron los grupos SH no proteicos 32 los sigquientes tiempos
transcurridos a la administracidén: 30, 60, 120, 180 y 260 minutos.

3. INHIBICION DE LA SINTESIS DE GSH

Las ratas fueron tratadas con una sola dosis subcutanea (en
el lomo}) de ©.89 q/kqg, (€11), de DL-butionim—[S5,Rl-sulfoximina
(BSO) disuelta en solucidn de NaCl 0.2 M estéril. Se cuantificaron
los grupos SH no proteicos a los &0, 129, 240, y 3JI60 minutos
transcurridos despuds de la administracisn del inhibidor.

Se determinaron ademas, los niveles tisulares de glutation en
ratas controles tratadas con solucion ge NaCl al 0.9 4 par las
mismas vias y a los mismos tiempos gque las ratas deprimidas
estimuladas, raespectivamente.

4. DETERMINACION DE LA DLso DE ARSENICO (i.p.?2

Se formaron 7 grupos, cada :2no de ellos contenienao
un minimo de 3 ratas (n = 5—9) asignadas al azar. Ensequicda, =
legs adminigtrdé, via i.p. un volumen meaqi1o de 0.5 mi 1e arseri1tao ce
sodio en Nafl al 0.9 % estéri1l, sequn .as Jdosis: 14.3, 15.0 5.24,
13.70, 16.20, 18.20, yv Z20.0 mgs/'g 3ara Z2ga 7rupo “2spDecTivao. T
gbservaron las ratas durante 72 norzs , s inotaron 21 numero 2
muertes acontecidas. Los resultzaos se -orrigieron por 1 ~netogo
de Litchfiel y Wilcoxon, para limites 2e caonfianza ai 95 4 (26).

5. PRUEBAS DE LETALIDAD

a. Letalidad del Arsenico en combinaciéon con BSO
Un namero de ratas tgual a las expuastas 1l

arsénico en la DLso con la dos1is minima  eexperimentaca (14.3
mg/¥%g) fueron tratadas con butiomina a upa dosis qe 2.89 3/kg. E&n
el punto de maxima inhibiczon, se les aaminicstrse A dosi13

anteriormente seffalada de arcsenlto de -sodio. Se observaran las
ratas por un lapso de 72 horas y se anotaraon el numero 3e mueries
acontecidas.

b. Letalidad del arsénico en combinacidén con NAC.
Un numero especificoc i1e ratas rraron trirtaozs
con N—-acetil—-L-cisteina a unz dos:s =e 200 mgskg 2cr wi1ia a3rzl. &0
el pumnto de sintesis maxima, s€ les -dministrd la Tinima 1gs1s  o@
arsenito de sodio que causo 21l 100 4 ZJe nuerte a2uMperimentads =20 (a
DlLso. Se observaron las ratss por espacio de 72 horas v s€ 2 3nN0to
2l numero de muertes al final del periodo.
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Ademas se realizaron pruebas de letalidad con arsénico
(en ambas dosis), con N—-acetil-L—- cisteina y con butionina solas
como cohntroles.

8. EVALUACION DE UN INDICADOR DE DARO CELULAR

Se determind la peroxidacidon de los lipidos de membrana
de los tres 4rgamnos anteriormente citados como un indicador de
dafflop a la célula y por tanto al organismo; en ratas tratadas con
las drogas solas y en combipacidn con arsénico, en las mismas
dosis administradas an las pruebas de letazlidad. Al mismo tiempo,
se determinaron los niveles tisulares de GS5H en los mismos organos
y condiciones.

Para tal efecto, los &rganos fueron perfundidos con saolucidn
amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH 7.2 conteniendo 0.9 % de KCl vy
homogeneilzados con fosfatos pH 7.2, 1.15 4 KCl, 125 mM de sacarosa
en proporcidén 1:9 p/v. Una alicuocta del homogenado se hiczo
reaccionar con Aacido %iobarpitdrico (TBA), C25). La densidad
Sptica del compuesto colorido formado se midid a A S3I2 nm y se
interpold en una curva estandar de Tetrametox:ipropano (TMP) como
egstandar externo.

En el mismo procedimiento, una alicuota del homogenado se
desproteinizd con adcido sulfosalicilico al 10 % y se centrifugd a
J000 r.p.m. durante 15 minutos. El sobrenadante se tomdé como
fuente de GSH.

Para la curva estandar de TMP, 10 uyl oe tetrametoxipropano se
disolvieron y aforaron a 10 mi CON agua destilada para una
concentracion de 6029 nmoles.

Se realizaron los siguientes stock:

tubo ™™P Agua dest. Conc. Conc. Flnal
Cml ) CmlD < nvD CnhD
1 .0.005 5,995 10 1.0
i 0.0125 5.9875 | yal. 2.3
3 0.0235 5.975 S0 3.0
4 Q.03 5.950 100 10,0
35 2.10 5.900 200 20.0

21



CURVA ESTANDAR DE TMP (Estandar externod

tubo THP sSDS Ac. Acédtico TBA Agua Dest.
(ml) (ml) (ml) {ml) (ml)
bco _

Ben _ O.1 Q.75 0.75 0.4
Ly 0.1 9.1 ©0.78 © 0.7 0.3
2(2) 0.1 0.1 0.75 0.75 0.3
- . . -
6(...) 0.1 0.1 Q.73 Q.75 0.3
7 - -

_ 8(4) 0.1 0.1 0.73 Q.75 Q.3
4 - . ” =

10(5) 0.1 0.1 0.75 0.73 0.3

MUESTRAS BIOLOGICAS

Tubo Homogenado sps A¢. Acéticoa TBA Agua Dest.
(ml)} (ml)?} (ml) {ml) (ml)
beo 0.1 0.1 0.75 SR 1.05
bco * = - .
1 Ou.1 Q.1 0.75 Q.75 Q.3
2 0.1 0.1 0.75 Q.79 0.3
3 Q.1 2.1 0.75 Q.75 0.3
Los tubos se incuban durante <20 minutos en bafio de

glicerina, provistos de condensadores para evitar la evaporacidn.
Transcurrido el tiempo de incubacidén, se enfrian inmediatamente en
hielo. La coloracidn se extrae con . 2.3 ml de una mezcla de
Cleroformo-Metanol 2:: v/v y 0.5 m}l de agua. Se agitan durante 1
minuto en vértex. Las capas se separan por centrifugacién a I500
FePuoMa durante 10 minutos. Se obtiene la - capa
cloroformo-metandlica (colorida) y se lee la densidad éptica a A
532 nm. La i1ntensidad del coleor del producto formado a3 partir de
la muestra biologica se interpoila en la curva estandzar
obteniéndose 21! resultado en nm de MDA,
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Para la determinacison del daffo celular producido a nivel de
membrana, las ratas fueron tratadas con butionina Y NAC
respectivamente, en las condicicnes anteriormente citadas. el
arsénico fue administrado en las mismas dosis vy via que 1las vya
mencionadas en =21 puntoc de inhibicidn vy sintesis MAX1mMa ,
respectivamente. Ensequida, se les sacrificd a las &0 minutos
transcurridaos a la administracidn del arsénico y se cuantificaron
las sustancias reactivas 31 TBA (lipidos peroxidados) y los grupos
SH no proteicos (GSH). : '

DISTRIBUCION DEL ARSENICO EN LOS TEJIDOS.

Bajo las mismas condiciones ya descritas, se determind
la distribucidén del arsénico en & diferentes organos y tejidos:
higado, corazdén, rifién, avarios, pulmdm y piel, en 2 grupos da
ratas, conteniendo cada uno de ellos, un mimimo de tres animales.
Dichos grupos fueron:

a). NaCl-Arsénico (14.8 mg/kg, DLo)
b). Butionina—-Arsénico (14.8 mg/kg, DLo)

Las ratas fueron sacrificadas 60 minutos transcurridos
después de la administracion del arsénica. Se extrajeran los
érganos y la piel (de la parte del lomo) e inmediatamente se
perfundieron con agua desionizada. Se limpiaraon perfectamente de
tejido conectivo y la piel fue rasurada. El exceso de humedad
fue a2liminado con una gasa. Se pesaron los tejidos y una porcidén
de cada uno de ellos se digirid con 8 ml de aAcido nmitrico, 0.5 ml
de Acido sulfurico y 0.3 ml de 4Acido percldérica (soluciones
cancantradas) a una temperatura de 70 e por un minimo de 9 horas.
Se evaporaron a3 segquedad y se resuspendieron en I3 ml de 4acido
clorhidrico al 3J%. Una alicuota de esta solucion Tue utilizada
para leer la cantidad de arsénica en el tejida por método de
absaorcion atdmica, usando Generador de Hidruros, La lectura
registrada se interpold en umpa curva estandar de arsénico
conteniendo 10, 20 y 40 ppm de As.

ANALISIS ESTADISTICO.

- Los datos fueron analizados por dos pruecas
estadisticas C(27):

T—estudent: Para los datos en los que se compararaon dos
diferentes valores medios: Cinética de las niveles de G5H =2n fun—
ci1an del tiempo y distribucidn del arsénico en los tejigos.

Prueba de Newman—kKeuls para valores multiples: Para da-—

tos en los que se comparan mas de dos valores medios:
Lipoperoxidacion y GSH en higado, corazon y rifion.
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4.0~ RESULTADOS:

1. EFECTO DE NAC EN LA SINTESIS DE GLUTATION HEPATICO.

El efecto causado poar la administracidn de
N—zacetil—-L-cisteina en la concentracidén del glutation hepatico en
el curso del tiempo, 25 mostrado en la Figura 3. La administracioén
de 1200 mg/kg de NAC (240 elevd la concentracisén de GSH a los 40
minutos transcurridos después de la administracidédn, a un 163% del
control (P<0.001). Niveles significativamente mayores (P<0Q.03)
fueron detectados desde los Z0 minutos. La concentracidén de GSH
tendid a disminuir a partir de los &0 minutos, a las & horas, los
niveles de glutation en el higado no fueron diferentes 3 los
valores cantrol.

2. EFECTO DE BSO EN LA CONCENTRACION DE GSH HEPATICO.

La Figura 4 muestra el eftecto causadoc por la
administracidn de BSO en las niveles del GSH hepatico en el curso
del tiempo. 0.8% g/kg de DL-butionin—-{(S,RIJ-Sulfoximina (112> causa-—
ron una disminucidédn del 14% (P 0.0035) desde los &0 minutos despues
de su administracidn. La inhibicidén de 1a sintesis llegd a su
punto maximo 3 las 4 horas (63% con respecto al control, P<0.001)
y sa mantuvo bajo hasta las &6 horas.

Par tanto, BSO tiene un efecto inh:ibidor de 1la sintesis de GSH
hepatico, logrando un punto de maxima inmhibic:édn a2 - la 4 horss
transcurridas a2 su administracidén subcutanea de 0.87 g/kg (4mM) .
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FIGURA 3

Efecto de la administracion de NAC en la
sintesis de GSH hepatico.
trado por .*a 92ril
res mostrazodcs zon la media *D.E de 3
lina) ¥y 4 ‘NAC) experimentos. (&) P-aQ.ul,

{(b) P<0.,001; c) P-0QO.QUS con respecto al
contreol sai:no.

NAC tue .dminis-
(1200 mos/kg). Los valo—
(sa—
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FIGURA 4

Efecto de la administracién de BSO en la
sintesis de GSH hepatico. El1 BS0O fue admi-—
nmistrado por via s.c. (4 mmol/kg). Las valo—-
res mostrados son la media YD.E. de 3 expe-
rimentas. (a) P<0.0035; (b) P«<0.001 con Tes—
pecto a los niveles control.
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3. DLso PARA As

Con el objeto de fijar los valores DlLo y Dlioco de As par
via intraperitaneal en ratas hembra, se realizdé una valorzcién de
la curva dosis—letalidad del arsénico. La DLeo a lag 72 Horas
después de la administracion de arsénico resultd ser 14.8 mg/kg.
por otra parte, 18.2 mg/kq de arsénico causaron un 100% de
letalidad a las 72 horas. La figura 5 nos muestra wuna linea con
una pendiente alta, lo que da cuenta de una toxicidad del arsénico
en ratas hembra, igualmente alta. La Tabla 3 presenta los grupos
experimentales empleados para la determinacidn de la DlLso vy los
resultados obtenidos en ella. Un valor de DLso de 13.72 mg/kg fue
calculado.

4. LETALIDAD DEL ARSENICO EN COMBINACION CON BSO.

Para comprobar el efecto de los niveles de GSH en la
proteccidén contra la toxicidad del zrsénico, un numero iqual} de
ratas fueron tratadas con 21 inhibidor especifico de la sintesis
de GSH, BSO, en el punto de maxima inhibicisén (4 horas
transcurridas a la administracion, Fig 4), la administracidn de la
DLo de NaAsdz en conjunto con BSO causd un 100% de muerte (Tabla
4) . Por otra parte, el total de muertes acontecidas en el grupa
BS0O0-As Dlo, se registraron dentro de 1las primeras 24 horas,
ocurriendo muertes en tiempos tan tempranos como las 2 horas.

5. LETALIDAD DEL ARSENICO EN COMBINACION CON NAC.

Para evaluar el efecto de un aumento en las
concentraciones hepaticas de GSH en 1la toxicidad aguda del
arsénico, 200 mg/kg de NAC fueron administrados, via oral, a B

ratas. A los &0 minutos transcurridos (tiempo al cual los' niveles
de GSH hepatico se encontraron en su nivel maximo, Fig 3) se les
administrd 18.2 ma/kg de NaAsdz (DLico experimental) y se observa-
ron durante 72 horas. La Tabla S muestra el efecto causado por la

administracion de NAC en la toxicidad aguda del arseéenico. En
presencla de altas concentraciones hepaticas de GSH, la toxicidad
del arsénico disminuye. Ademas, =2n 2]l grupo salino-As DLico, las
muertes ocurrieron dentrg de las orimerzs 24 horas, mientras que

en el grupo NAC-Ags DLigo, s41l0 hapian ocurrida I muertes en el
mismo lapsa de tiempa. la cuarta muerte sucedid dentro de las 48
horas transcurridas.
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FIGURA S

Toxicidad peritoneal aguda del arsénico en
ratas hembra. Las ratas fueraon asignadas al
azar a cada uno de los Qrupos correspondien—
tes v los analisis Probit para la mortalidad
a las 72 horas después del tratamiento fue-
ron determinadas como se describid previamen—
te C(26).
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TABLA 3

Determinacidn de la DLso de Arsédnico via intra-
peritoneal en ratas hembra. Grupos experimenta-
les utilizados y dosis empbleadas. Los analisis
Praobit para la letalidad a las 72 horas transcu-
rridas a la administracion del arsénico fueraon de-—
terminadas como se describe (26). Entre paréntesis
los limites de confianza al 95 % para la DlLso.
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TABLA 4

Letalidad del arsénico en combinacién con BSO.
El metal (14.8 mg/, DLo) fue administrado en el
punto de maxima inhibicién de la sintesis de GSH.
Las ratas fueron observadas y registrado el numero
de muertes acontecidas en un lapso de 72 horas. La
administraciséon de BSQO (O.89 9/kg) causd una deple-
cion del &3% en los niveles de GSH hepatico a lag
4 horas seguidas a su administracidn,
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TABLA S

Letalidad del arsenico en combinacidén con NAC.
El arsénico (18.2 mg/kg, DLioco) fue administra-
de en el punto de maxima sintesis de GSH. E1 nu-
mero de muertes mostradas ocurrieron en un lapso
de 72 horas. La administracidén de NAC (1200 mg/ka)
causd un aumento del &0% en los niveles hepaticos

de GSH a los &40 minutos después de la administra-—
cioén.
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8. EVYALUACION DE UN INDICADOR DE DANO CELULAR.

Niveles de glutation y lipidos peroxidados
en tres diferentes drganos.

Para la cuantificacidn de los niveles de GSH vy lipidos
peroxidados en higado, corazén vy rifon, el sacrificio de los
animales empleadas para tal efecto se realizd 1 hora después de la
administracién de las dosis respectivas de arsénico, esto con el
propésito de evitar la muerte espontanea del animal (resultadaos
antes mencionados).

6.1 Efecto de la interaccicon NAC-As DLioo

—-Migado: La figura &6—A muestra el efectop producido por
12 interaccidédn NAC-As en los niveles de lipidos peroxidados (LPO?
y Qlutation en el higado. Lz administracigan de 1a DLioco de
Arsénico causd una elevacidn en la lipoperoxidacidn de un 1304 con
respecto a los niveles control (P<0.001). De la misma forma, las
ratas intoxicadas con 13 misma dosis de arsénico, pero previamente
tratadas con NAC, presentaron niveles de LPO estadisticamente
menores al grupo salino—As DLioco (P<0,001)., Por otra parte, la
administracidon de MAC—salino no causd lipoperaoxidacion
si1gnificativa en el grupe de ratas experimentadas (P>0,095 con
respecto al control). Los niveles de glutation en este o46rgano
variaron significativamente de acuerdo al tratamiento i1mpuesto a
los diferentes grupos ensayados. La administracidédn de NAC elevd
los niveles de GSH hepAticao aproximadamente un 534 por arriba de
la concentracidn control (P<0.001), La adigcidn de la DLioco de
arséanico al sistema redujo los niveles de glutation, tanto en =21
grupo pretratado zon NAC como en el grupo administrado previamente
zon salino (PZ0.01 contra el grupo NAC-As Dbico, P<0,001 con
respecto al control salina—salino).

38



FIGURA B-A

Efecto de la interaccion NAC-As €18.2 mgrkg DLiocod

en los niveles de GSH y peroxidacién de lipidos

en higado. El arsénico (18.2mg/kg, DLioco) fue adminis-—
tradoe 1 hora después de la administraclidodn de NAC (1200
mg/kgl).las ratas fueron sacrificadas 1 hora después de
la administrcién del metal. Los valores mostrados

son la media YD.E. de 6 animales. Peroxidacidn: As Vs
NAC, Ys NAC-As y Vs control, P<0.0013; NAC-As Vs
control y Vs NAC P-0.001,

Glutation: NAC Vs —Contral, Vs. NAC—-As vy Vs. As
P£0.001, control Vs As y Vs NAC—-As P<0.0013; NAC-As

Va. As P<0O.01.
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=Corasdn: Un efecto un tanto similar fue observado en
corazén. La figura 6-B muestra los niveles de GSH y peroxidacién
de lipidos a efectg de 1a interaccidén NAC-As Dlioco. La
administracidén de 1200 mg/kg de NAC na varid los niveles normales
de glutation ni1 tuva efecto lipoperoxidativo en éste 4drganc
(P<Q.,03)., Sin embargo, el arsénico causd peroxidacidn de lipidos y
simul tAneamente, deplecidn en la concentracidén de GSH (P<0.001 con
respecto al control salino). La previa administracidén de NAC
previno, en forma parcial, el dafic celular causadeo por la DLioco As
(P<0.001), asi como la disminucisdn de GSH (P<0.025), adan y cuando
"los niveles de LPO no disminuvyercen 2 un nivel normal (P<0,001)3; 1la
concentracién de GSH en este grupo no tuvo diferencias caon
respecto al control salino (P<0.03)

—Rifidn: La figura 5-C muestra los niveles de GSH y LPO
en éste Srgano a razén de la interaccidn NAC-As. NAC elevd los
niveles de GSH Z0% por arriba de los niveles control (P<QO,.025) sin
tener efecto peroxidativo (PXO.05 con respecto al control salinol.
La administraci14n de 14.3 mg/kg de NaAsDdz depletd la concentracidn
tisular de glutation 3 un 50 % de los niveles control, a la vez
que la lipoperaoxidacidon aumentd (P£Q.001 con respecta al cantrol
salino). La previa administracidén de NAC a ratas posteriormente
intoxicadas Con arsénico. previno, an forma parcial, la
peroxidacidn de lipidos (P<0.03), simultaneamente, altos niveles
ge GSH, iguzles a los cuantificados en ratas tratadas solo can NAC
AP0.03), fueron detectadas en estos animales.
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FIGURA 6-B

Efecto de la interaccidén NAC-ASs en los niveles

de GSH y peroxidacidn de lipidos en corazdn.
El arsénico (18.2 mg/kg, DLioo) fue zadministradeo 1
hora después de la administracidn de NAC (1200 mg/kgr.
Los animles fueraon sacrificados 1 hora después de
la administracisn del metal. Los valores mostrados
son la media TD.E. de & euperimentos. Peroxida-
cidén: As Vs. control, Vs NAC y V¥Ys NAC-As P-0.001,
NAC-As Vs control PZ0.001 vy NAC-As Vs NAC P-0.0035.
Glutation: As VY=. NaCL y Vs. NAC P<0.00Q01l3 NAC-As Vs
As P<Q.025.
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FIGURA G6-C

Efecto de la interaccidédn NAC-As en los niveles

de GSH y peroxidacisén de lipidos en riffdn. E1

arsénico (18.2 mg/kg, DLioo) fue administrado 1

hora después de la administracidn de NAC (1200 mg/kg).
Las ratas fueron sacrificadas 1 hora después de la
administracidén del metal. Los valores mostrados

son la media *D.E. de & experimentos. peroxidacisn:

As Vs. control y Ys. NAC P < Q.001, Vs NAC-As P < 0.053
NAC-As Vs. control y Vs. NAC P < 0.Q01.

Glutation: As ¥s. NAC, VYs. NAC-As y VYs. control

P < Q,0013 contrel Vs. NAC P < 0.025, Vs NAC-As

P < 0O.05.
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B8.2. Efecto de la interaccicén BSO-As DlLo.

~-Higado: La figura 4-D representa el efecta producido
por la interaccion BSO-As DlLo en el higado. BSO causd una
inhibicidn del &54 en 1a sSintesis del - glutation hepatico con
respecto a los niveles control (P<0O.001), a la ve: gue causdo
lipoperoxidacidn en este 4rgana (P<0.001 con respecto al control
salinog). La peroxidacidn de lipidos causada por BSO fue tzal, que
no hubo diferencia con el efecto observado por la administracidn
de 1la DLo de As en el otro gqgrupac de ratas, aun y cuando las
niveles de GSH, entre estos dos grupoas, si lo fueron (P<0.001). En
ratas deprimidas en GSH (por BS0O) e intoxicadas con arsénico, los
niveles de LPO, como era de egsperarsea, aumentaron
considerazblemente, a la vez que las concentraciones de §(SH
disminuyeron en forma notable.

-Corazdn: La administracidén de BSO, Dlo de As Q la
combinacién BSO-A4s DLo, NO produlg variaciones significativas en
los niveles de GSH comparadas con los control, n1 entre ellos
(figura &-E), aun y cuando los LPO representaron dafic a la célula
cardiaca. 14.8 mg/kg de NaAs0Oz causd, en coraz-cdédn, una aumento del
80% de los lipidos peroxidadons a3 los niveles control (P<0.001,
fig. &6—-E), en tantc que BSO no tuvo efecto peroxidativa. La
interaccidén BSO0-As, elevd los LPO 2 un punto maximo (P<O.0O3 con
respecto al grupo As DLo).

—Rifdn: En este 4rgano, Los resultados son un tanto
diferentes. La administracidn de 4 mM/kg de BSO causd una sensible
disminucidn de l2 concentracidén de glutation en el rifdén,
simul taneo a un zumento en lgs niveles de lipidos peroxidados de
la célula renal (P<0.001 con respecto a3l control salino. figura
6—-F). El dafio celular causado por ESO fue tal, que no  hubo
Qiferencias significativas con respecto al causado por la
administracidédn de 14.8 mqg/kg de NaAsQz2, sin embargo, la deplecidn
en las concentraciones de GSH observadas por la administracion de
estos fTArmacos, no fueron estadisticamente i1guales (P-0.001, Olo
As Y5 control:P<0.003). La combilinaciéen BSO-As DLo elevd los LPO al
punmto maximo, aun y cuando no fueron diferentes a los causados por
BSO solo (P00 057, pero si mayares 2 los causadas osor la
administracidén ae As sola (PL0.00S). Al mismo tiempo. BSO—-Rs causo
en ri1fdn una disminucidn, al 254 de leos niveles control, de Iios
niveles de glutation (P<0.01 con respecto al grupo BSO, Pe,00]
con respecto a3 los grupos DLe As y contral salinao).
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FIGURA 6-D

Efecto de la interaccidén BSO-As en los ni-

veles de GSH y lipidos peroxidado=z en higado.
El arsénico (14.83 mg/¥%g, DLo) fue administrado

4 horas después de BS0O (0.89 g/kg). Los animales
fueron sacrificados 1 hora después de la adminis—
tracidn del metal. Los valores mostrados son la
media X D.E. de & experimentos individuales. Peroxi-
xidacién: BSO-Agy As v BSO, Vs, NaCl P<0.0013;
BSO—-As Vs. BSO P < 0,005; BSO-As Vs As P<0.025.,
Glutation: BSO-As VYs control, Vs. As y Vs ESO

P < 0.0013 BSD Vs control y Vs As P<0.001; As Vs
control P < 0,001,
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FIGURA B-E

Efecto de la interaccién BSO—-As en los niveles

de GSH y lipidos peroxidados en corazdén. El arsé—
nico (14.8 mg/kg, DLo) fue administrado 4 horas des-
pués de la administracidén de BSO (0.89 g/kg). Las
ratas fueron sacrificadas 1 hora después de la admi-
nistraciéon del metal. Los valores mostrados son la me-—
dia *D.E. de & experimentos. Peroxidacidns EBESO-As
Vs control y Vs BSO P < 0.001, Vs As P < 0.05; As
Vgs. control P < 0.001, Vs BSO P < Q.005,

Glutation: No existe diferencias significativas en
los niveles de GSH en corazdn entre estos 4 grupas.
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FIGURA 6=F

Efecto de la interaccién BSO-As en los nive-—

de GSH y lipidos peroxidados en rifién. £l arsé-
nico (14.8 mg/kg, DLo) fue administrado 4 horas des-—
pués de BSO (0.89 g/kg). Los anmimles fueron sSacTi—
ficados 1| hora despuds de la administracion del me-—
tal. Los resultados mostrados son la media *D.E. de
& experimentos. Peroxidacidns BSD—-As Vs control
P £ 0.001,¥s As P < 0.0055 BSO Vs control P < 0,001
As Vs contraol P & 0.025. Glutation: BS0O-As Vs con-
trol, vy Vag. As P < 0.001, Vs. BSO P < 0.01; BSO Vs.
As v Vs. control P < 0.001 3 As Vs, control

P 2 0,005.
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7. DISTRIBUCION DEL ARSENICO EN LOS TEJIDOS.

La TABLA 6 muestra el contenido de arsénmico en &
diferentes tejidos 1 hora despues de la administracién de una
dosis intraperitoneal dnica de 14.8 mg/kg de NaAsdz 4 horas
después de la administracidn de 4 mM/kg de BSO o salino. E1l
contenido de arsénico en piel, =2n ratas tratadas con BSO previo a
la administracison del téxico, aumentd aproximadamente un 60% con

respecto al grupo no prectratado (P<Q.001), Mientras tanto: el
arsénico presente en el rifidn de ratas noa pretratadas con BSGO,
significa wun &O0O% por arriba del cuantificado en ratas

administradas con BSQ vy expuestas al arsenico. En los demas
oérganos analizados, el contenido de arsénico entre laos daos grupaos
de ratas, no fueron diferentes.
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TABLA &

Distribucidn del arsénico en los tejidos. El arsé—
nico (14.8 mg/kg, DLo) fue administrado 4 horas des-
pués de BSO o salino. Las ratas fueron sacrificadas 1
hora después de la administracidn del metal. Los va-—
lores mostrados son la media de un mimimo'de & deter-—
minaciones por teJido. Entre paréentesis se da la
desviacidén estandar observada.

* P<0.001.
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5.0.- DISCUSION.

El glutation, un tripéptido en cuya fdédrmula quimica
interviene un resto de aminoacido con un grupc SH, 28 una molécula
de gran importancia en toxicologia. Su papel en la detoxificacidn
del organismo de un gQran numera de compuestos organicos e
inorganicos ha recibido una gran atencion en los dltimos afios. De
especial interds son los procescos de detoxificacidn de metales
mediados par procesos dependientes de glutation (12, 17, 21).
Dentro de los metales, el arsénico, un metaloide con gran afinidad
a grupos sulfhidrilos, ha sido reconocide que se elimina del
organismg por reacciones en las cuales garticipa el glutation en
su forma reducida (GSH) (20,28>. La metilacidn del arsénico es la
principal via metabdlica por la cual el metaloide disminuye su
toxicidad. En esta via, el GSH participa como un estimulador (33>,
De tal farma, la disminucidn en un &3I4 de los niveles de GSH
logradaos por la administracidén de BSO (un inhibidor especifico de

Y—Qlutamilcistein sintetasa <(11)), potencia drasticamente la
toxicidad del arsénico, evaluada por la letalidad producida por la
DLo experimental {la DLo se convirtiéd en DLioco en ratas

intoxicadas con arsénico previamente tratadas con BSO). Por otra
parte, la administracidén de N—-acetil-bL—-cisteina provocd un aumento
en los niveles hepaticos de GSH (604 con respecto a1 control),

disminuyendo la letalidad de 1la DLico en ratas {en ratas
estimuladas en la sintesis de GSH, la DLioco experimental se
convirtido en Dlseo). Estos resultados dan cuenta de que una

disminucldn o aumento en los niveles celulares de glutation,
afectan en forma inversa la toxicidad del metazloide, esto es. con
niveles bajos de GSH, la toxic:dzd aumenta, b4 viceversa. Ahora
bien, la curva obtenida en la DLso, con una pendiente alta. es
indicativa de una gran agresividag del arsénico vy aelevada
susceptibilidad de las ratas hemora a este metal, ya que un ligero
aumento 2n la dosis administrada provocd un drasticao etecto
potenciador de su toxicidad.

Por atra parte, el arsénico disminuyd en forma
dosis—dependiente los niveles celulares de GSH en higade y rifién,
drganos envueltos en sintesis i1ntensa de ésta molécuia, nero na en
corazdén, posiblemente por uha pobre sintesis de glutation en este
édrgano. De la misma forma, la butionina (BS0O) 1nhibid la sintesis
de GSH en los dos organos anteriormente citados, nerc no  en
carazdédn, donde los niveles de glutation no fueron diferentes 3 laos
normales, ya que posiblemente la molécula de GSH presente en
corazdén provenga del higado. dande existe transporte de éste
érgano a otros a traves de la sangre. Ademas, el glutation
parricipa en una serilie de reacciones de proteccidn a la celula,
entre allos, en combinmnacidén con superoxido dismutasa (S0D), actda

coma un importante mecanismag de defensa antioxidante, La
perosidacidon de lipidos de la membrana celular es un proceso
narmal =2n todos los tejidos vivientes, daonde la generacion de

ragdicales de oxigeno ocurre por la reduccidn del oxigeno i agua.
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Este proceso se lleva a cabo en una magnitud que en
condiciaones normaies no provoca dafio celular- (343, La principal
prateccidén contra peroxidacidén celular es un sistema dependiente
de glutation (i18):1la disminucidn de las concentracianes de GSH a
efecto del arsénico y butionina produjeraon un efectoc concomitante
de potencizcion del dafio celular, ya gue la cantidad de radicales
libres producidos. gor procesoas normales y por rompimientos de
compuestos peroxidados (162 no fué posible neutralizarla. AGn mas,
la cambinacidn BSO-As resultd ser adn: mas téxica que los Tarmacos
solos en los tres 4rganos analizados, donde los niveies de GSH, a
excepcidn de corazon, fueron también mas bajos. La dosis mayor de

arsénico empleada produjo, de la misma forma, una deplecidn
dramatica de los niveles de GSH en los tres 4rganos, 2 la vez que
un aumento de la concentracién de lipidos peroxidados. La

administracidén de NAC previno, de forma total, en corazdn y rifion,
la deplecién de GSH, no asi en higado, donde sélo previno de forma
parcial. Sin embargo, el daffo a la célula en este grupo de ratas
(NAC—As) persistid adn por encima de los niveles normales, pero
por debajo de los valores observados en el grupo de ratas tratadas
Con arsénico solo. Para explicar la disminucidén del GSH observada
en las ratas tratadas con NaAs(Oz, se ha sugerido gue 21 consumo de
esta molécula puede deberse a la excrecidén del metal {(via bilis,
para el caso detl higado) unida en forma de complejo al GSH
33,292, mientras gue para este mismo &érgano ¥y para el riffén vy

COTazan, l2 metilacidn del arsanico inarganico consumiria
glutation en su primera reaccidén, disminuyendo de esta forma su
concentracison (21, 32, 38). Algunos autores (36D sugileren, para

explicar la depleciédn tan drastica de los niveles de GSH hepaticos
en ratas tratadas con arsenicales, gque ocurre una reabsorcidn del
arsénico previamente excretado en bilis por un mecanismo
dependiente de glutation, siendo nuevamente excretada pPor el
mecanlismo mencionado, equivalienda de esta forma., un namerao de S a
& moleculas de GSH por cada molécula de arsénico.

Tratando de compraobar si la variacidon en los niveles de GSH
celulares influye en la distribucien del arséenico en los tejidos,
las ratas fueron tratadas con la combinacidn BS0O-As. La
concentracidén del arsénico en todos los tejidos, con excepcidn de
rifdn y piel, fue la misma gue en 21 grupo tratada con grseéenico
solo. La disminucidén de un &O% de la concentracidon del arsenico en
rifan an el Qrupo BSO-As con aumento simultaneo del mi1ismo
porcentaje en piel, Nnos lleva a una hipd&dtesis: La disminuc:on de
GSH en rifiédn 1mpide la fijacison del arséenico, provenliente del
higadeo, 2n este &rgano, migrando 21 metal a wn tejido rico en
queratina, (37), proteina con gran cantidad de grupos 5SH, puciendo
fijarse 2] metaleoide, por tanta, 3 esta praotelna y aumentanao de
esta forma, la concentracioen en este tejido.

El etecto letal producido por el arsénico (DLo? en
comblnacion con BSO y la proteccidn ofrecida per NAC contra la
DLioo de este metal da cuenta del i1mportante papel del glutation
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contra la toxicidad del arsénica, esto evaluado tambiéen por la
proteccién del GSH en contra de la peroxidacién de los lipidos de
membrana observada en los animales tratados. La BS0 en conjunto
con arsénico (DLo) tuvieron mayor cantidad de lipidos peroxidados
(LPO) que ningan Qtro grupo, a excepcidn de las ratas tratadas con
ia DlLioo de arsénico, que pretratadas con NAC disminuyeron
significativamente dichos niveles de LPO.

Los resultzdos obtenidos en el presente trabajo nos llevan a
resaltar el importante papel del glutation en la detoxificacidn
del arsénico inorganico del organismo, asi coma a determinar la
distribucidn del metal en a2l mismo cuando dicho tripéptido dismi-
nuye, lo que serviria de base para futuras investigaciones en los
cuales los niveles de GSH se encuentra deprimidos por efecto de u-
na desnutricion, factor que hace mas sensible al orqganismo a
intoxicaciones por agentes quimicos. De 1la misma formza, nos
muestra la proteccidn efectiva de esta molecula en contra del dafio
celular, causado por peroxidacidn de lipidos membranales, donde es
‘"de gran relevancia.
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6.0.- CONCLUSIONES:

1. Se demostrd que la NAC estimula la sintesis hepatica
de GSH en ratas hembra, lograndose un pico de sintesis maxima a
los 60 minutos después de la administracidn.

2. Se demoastrd que la BSO 1nhibe la sintesis haepatica
de glutation en ratas, con inhibicidédn maxima desde las cuatro
horas y manteniéndose asi hastz las & haras.

3. Se demostrd que el arsénico s MUy agresivo  a las
ratas hembra Wistar, indicado por la pendiente en la curva de la
DLso.

4., De la misma forma, el arsénico causa peroxidacidn de
lipidos en higadao, corazdén y rifidn de rata en las dos dosis
empleadas {(DLo vy DlLioo) a los &0 minutos depueés de la
administracidén por via 1.Pa, con simultanea deplecidn de los
niveles de GSH en los 4rganos anterlgrmente citados.-

S. La previa administracidén de NAC previene en forma
parcial, el dafio peroxidativo causada por la DbLioco de As en higado
corazdn y rifidtn, en tanta qgque BSO potencia tal dafio causado por la
DLo. En estos efectos, existe correlacidén nmegativa can los niveles
de GSH en los 4rganos anteriores.

6. Se demostrsd, gque una disminucidn en los mveles de

GSH previaos a la administracion de arsénlico, aumenta la concentra-
cidédn del metal en piel, 2n tanto que disminuye en rifidn.
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