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RESUMEN

Determinacion de la cinética del arsénico en conejos

En América Latina la presencia del arsénico en el ambiente y en las fuentes de
agua para consumo humano, se debe a factores naturales de origen geoldgico
como a actividades antropogénicas. El arsénico en las aguas naturales se
encuentra principalmente como trivalente (arsenito) o pentavalente (arsenato).
Se realiz6 un modelo biolégico en conejos domésticos con exposicion a As en
dosis media (DL 50) y media letal (DL 75), con la finalidad de determinar las
alteraciones funcionales en higado y rifion, a través de la valoracion periddica
(muestreo basal, 15, 30, 45 y 60 dias) de las reacciones enzimaticas (suero
sanguineo) de: ALT (alaninoamino transferasa), AST (aspartatoamino
transferasa) y GGT (gamaglutamil transpeptidasa); los pardmetros (en sangre
completa): hematocrito y proteinas totales. Al final de cada uno de los periodos
determinados los conejos se sacrificaron y se realizd6 el estudio
anatomopatoldgico, recolectando muestras para estudio histolégico vy
determinacion del grado de bioacumulacién (en: pelo, orina, heces, sangre
completa, higado, rifion, encéfalo y musculo) a través de espectrometria de
masas, expresando los resultados en ppm. Se realizdé un analisis de varianza
(ANDEVA) para evaluar las diferencias entre grupos se utilizo la prueba de Fisher
(p < 0.05), y adicionalmente estadistica no paramétrica (cuadros y figuras),
comparando los datos con los valores de referencia. Se encontrd gue los niveles
de As con una exposicion de DL50 provocan una mayor alteracion hepatica asi
como un incremento de los valores enzimaticos de ALT, AST y GGT, ademas de
una acumulacion significativa en comparacion de la DL75, identificando al higado
como el mejor indicador de acumulaciéon de este metal. Se produjo dafio
significativo a nivel renal, identificado a través de la orina en los conejos de
acuerdo con la exposicidon al metal, y cambios en la morfologia celular con dafios
irreversibles.

Palabras clave: bioacumulacion, As, toxicidad, AST, ALT, GGT, conejos.
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.  INTRODUCCION

El acelerado crecimiento industrial y la explosion demografica mundial en las
tltimas décadas ha dado origen a grandes concentraciones urbano-industriales
lo que en conjunto ha provocado la presencia de contaminantes toxicos en el
agua y el suelo alterando el equilibrio natural del ecosistema (Alvarado, 1991,
Baker et al., 1977; Milhaund, 1988).

Muchos de estos productos quimicos son peligrosos y es importante evaluar los
riesgos directos o indirectos para la salud (Salas y Mufios, 1987). La emisién de
sustancias contaminantes al medio ambiente es inevitable, tanto como resultado
de procesos industriales como la utilizacidén de productos manufacturados en el
tratamiento y eliminacion de residuos. Al ser liberados al medio ambiente, los
contaminantes circulan y sufren alteraciones dependiendo de varios factores
naturales y artificiales, interrelacionados. Su desplazamiento puede ser percibido
por los seres vivos como rapido o lento en su forma original o alterada. Su
trayectoria puede ser directa o compleja, segun sean los traslados producidos
en los entornos atmosféricos, subterrdneos y acuéticos. Los residuos de los
contaminantes pueden encontrarse o no bajo control, siendo supuestamente
controlados una parte intrinseca de las practicas habituales de la gestion de
residuos toxicos, consistiendo en gestionar (y por tanto, controlar) la emision de
sustancias contaminantes para disminuir de este modo los dafios ocasionados

al medio ambiente (Capd, 2007).

En el pais existe escasez de estudios acerca de la contaminacién del agua,
suelo, vegetales y del aire, los pocos que existen se han hecho de una manera
aislada, en relacion con la gran complejidad que reviste y a los enormes costos
que tienen para dar una solucion al problema de la contaminacion,

especialmente por parte del sector industrial (Alvarado, 1991).

En el caso particular de la contaminacion de los suelos, las investigaciones
existentes se basan practicamente en contaminantes por fertilizantes y
plaguicidas, sin tomar en cuenta que existen otros tipos de contaminaciones

mucho mas téxicos, como los metales pesados, que aparte de ser insolubles,



http://www.iberlibro.com/servlet/SearchResults?an=Cap%F3+Mart%ED%2C+Miguel+Andr%E9s&cm_sp=det-_-bdp-_-author

se mueven con facilidad a través de los suelos, contaminando vastas areas de
suelos agricolas (Kopito, 1969).

Distintos elementos han sido detectados en concentraciones pequefias en la
atmosfera. Los mas abundantes son: calcio, aluminio, plomo y hierro. En
proporciones mas pequefias se encuentran: sodio, potasio, vanadio, magnesio,
cobre, cromo y manganeso. De origen artificial encontramos al calcio, aluminio y
magnesio (en la porcioén inorganica de cenizas) asi como el plomo, cuyo origen
provenia de los gases de escape de los vehiculos que utilizan gasolina, debido
al aditivo antidetonante tetraetilo de plomo y que aparece como residuo del fueloil
(Capo, 2007).

La importancia de los metales pesados es muy amplia; muchos se usan en la
industria de paises con tecnologia avanzada, algunos son fisiolégicamente
esenciales para plantas y animales, y tienen un efecto directo sobre la
productividad agricola y la salud humana; otros contaminantes significativos de
ecosistemas en el mundo entero. Los metales pesados en suelos han recibido
una atencién especial de los ultimos afios por la preocupacion cientificas sobre

el medio ambiente (Holgate, 1979).
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ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del area de estudio

Después de la Revolucion Industrial, el uso de los metales, especialmente
metales pesados, aument6 dramaticamente y se han acumulado gradualmente
en la biésfera. Los metales pesados son ampliamente utilizados en la
elaboracion de productos metalicos, y también se utilizan como suministros
meédicos y catalizadores, esto aunado al desarrollo de la tecnologia informatica
ha causado una nueva contaminacion por metales, ya que se necesitan
elementos raros para la manufactura de chips para IC (integracion de circuitos).
La contaminacion de los alimentos, asi como las aguas subterraneas se debe a
nuestra gran variedad de usos de los metales. Ademas, se ha observado que la
contaminacion del aire no so6lo se sitta en un pais. Los contaminantes
atmosféricos, incluyendo metales pesados, por ejemplo, los que se encuentran
en Japon, se originaron en China, donde las grandes industrias son ahora
comunes, por lo cual es importante saber como la contaminacion de metales
pesados esta invadiendo a las zonas urbanas y rurales, se sabe que la toxicidad
cronica y las malformaciones es inducida por los contaminantes, pero el efecto
de la exposicion a largo plazo a estos contaminantes aun no esta claro (Takeshi
et al., 2008).

2.2 Generalidades de los metales pesados

Los metales se inhalan principalmente en forma de polvos y humos (estos
ultimos se definen como particulas pequefias generadas por combustion).
También puede haber intoxicacion por metales como resultado del contacto con
vapores, cuando los metales se ingieren en alimentos, su absorcion digestiva
varia segun la forma quimica del metal y el estado nutricional del hospedador.
Una vez que un metal se absorbe, su principal medio de transporte es la sangre,
pero su cinética depende de su potencial de difusion, fijacion por proteinas,
velocidad de biotransformacion, disponibilidad de enlazadores intracelulares y
otros factores. Algunos o6rganos (p. ej., hueso, higado y rifidn) retienen

relativamente grandes concentraciones de metales durante varios afios. La




mayor parte de los metales se excreta por via renal y digestiva; una parte
también se excreta a traves de la saliva, sudor, exhalacion, lactancia, exfoliacion
cutanea y caida de pelo y uiias. La estabilidad intrinseca de los metales facilita
el rastreo y la medicion en el material biolégico, aunque no siempre se conoce la

importancia clinica de la concentracién que se obtiene (Harrison, 2006).

2.3 Generalidades del arsénico

El arsénico se encuentra ampliamente distribuido en nuestro entorno, de manera
que la exposicion humana al arsénico es inevitable. La exposicion de la poblacion
en general a varias especies de arsénico (inorganico y organico) varia segun la
geoquimica local y el nivel de actividad antropogénica. Generalmente, el
arsénico se presenta en cantidades muy pequefias, encontrandose en las rocas,
el suelo, el agua e incluso en suspension. Estudios recientes revelan un efecto
adverso importante en la salud de las personas que han sufrido una exposicion
prolongada, e incluso a concentraciones bajas de arsénico (Alfaro-Burgos,
2013).

2.4 Generalidades del conejo Nueva Zelanda

2.4.1Clasificacion taxondmica

El conejo es un animal muy caracteristico cuyas variedades proceden, del
primitivo conejo silvestre europeo, en un principio, los conejos se incluyeron en
el primitivo orden de los Roedores, pero cuando el mismo se separ6é en dos
grupos: Los Roedores (Orden Rodentia) que poseen 2 incisivos superiores y 2
inferiores y los Lagomorfos (Orden Lagomorpha) que poseen 4 incisivos
superiores y 2 inferiores, pasaron a incluirse en este Ultimo orden, con lo cual la
posicion del conejo en la Sistematica Zooldgica queda de la siguiente forma:
(tabla 1). La familia de los lepéridos comprende basicamente los conejos y las
liebres Género Lepus-. Dentro del grupo de los llamados "conejos” destaca el
conejo comun Oryctolagus cuniculus que es motivo de explotacion por parte del

hombre en sus mdltiples razas y variedades, (UABCS, 2004).



http://www.uabcs.mx/maestros/descartados/mto05/razas.htm

TABLA 1 Clasificacion Zool6gica del Conejo.

Reino A 2
Sub-Reino Metazoos
Tipo Cordados
Sub-tipo Craneados
Clase Mamiferos
Sub-clase Viviparos
Orden Lagomorfos
Familia Leporidae
Sub-familia Leporinae
Género Oryctolagus
Especie Cunicolus

Fuente: Lleonart et al, 1980.

2.4.2 Caracteristicas de la raza Nueva Zelanda

Es llamado también neozelandés. Animal de origen Estadounidense y se cre0
en 1912; especializada en la produccion de carne. Existe en tres variedades, el
blanco, el negro y el rojo (leonado), en 1925 se obtuvo la variedad blanca a través
de cruzamientos con Blanco Americano y Angora. Por ultimo, en los afios 60 se
cred la variedad negra, utilizando la raza Chinchilla.

Su peso ideal (adulto) es de 4.5 Kg en el macho y 5.0 Kg en la hembra, siendo
la raza que, hoy en dia, se cria con mas intensidad en varias partes del mundo;
aunque las tres variedades son excelentes animales para la produccién de carne.
Ademas, la piel del Nueva Zelanda Blanco es la que tiene mayor demanda por
los peleteros, ya que admite una gran diversidad de tefidos sucesivos. Por otra
parte, la Nueva Zelanda hembra es muy fértil y produce abundante leche.
Generalmente destetan camadas numerosas y presentan un promedio de 8.2
gazapos nacidos vivos. Ademas son de una excelente habilidad materna,
asociada con un crecimiento y rendimiento en canal notable; pesan en promedio
de 1.6 a 1.8 Kg al sacrificio, pese a una transformacién alimenticia y una textura
carnica mediana. Figura 1, (UABCS, 2004).
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FIGURA 1 FOTOGRAFIA ORIGINAL

. JUSTIFICACION

En las actividades diarias del mismo hombre se ha generado la sobreexplotacion
de minas y cuerpos de agua que han propiciado el desbalance y la presencia de
materiales diversos que pueden ser toxicos, y dentro de estos diversos metales
pesados, de los que se ha documentado representan riesgos a la salud.
Actualmente la salud ambiental, salud animal y la salud publica deben
reconsiderarse dado el deterioro ambiental que existe en todo el continente, por
lo que es importante evaluar las alteraciones que producen los metales pesados
que hoy en dia se encuentran suspendidos en los diferentes elementos: aire,
suelo, vegetales y el agua, los cuales al estar contaminados pueden ser un

potencial riesgo a la salud de los organismos expuestos.

En todos los ecosistemas que se conocen actualmente se utiliza una gran
cantidad de sustancias quimicas con la finalidad de produccion y elaboracién de
materiales que habitualmente se usan con fines agropecuarias e incluso a nivel
doméstico; asimismo, se encuentran de manera natural en suelos, rocas y en los
mismos vegetales, o que ha provocado cierto grado de intoxicacién para
diferentes especies animales.




En el area de las ciencias bioldgicas, como el caso de la medicina veterinaria es
imprescindible en la mayoria de los casos la utilizacion de modelos bioldgicos
con la finalidad de poder despejar algunas incégnitas que adn siguen o estan en
duda, por lo que se seleccion6 el modelo conejo con la finalidad de poder
obtener muestras para analisis de laboratorio y realizar determinaciones
fisiolégicas que contribuyan con la explicacion de lo que ocurre actualmente en
los diferentes sistemas de produccién y habitats de los organismos; asi como
correlacionarlo con lo que pueda estar sucediendo a la fecha con la vida del
propio hombre, y en su caso dar recomendaciones para evitar problemas en

salud publica.

Debido a la importancia que representa la contaminacién por arsénico, el objetivo
del presente trabajo es evaluar el tiempo y efecto del Arsenito de Sodio sobre la
funcionalidad hepatica y renal, considerando la bioacumulacién-concentracion
(en pelo y faneras), asi como las alteraciones fisiopatolégicas en los organismos

expuestos.

IV. HIPOTESIS

La exposicion continua de arsenito de sodio en higado y rifibn produce
alteraciones histologicas e incremento de las concentraciones enzimaticas
sanguineas en modelo conejo.

V. OBJETIVOS

e Determinar los niveles de Arsénico en muestras sanguineas, pelo, heces
y orina en conejos expuestos a dosis 50% y 75%.

e Evaluar el funcionamiento hepético (AST, ALT, GGT) y funcionamiento
renal (Urea y creatinina) de conejos expuestos a dosis baja y media de
Arsénico en diferentes periodos.

e Evaluar la concentracion de proteinas totales y hematocrito de conejos
expuestos a dosis media y alta de arsénico en diferentes periodos.

e Evaluar los cambios anatomopatoldgicos e histologicos producidos por la
exposicion de Arseénico en el modelo conejo y en diferentes periodos.

e Monitorear la concentracion acumulada en higado, rifidn, cerebro y
musculo.




MATERIAL

6.1 Material bioldgico:

14 Conejos Nueva Zelanda; tanto hembras como machos, con un peso
promedio de 1. 5 Kg.

6.2 Sustancias y reactivos:

Arsenito de sodio

Agua destilada

Kits de reactivos enzimaticos ALT, AST,GGT, Urea, Creatinina, (Clinical
chemistry) Marca: Instrumentation laboratory

Formaldehido 10%

6.3 Equipo y material de laboratorio

Balanza analitica Marca Ohaus; Adventurer
Balanza granataria Ohaus

Campana de flujo laminar

Centrifuga eppendorf

Espatula

Espectrofotometro bioquimica

Micropipetas graduadas de 10, 100 y 1000 pL
Microtubos (viales) 2mL

Probeta graduada de 1L

Puntas desechables para micropipeta
Tubos de ensaye con capacidad de 5mL
Tubos eppendorf 15mL y 50 mL

Vaso de precipitado de 50mL

6.4 Equipo de campo

Agujas de 23 G
Bebederos con capacidad de 1L graduados

Bitacora diaria




VII.

Bolsas de polietileno de 10 x 15 cm

Cémara fotografica

Cépsulas para tejidos

Cuchillos

Estilete

Frascos de plastico con cierre hermético de 200 mL
Guantes de nitrilo

Hojas de papel

Jeringas de 3mL

Jeringas de 5 mL

Mango de bisturi y hoja para bisturi No.10
Pinzas de diseccion estandar

Rasuradora

Tabla para cortes

Tijeras de diseccion Mayo rectas

Toallas absorbentes

Torundas con alcohol del 96°

Torundas secas

Tubos vacutainer amarillos con Gel de trombina

Tubos vacutainer con anticoagulante EDTA

6.5 Equipo de proteccion personal:

Lentes de seguridad
Mascarilla contra polvos
Bata de laboratorio

Botas de hule

METODO
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Se realiz6 en un modelo biolégico usando como material de experimentacion 7
conejos de raza Nueva Zelanda (hembras y machos) de 8 semanas de edad y
de un peso aproximado de 1.5 kg.

Los animales se obtuvieron de la granja cunicola de la FMVZ de la UAEM. Se
identificaron, sexaron, pesaron y se alojaron en jaulas comerciales de 40 x 90 x
40 cm, distribuidos al azar en dos grupos DL 50 y DL 75; de 3 animales cada

uno, y se tuvo un conejo control.

Cabe mencionar que todos los animales recibieron agua y alimento a libre

acceso durante todo el experimento.

Los conejos se mantuvieron con agua destilada y alimento comercial marca
purina® (con 16 % de proteina, 3% de grasa, 17 % de fibra, 10 % de cenizas,
12% de humedad, 42.5 % de E.L.N., 1 % de calcio y 0.55 % de fosforo) a libre
acceso (NOM-062-Z00-1999; National Research Council Guide for the Care and
Use of Animals, 1996), Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio
del CNI (1996).

7.1 Dosificacion

Se dividieron en 2 grupos correspondientes DL50 (dosis media) y DL75 (dosis
intermedia letal), todos los grupos compuestos de tres individuos dando un total

de 2 grupos y un grupo control de 1 conejo.

Se les administrd As, por via oral utilizando el agua destilada como medio de
administracion, aprovechando la solubilidad de las sales, la cual se obtuvo de la
destiladora del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal
de la FMVZ- UAEM.

La dilucién de las sales se realiz6 en 800mL de agua total por grupo calculando
un consumo voluntario de 200mL de agua por conejo, respecto al grupo control

al que se le administro solo agua destilada, el tratamiento se llevo a cabo




11

diariamente, por un periodo de 60 dias en los grupos de dosis media y 30 dias

en los grupos de dosis media letal.

7.2 Calculo de dosis

El calculo de la dosis se establecié con base en la sal utilizada y los pesos
promedios de cada grupo a tratamiento, de la siguiente manera:

TABLA 2 Dosificacion de grupos

Dosis DL 50 DL 75
SALES Ma/kg Mg/kg
Arsenito 12 mg/kg 18 mg/kg
de sodio
Control 1000 1000

El célculo de la dosis se baso en la Hoja Técnica de Seguridad del Material de
cada una de las sales a utilizar (SIGMA-ALDRICH, 2014a, b), con base a su

informacion toxicologica en roedores.

7.3 Toma de muestra sanguinea

A los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de iniciado el tratamiento se recolectaron 4 mL de
sangre de la vena marginal auricular con una jeringa de 3 mL y aguja calibre 23
G x 2.0 pulgadas de longitud (Thrall et al., 2006), de cada uno de los animales
en experimentacion. Inmediatamente después de la toma de muestra de cada
animal, se vacié la sangre lentamente en tubos con separador de suero tapén

amarillo (trombina) y a tubos lila (EDTA).
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Ear 'Venipuncture'

Marginal ear vein

FIGURA 2 fuente: www.lafebervet.com

7.4 Perfil enzimatico

Al obtener la muestra sanguinea se coloc6 en el tubo con tapén amarillo, y se
dej6é reposar 12 horas para la formacioén del coagulo, se remitieron al area de

Hematologia en donde se procesaron.

Proceso:

Se colocaron los tubos nivelados por el contenido de manera equidistante para
centrifugarse a 3500 rpm, en una centrifuga de 16 tubos marca Solbat, durante
un tiempo de 5 minutos, el separador atrapo el coagulo y se extrajo el suero con
pipeta de 1000 pL, se transvaso a un vial de 2mL, los cuales se recentrifugaron
en una centrifuga eppendorf a 14,000 rpm, durante 8 minutos, extrayendo el
suero de cada muestra las cuales se conservaron en congelacion a -20°C hasta
su procesamiento, se realizé el estudio de bioguimica clinica y hematolbgica para

encontrar alteraciones de los valores de las siguientes enzimas y metabolitos:

e Alanino aminotransferasa (ALT)
e Aspartato aminotransferasa (AST)

e Gamma Glutamil transferasa (GGT)
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e Urea
e Creatinina
e Hematocrito

e Proteinas totales

La lectura de las enzimas se realiz6 en un Espectrofotdmetro de bioguimicas,
marca BioSystems BTS-350, con reactivos Clinical chemestry Marca:
Instrumentation laboratory, seleccionando la enzima a evaluar eligiendo la
unidad de medida, se ingres6 muestra a la manguera de teflon que la
absorbente, se pulso la bomba, entre cada muestra ingresa un tubo con agua

destilada y se lavé.

Alanino aminotransferasa (ALT)

Se utiliza para la determinacién diagndstica cuantitativa in vitro de Alanino
aminotransferasa ALT, usada para el diagnostico y tratamiento de ciertos tipos
de enfermedades hepéticas y cardiacas, con un analisis cinético la formulacion
del reactivo es conforme a la recomendacion de la IFCC. Método modificado sin
piridoxal fosfato, la absorbancia se mide a una longitud de onda de 340 nm
utilizando 50 uL de suero y 560 uL de reactivo, para la lectura con una incubacién

interna de 60 segundos y 126 segundos de lectura de resultado.

Aspartato aminotransferasa (AST)

Se utiliza para la determinacién diagnostica cuantitativa in vitro de Aspartato
aminotransferasa AST, usada para el diagndstico y tratamiento de ciertos tipos
de enfermedades hepéticas y cardiacas, con un andlisis cinético la formulacién
del reactivo es conforme a la recomendacion de la IFCC, Método modificado sin
piridoxal fosfato, en el que la absorbancia se mide a una longitud de onda de 340
nm utilizando 50 pyL de suero y 560 pL de reactivo, para la lectura con una

incubacion interna de 60 segundos y 126 segundos de lectura de resultado.

y-Glutamil transferasa (GGT)
Utilizada para la determinacién diagndstica cuantitativa in vitro de gamma

glutamil transferasa, se usan en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades
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hepaticas tales como cirrosis, obstruccion biliar y tumores hepaticos primarios y
secundarios, con un andlisis cinético conforme a la recomendacion del método
de Szazs/Persijn, en el que la absorbancia se mide a 405 nm, utilizando 600 uL
de reactivo y 60 yL de muestra, con una incubacién de 43 segundos y 125

segundos de resultado.

Urea

Utilizado para la determinacion diagnostica in vitro de Urea y nitrdgeno de urea,
los incrementos en los valores de urea sérica (nitrogeno de urea) pueden ser
resultado de disfuncion hepética u obstruccién en el tracto urinario, andlisis de
tiempo fijo con una metodologia de enzima acoplada ureasa/GLDH, en el que la
disminucién de la absorbancia a 340 nm debido al consumo de NADH es
proporcional a la concentracion de la urea presente en la muestra, utilizando 600

ML de reactivo y 6 uL de la muestra, con una incubacion interna de 95 segundos.

Creatinina

Se utiliza para la determinacion diagnostica cuantitativa in vitro de Creatinina,
utilizada para el monitoreo de enfermedades renales, con un analisis cinético
con un método colorimétrico basado en la reaccion de creatinina con &cido
picrico, en medio alcalino, en el que la absorbancia se mide a 510 nm, utilizando
300 pL de reactivo 1 con 40 uL de muestra a incubar a 37°C por 72 segundos,
agregar 300 uL de reactivo 2 e introducir al equipo con una incubacion interna

de 90 segundos.

Hematocrito

Se realiz6 con la sangre contenida en tubos capilares de 75 mm de longitud y
con un diametro interno de aproximadamente 1 mm. Pueden ser tubos simples
para uso con muestras sanguineas revestidos internamente con 1 uL de
heparina para la recogida directa de la sangre capilar. La centrifuga utilizada
para los tubos capilares proporciona una fuerza centrifuga de 12,000 g y una
centrifugacion de 5 min. Permite obtener un hematocrito constante. Hay que
dejar que la sangre, procedente de una muestra bien mezclada penetre en el
tubo por capilaridad, dejando al menos 15 mm vacios. Después, se sella el tubo

con plastilina. No se recomienda el sellado del tubo por medio de calor pues el
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sello tiende a estrecharse progresivamente y existe la probabilidad de que se
produzca lisis. Después de la centrifugacion de 5 min, se mide a proporcion de
células con respecto a la columna total (es decir, el hematocrito) utilizando el
dispositivo de lectura como lector 6ptico (Dacie y Lewis, 2007).

FIGURA 3. Centrifuga para capilares. Fotografia original

Proteinas totales

La determinacion de proteinas totales se realizé para evaluar el estado general
del organismo, o bien que el cuerpo no absorba bien suficientes proteinas, se
colocé el refractometro frente a una buena fuente de iluminacion, se comprobé
la limpieza de los prismas, con el capilar sobre la superficie del prisma inferior en
posicion horizontal, se pusieron de 1 6 2 gotas de suero, se cerrd el prisma.
Observando por el ocular, se observo la tltima barra hacia la derecha que indica

la cantidad de proteinas totales en una escala de 100/gr.
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FIGURA 4 Refractometro veterinario Reichert. Fotografia original

7.5 Examen Anatomopatoldgico e histopatologia

El dia 30 después de la toma de muestras sanguineas, se pesaron y sacrificaron
humanitariamente de acuerdo con la NOM-033-ZOO-1995 por técnica de
Insensibilizacién por desnucamiento y desangrado; corte de yugular dentro de
los 30 segundos después de la insensibilizacion todos los animales de los grupos
DL75 y un individuo del grupo control. Posteriormente se realizé la necropsia
como lo describen Aluja y Constantino (2002), se identificaron lesiones

macroscopicas y se realiz6 la toma fotogréafica de 6érganos y su pesaje.

7.6 Tratamiento de los tejidos para histopatologia

Se tomaron muestras de higado, corazon, rifién, cerebro, intestino delgado,
bazo y pulmén, se conservaron en formol al 10% (1:10) (Aluja y Constantino,

2002) y se enviaron al laboratorio de histopatologia para su inclusion en parafina.

El primer paso en la preparacion de una muestra de tejido u érgano es la fijacion

para conservar la estructura.

La fijacién, en general obtenida mediante el empleo de sustancias quimicas
individuales o mezclas de estas sustancias, conserva la estructura del tejido en

forma permanente para permitir el tratamiento ulterior. Las muestras tienen que
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sumergirse en el fijador inmediatamente después de extraerse del organismo. La

fijacion se utiliza para:

Abolir el metabolismo celular.

Impedir la degradacion enzimatica de las células y los tejidos por autolisis

(autodigestion).

- Destruir los microorganismos patdégenos como las bacterias, los hongos
0 los virus.

- Endurecer los tejidos como consecuencia de la formacion de enlaces

cruzados o la desnaturalizacion de las moléculas proteicas.

El fijador de uso mas comun es la formalina, una solucibn acuosa de
formaldehido al 37%, en diluciones variadas y en combinacion con otras
sustancias quimicas y amortiguadores (buffers). El formaldehido preserva la
estructura general de la célula y de los componentes extracelulares al reaccionar
con los grupos amino de las proteinas (con mucha frecuencia forma enlaces
cruzados entre residuos de lisina). Dado que el formaldehido no altera en forma
significativa su estructura tridimensional. Las proteinas mantienen su capacidad
de reaccionar con anticuerpos especificos. Esta propiedad es importante en los

métodos de tincion inmunocitoquimica.

En el segundo paso la muestra se dispone para su inclusién en parafina con el

fin de permitir su corte.

Para poder examinar la muestra hay que infiltrarla con un medio de inclusién que
permita realizar cortes muy delgados, tipicamente de 5 - 15 pm (1 micrémetro
[um] equivale a la milésima parte de un milimetro) luego de la fijacién la muestra
se lava y se deshidrata en una serie de soluciones alcohdlicas de concentracion
creciente hasta alcanzar al 100%. En el paso siguiente, el aclarado, se utilizan
solventes organicos, como xileno o tolueno, que son miscibles tanto en alcohol
como en parafina, para extraer el alcohol al 100% antes de la infiltracion de la

muestra con parafina fundida.

Cuando la parafina fundida se ha enfriado y endurecido se empareja para formar
un bloque de tamafio adecuado. Este bloque, llamado taco, se coloca entonces

en una maquina cortadora especial, el micrétomo, que lo corta en rebanadas
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finas con una cuchilla de acero. Luego los cortes obtenidos se montan sobre
portaobjetos de vidrio a los que antes se les habrd afiadido una pequefia
cantidad de albumina para que sirva de adhesivo.

En el tercer paso, la muestra se tifie para permitir su examen.

Dado que los cortes en parafina son incoloros, la muestra todavia no esta lista
para su examen bajo el microscopio Optico. Para colorear o tefiir los cortes
histolégicos la parafina debe disolverse y extraerse, de nuevo con xileno o
tolueno, y los tejidos deben rehidratarse mediante el uso de una serie de
alcoholes de concentracion decreciente. Luego el tejido colocado sobre los
portaobjetos se tifie con hematoxilina en agua. Como el colorante de contraste,
eosina, es mas soluble en alcohol que en agua, se vuelve a deshidratar la
muestra en soluciones alcohdlicas de concentracidn creciente y después se tifie
con eosina en alcohol. Luego de la coloracién la muestra se hace pasar por
xileno o tolueno y se le coloca un medio de montaje no acuoso antes de cubrirla
con un cubreobjetos para lograr un reparado permanente. (Samuelson, 2007)
se realiz6 su estudio histopatoldgico (tincién HE). De igual forma, en el dia 60 se

realiz6 el manejo antes descrito en los grupos de DL50.

7.7 Determinacion de arsénico

La deteccidbn de las concentraciones de As, se realiz6 a través de
Espectrometria de Masas y los resultados se expresaron en ppm (mg/Kg).

Se recolectaron muestras de pelo de la region dorsal de los conejos para
completar aproximadamente 1 gr de pelo, 1 gr de heces, y 0.5 mL orina y sangre
los cuales se guardaron en viales de plastico: orina, sangre y 6rganos, y bolsas
de plastico para: heces y pelo, previamente identificadas por animal / grupo /

fecha de obtencién muestra.

Se envid una muestra de alimento de aproximadamente 5gr-10gr, agua
destilada, y diluciones preparadas del metaloide, en tubos eppendorf de 15mL,
muestras de higado, corazoén, rifibn y cerebro, en viales con capacidad de 2 mL,

al finalizar los dias de experimentacion para la determinacion de arsénico.
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Las muestras se transportaron en refrigeracioén, a los laboratorios del Centro
Experimental de Oaxaca pertenecientes al Servicio Geoldgico Mexicano donde

se realiz6 determinacion del metal.
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VII.  LIMITE DE ESPACIO

El presente estudio se llevd a cabo en las instalaciones del “Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados En Salud Animal (CIESA),” ubicado en la
carretera Panamericana Toluca-Atlacomulco Km 13.1, de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia perteneciente a la Universidad Auténoma del
Estado de México y en los laboratorios del Centro Experimental de Oaxaca

pertenecientes al Servicio Geoldgico Mexicano.
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IX. LIMITE DE TIEMPO

El presente trabajo se realizo a partir del mes de Febrero del 2014 concluyendo

con el trabajo experimental en Abril del 2014, para el andlisis de datos.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION.

Durante el trabajo de investigacion donde se utiliz6 al conejo domeéstico
(Oryctolagus cuniculus) de la raza nueva Zelanda como modelo biolégico Fueron
analizadas 197 muestras para deteccién de Arsénico, en sangre, pelo, heces,
orina, higado, cerebro, rifiédn y masculo. Se corrieron 140 bioquimicas, 7
necropsias y lectura de 49 tejidos histopatolégicos, en modelo conejo

Oryctolagus cuniculus de raza Nueva Zelanda.

Utilizando dos grupos correspondientes DL50 (dosis media) y DL75 (dosis
intermedia letal) con las sales de arsenito de sodio; DL50 12 mg/kg y DL75 18
mg/kg utilizando estas dosis durante los periodos predeterminados de 30 y 45
dias segun la dosis respectiva, con la finalidad de valorar el efecto sobre los
organismos expuestos y correlacionarlos con los que actualmente puede estar
ocurriendo a nivel mundial con la contaminacién ambiental e incluso de alimentos

gue se consumen por el hombre, como potencial efecto a la salud publica.

10.1 Resultados de Arsénico en conejos expuestos a DL 50 y
DL75.

10.1.1 Excrecion promedio de Arsénico en heces y orina en conejos

expuestos a DL 50 y 75.

Tabla 3. Excrecion promedio de arsénico
en heces y orina en conejos expuestos a DL 50 y DL 75

Indicador / } . . i .
] Dia 0 Dia 15 Dia30 Dia 45 Dia 60
Periodo
HECES (ppm)
DL50 0.2392°+ 0.0239 43.06°+ 7.81 96.27 2+ 3.64 104.12+ 36.7 47.89P +2.52
DL75 0.2819°+ 0.0327 73.42+x17.4 36.01° +5.23 - -
ORINA (ppm)
DL50 0.14144°+0.00312 45.332+11.22  31.04°+3.00 53.362 + 12.54 40.2820 + 3.86
DL75 0.0467°+ 0.258 45.8632+1.17 40.252+11.17 - -

Literales diferentes por fila muestran diferencia estadistica (Fisher, p<0.05)

En la orina se midio la cantidad de arsénico excretado, considerando que la

cantidad fue aumentando en la DL 50 las lesiones mostradas y su eliminacién




23

estan correlacionadas a la cantidad absorbida de éste mineral a través de ésta
via en donde al dia 45 se detect6 una concentracion de 53.36+£12.54 ppm (p <
0.05) (cuadro 3). Un estudio considera la orina la principal via de eliminacion del
arsénico, cuando es ingerido en pequefias cantidades y puede permanecer en

el cuerpo durante meses o afios. (Luiz y Corey, 1987)
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3
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2
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Figura 5. Lesiones histopatologicas en riiildn por ingestion de arsénico

En las heces se determiné la cantidad excretada del metal de interés,
considerando el Arsénico la proporcién excretada fue aumentando en la DL 50 a
través de esta via, las lesiones que se mostraron en intestino con la DL 75y la
eliminacién mostrada al no ser absorbido el metal debido al dafio celular, por lo

cual se detect6 una concentracién de 36.01+5.23 ppm al dia 30 (p < 0.05)
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Figura 6. Lesiones histopatologicas en intestino por ingestién de Arsénico.

Tabla 4 Concentraciones de arsénico (P<0.05) en sangre, pelo, heces,
orina en conejos expuestos a DL50y DL75 ANOVA (P<0.05), método LSD

de Fisher, confianza de 95%.

Indicador /
) Dia 0 Dia 15 Dia30 Dia 45 Dia 60
Periodo
SANGRE (ppm)
DL 50 0.0081412°+0.001715 0.26112 0.36352 0.4035¢2 0.28092 +0.0722
1 +0.0422 +0.1312 +0.1407
DL75 0.008141b+ 0.50582 0.6742+£0.208 - -
0.0017151 +0.0195
PELO (ppm)
DL50 0.033589+0.01160 3.42¢4 +2.37 23.52b¢+16.00 42.00° +8.89 74.62+20.1
DL75 0.0582P + 0.0444 13.46°+505 32.582+11.59 - -

Las concentraciones en sangre de arsénico en la DL50 aumentaron
crecientemente comenzando en el dia 0 0.0081 + 0.0017 mostrando una
diferencia estadistica significativa, al dia 15 presenta 0.26 + 0.04 ppm, en el dia
30 con 0.36 = 0.13 ppm, por un aumento a 0.403 £+ 0.14 ppm al dia 45, y al
muestreo final del dia 60 descender a 0.28 + 0.07 ppm. La DL75 mostro un
comportamiento distinto los primeros dos muestreos; al dia 0 los resultados
observables fueron 0.0081 + 0.0017 ppm mostrando en el primer muestreo
diferencia estadistica significativa, al dia 15 mostr6 un aumento con 0.008 +

0.001 ppm y al dia 30 se obtuvo 0.674+0.208ppm, su concentracion por via oral
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fue mayor a la DL50 obteniendo aumento en la concentracion de sangre a

comparacion de la dosis media (Tabla 4).

El pelo manifesté un comportamiento de acumulacion creciente en DL50, al dia
0 mostro 0.033 = 0.011ppm siendo significativa estadisticamente diferente, al dia
15 3.42 £ 2.37 ppm, al dia 30 23.52 + 16 ppm, al dia 45 42 + 8.89 ppm 'y finalizar
con una acumulacién de 74.6 £ 20.1ppm al dia 60 siendo los dos ultimos
significativos estadisticamente diferentes, en la DL75 se observo al dia 0 0.0582
+ 0.044ppm, al dia 15 de 13.46 + 5.05ppm, ascendiendo al dia 30 con 32.58
+11.59 ppm siendo la ultima significativa y estadisticamente diferente (Tabla 4).

10.1.2 Valoracién del funcionamiento hepéatico (AST, ALT,
GGT) en organismos expuestos a DL50 y DL 75 con arsénico a
diferentes periodos.

Tabla 5 Valoracion del funcionamiento hepatico en conejos expuestos a
DL50 y DL75 con arsénico ANOVA (P<0.05), método LSD de Fisher,
confianza de 95% KANEKO (2008).

Indicador Valores
| Periodo Dia 0 Dia 15 Dia30 Dia 45 Dia 60 de
referencia
ALT (U/L)
DL50 59.33%+ 15.28 75.73+24.7 53672+ 7.23  57.0°+529  58.73+23.7 UL
DL75 792+17.8 54,672+ 8.14 672+ 13.89
AST (U/L)
DL50 42.332+10.97 37.00°+9.17 35.67%+ 3.21 28.67°+10.97  34.332+9.71
47 U/L
DL75 51.73+24.2 38.672+7.64 45332+503
GGT (U/L)
a
DL50 13.02+ 2.65 152+1127 3632281  4532+35.9 31.3% %
15.82 9 U/L
DL75 11.332+4.51 162+ 13 16.672 + 8.96 -

La Alanino aminotransferasa (ALT) en suero de la DL50 se mantuvieron sin
mostrar diferencias estadisticas significativas al dia0 con 59.33+ 15.28 U/L, para
el dia 15 presenta un aumento con 75.7+24.7ppm, el dia 30 mostré un descenso
con 53.67+7.23 U/L, al dia 45mostr6 57 +5.29 U/L, presentando en el dia 60 un
resultado de 58.7+x 23.7 U/L. en la DL75 se presento de igual manera
comenzando al dia 0 con 79+17.8 U/L y terminando al dia 30 con 67+ 13.89 U/L
(Tabla 3) pero no fueron estadisticamente significativos considerando que los
valores normales de ALT son de 79 U/L (Kaneko, 2008).
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La Aspartato aminotransferasa (AST) en la DL50 no presentd diferencias
estadisticas, el dia 0 con 42.33 £ 10.97 U/L, el dia 15 disminuyo con 37.00 £ 9.17
U/L, al dia continué descendiendo 35.67 + 3.21 U/L, al dia 45 se mostro un
descenso 28.67 + 10.97 U/L y al dia 60 presento un aumento con 34.33%9.71
U/L sin mostrar diferencia estadistica a los otros muestreos. La DL75 se mostro
normal en todos los grupos muestreados, comenzando al dia 0 con 51.7 £ 24.2
U/L, 38.67 £ 7.64 U/L al dia 15, y al dia 30 present6 45.33 = 5.03 U/L, (tabla 5).
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Figura 6. Perfil hepatico por la exposicion de arsénico.
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Fuente: datos originales

La Gama Glutamil transferesa (GGT), es una enzima ligada a la membrana
celular, los aumentos de GGT seérica se consideran como marcador de
enfermedad hepética (Shelly, 2011) en la DL 50 se comporté en aumento durante
los muestreos, comenzo al dia 0 13.0£2.65 U/L, al dia 15 15+11.27 U/L, al dia
30 con 36.3+28.01 U/L, al dia 45 un ascenso de 45.3 + 35.9 U/L, y al dia 60 un
descenso con 31.3+15.82 U/L sin mostrar diferencia estadistica significativa. La
DL 75 presento un comportamiento creciente comenzando al dia 0 con 11.33
+4.51 U/L, el dia 15 aumentando 16 + 13 U/L, finalizando al dia 30 con 16.67 +
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8.96 U/L, aun cuando ninguna de las dos dosis presento diferencias estadisticas
en los muestreos (tabla 5).

Por lo cual se demostré que una dosis media y dosis media letal a exposicion
prolongada de arsénico causa un mayor incremento en la GGT, no siendo asi en
la ALT y AST.

10.1.3 Valoracion del funcionamiento renal (Urea y Creatinina) de
conejos expuestos a DL 50 y DL 75 con arsénico a diferentes
periodos.

Tabla 6 Valoracion del funcionamiento renal de conejos expuestos a DL
50y 75 con arsénico ANOVA (P<0.05), método LSD de Fisher, confianza
de 95% KANEKO (2008).

Indicador i . . i . Valores de
. Dia 0 Dia 15 Dia30 Dia 45 Dia 60 .
| Periodo referencia
UREA (mmol/L)
DL50 23.939+3.16 34.8220 + 5,78 32.18°¢ + 28.10°¢ +2.4 39.46% + 1.20
3.45+0.85
1.83
mmol/l
DL75 20.57¢+2.15 40.822+6.90  30.8"+2.55
CREATININA (umol/L)
DL50 97.63° + 15.46 97.03° + 10.21 116.220 + 115.332P+4.2  135.30% + 9.88
19.5 6 70.7-227.2
DL75 108.8%  6.70 119.17% + 100.73% + umol/L
T 17.11 2.54

La Urea mostré6 un interesante cambio estadistico, al dia O comienza con
23.93+3.16 mmol/L siendo significativamente diferente a los demas muestreos,
al dia 15 se presenta 34.82 £ 5.78 mmol/L, al dia 30; 32.18 + 183 mmol/L, en el
dia 45 con 28.10 = 2.4 mmol/L siendo estos tres muestreos no estadisticamente
diferentes entre ellos, con diferencia a los otros muestreos, al dia 60 presento
39.46 + 1.2 mmol/L siendo el dltimo muestreo estadisticamente diferente a los
demés. La DL75 mostro diferencias estadisticas entre los muestreos, al dia 0 se
obtuvo la urea con 20.57+2.15 mmol/L aumentando de manera creciente al dia
15 con 40.82 = 6.90 mmol/L y finalizando al dia 60 con 30.8 + 2.55 mmol/L (tabla
6).

La Creatinina mostré un cambio estadistico entre muestreos, manifestando un
comportamiento al inicio ondulante y finalizar de forma creciente. Al dia 0

presentd 97.63 + 15.46 umol/L siendo estadisticamente significativo, al dia 15
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con 97.03 £ 10.21, al dia 30 con 116.2 + 19.5 umol/L, hasta el dia 45; 115.33
+ 4.26 pmol/L, y terminar con un aumento al dia 60 con 135.30+ 9.88 umol/L
siendo ésta Ultima estadisticamente significativa. La DL75 no manifesto
diferencias estadisticas, al dia O presento 108.8 = 6.70 umol/L, al dia 15 119.17
+ 17.11 pmol/L, y al 30 100.73 + 2.54 no presentando diferencias estadisticas

entre ellos (tabla 6).

10.1.4 Concentracion de proteinas totales y hematocrito de
conejos expuestos a DL 50 y DL75 con arsénico a diferentes
periodos.

Tabla 7 Concentracion de proteinas totales y hematocrito de conejos
expuestos a DL 50y DL 75 con arsénico ANOVA (P<0.05), método LSD
de Fisher, confianza de 95% (SCHALM'S, 2008; Olayeni et al., 2007).

Indicador Valores de
_ Dia 0 Dia 15 Dia30 Dia 45 Dia 60 _
/ Periodo referencia

HEMATOCRITO (%)

DL50 43.00 & 40.33 20 +2.08 38.332b+  37.33P+2.52  42.002P +
+2.65 4.16 1.73 40.5+2.6
%
DL75 44.677 2 ) 36.672+
1931 44.33°+2.89 13
PROTEINAS TOTALES (grs/dL)
DL50 6.2672 7.12+0.1 7.1332+ 6.9332 6.82+5.20
+0.306 0.681 +0.586 5.7+0.6
grs/dl

DL75 6.7P+0.265 7.36672+0.1528  6.3°+0.1

Para conocer el estado fisiolégico del organismo se realiza el andlisis de
hematocrito y proteinas totales con el fin de determinar valores que nos indiquen
algun tipo de alteracion fisioldgica. Al evaluar la sangre por refractometria se
toma en cuenta el hematocrito (Ht) y las proteinas totales (PT). Si el Ht es
elevado se denomina como eritrocitosis (policitemia), y para el caso de las
proteinas, las variantes encontradas en el estudio fueron desde unas PT
elevadas o hiperproteinemia, PT en rango o normoproteinemia o con PT
disminuido o hipoproteinemia, en los diferentes grupos y de acuerdo con los
periodos evaluados, e interrelacionando ambos parametros: Ht disminuido o
anemia con PT elevada o hiperproteinemia, PT en rango o normoproteinemia o
con PT disminuida o hipoproteinemia (Nufiez, 2007; Schalm’s, 2008) reporta

como valores normales para el Ht en conejos de 40.5+2.6 y para las proteinas
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totales de (5.7£0.6 g/dL Olayemi, 2007), por lo que las variaciones en la
concentracion en el grupo expuesto a la DL 50, el dia 0 con 43.00+2.65 y la PT
de 6.267+0.306 g/dL lo que se considera como eritrocitosis (Nufiez, 2007) a su
vez en el siguiente muestreo (dia 15) se comporté de forma distinta mostrando
40.33+2.08 en hematocrito (Tabla 7).

La DL75 presento al dia 0: 44.677 +2.31%, con un descenso al dia 15 con 44.33
+ 2.89 %, descendiendo al dia 30 con 36.67 £ 5.13 %, mostrando diferencias

estadisticas significativas en el segundo muestreo (Tabla 7).

Las Proteinas totales de la DL 50 al dia O se obtuvo 6.267 = 0.306 grs/dl, en el
dia 15 se mostro un ligero aumento con 7.1 + 0.1 grs/dl, al dia 30 se mantuvo
con 7.133 £ 0.681 grs/dl, al dia 45 desciende ligeramente con 6.933 + 0.586
grs/dl, al dia 60 con 6.8 £ 5.20 grs/dl, pero no se presentaron diferencias
estadisticas entre los muestreos.

La DL75 mostro diferencias estadisticas en los tres muestreos, al dia 0 con 6.17
+ 0.265 grs/dl, al dia 15 tuvo un ligero ascenso a 7.3667 £ 0.1528 grs/dl, al dia
30 presentdé 6.3+ 0.1 grs/dl.

10.1.5 Concentraciones en ppm de arsénico en higado,
cerebro, rifidn, masculo en conejos expuestos a DL 50 y DL 75.

Tabla 8 Concentracion de manganeso de biopsias de conejos expuestos
a arsénico DL50 y DL 75 ANOVA (P<0.05), método LSD de Fisher,
confianza de 95%.

Dosis / ppm Higado Cerebro Rifidon Musculo
7672+ 0.9522 +
DL 50 0.26042+0.0513 1.7072+0.379
1.74 0.212
5432+ 0.712°¢+
DL75 0.4168° + 0.1050 2.352+2.25
2.16 0.678
Control 2.57+0.13 0.45+0 1.81+0.14 0.28+0.03

La concentracion basal de arsénico en los distintos tejidos se manifesto evidente
el grupo control presento 2.57 £ 0.13 ppm en higado, en la dosis DL 50 se
acumul6 7.67 + 1.74 ppm al dia 60, aunque no presento diferencias estadisticas
ante los demas 6rganos en el grupo DL 50, a comparacion con la DL 75 a los
30 dias se observa una menor acumulacion con 5.43 + 2.16 ppm Yy fue

estadisticamente diferente contra el cerebro y el musculo, pero sin manifestar
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esta diferencia estadistica en rifidn. El higado el 6rgano en que se present6 una

deteccion mas elevada en ppm a comparacion de los demas (tabla 8).

9

8

mDL50
mDL75

= Control

Higado Cerebro Rifidn Musculo

Figura 7. Bioacumulacién de Arsénico en diversos tejidos
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Figura 5. Histopatologia en higado 10X; congestion moderada y degeneracién
hidropica en organismos expuestos a arsénico (fotografia original).
En el cerebro el grupo control manifestd una acumulacion de 0.45 + 0 ppm, en la
DL 50 una concentracion de 0.2604 + 0.0513 ppm, aunque no presento
diferencias estadisticas con los demas tejidos de esta dosis, pero fue menor su

acumulacion a comparacion de la DL75 en donde aumenta a 0.4168 = 0.1050
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ppm, demostrando ambos grupos la acumulacion de arsénico en contra del

grupo control (tabla 8).

El rifidn presenté en la DL 50 una acumulacion de 1.707 £ 0.379 ppm, sin
presentar diferencia estadistica con los demas tejidos de su grupo, pero si fue
menor la deteccion a lo encontrado en la DL75 con 2.35 * 2.25 ppm, lo cual no
fue significativamente diferente al compararlo con la concentraciéon en higado de
Su grupo, pero si con los otros tejidos muestreados. En el grupo dL75 se mostré
una deteccion mayor a los parametros del grupo control el cual presento
1.81+0.14 ppm (Tabla 7).

Figura 6. Histopatologia en rifion 10x; congestion moderada, degeneracion y

necrosis de células del epitelio tubular (fotografia original).

Conjuntando los datos de enzimologia clinica y valores detectados de As, y al
realizar la necropsia se observo congestion corticomedular severa y en pelvicilla
renal, hemorragias en corteza en forma de estrias. Dentro del estudio
histopatolégico los conejos expuestos a la DL50 presentaron congestion
moderada, glomerulitis linfocitaria en intersticio, fibrosis, degeneracion y necrosis
de células del epitelio tubular. Los sujetos expuestos a la DL75 a su vez
presentaron degeneracion hidrépica a nivel de tabulos congestion moderada,

hemorragia en pelvis renal, glomerulitis linfocitaria moderada, necrosis del




32

intersticio y fibrosis lo que sugiere un dafio evidente por la acumulacion de

arsénico.

De igual manera se evalué el musculo debido a que la carne de conejo es
consumida comunmente en la dieta humana, en donde los valores encontrados
en el grupo control fueron de 0.28 + 0.03 ppm, la DL50 present6 una mayor
acumulacion con 0.952 + 0.212 ppm sin presentar diferencias estadisticas con
los demas tejidos del grupo DL 50, y en la DL75 se encontraron 0.712 + 0.618
ppm, mismos que mostraron diferencia estadistica con los demas 6rganos de su
grupo, y una acumulacién menor respecto a la DL50 (tabla 8).

10.1.6 Cambios anatomopatolégicos, histoldgicos,
manifestaciones clinicas producidos por la exposicion DL 50 y
DL 75 arsénico en el modelo conejo segun su cronicidad.

Estudio Anatomopatolégico.

En la DL50 se observé a la necropsia en el sistema respiratorio: pulmones con
areas circulares con centro deprimido, enfisema moderado; en el sistema
digestivo se observd congestion generalizada de higado, higado con una
tonalidad café amarillenta. En el sistema urinario se presentd congestion
corticomedular marcada y en pelvicilla renal. El sistema nervioso no presento
cambios patolégicos aparentes. El aparato circulatorio presento hidrotérax e

hidropericardio y congestion en miocardio.

Las lesiones Anatomopatolégicas en la DL75 fueron: el sistema respiratorio
mostraron enfisema en pulmones. A nivel renal se presentd congestion
corticomedular severa, hemorragias en corteza en forma de estrias. En aparato
circulatorio present6d corazén congestionado en bazo areas redondas oscuras
contrastando con palidas. En sistema digestivo el higado se mostré
congestionado, contrastando areas palidas de coloracion naranja, la vesicula
biliar presenta un contenido de coloracién amarillo paja. En sistema nervioso un

individuo presento palidez marcada en encéfalo.

Estudio Histopatoldgico
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Al estudio histopatologico se evaluaron 7 6rganos, en los que se valoro el dafio
ocasionado por la intoxicacion por arsénico.

En la DL50, en cerebro se observé Congestion moderada en encéfalo, edema,
hemorragia leptomeningea, infiltrado linfocitario a nivel de tallo cerebral,
satelitosis moderada. En el rifidn se observé congestion moderada, glomerulitis

linfocitaria en intersticio, fibrosis, degeneracion y necrosis de células del epitelio

tubular.

x: .5. N x
FIGURA 7. Histopatologia en rifidn 10x DL50

En pulmén se present6 congestion moderada, hemorragias difusas, enfisema

FIGURA 8. Histopatologia en pulmén 10x DL50

El higado manifesté a la histopatologia congestibn moderada, degeneracion
hidropica, infiltracién linfocitaria centrolobulillar severa, acumulos linfoides,

mitosis franca y fibrosis moderada.
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FIGURA 9. Histopatologia en higado 10x DL50
El corazon presento congestion moderada, infiltracion linfocitaria en miocardio,

ondulacion de fibras musculares.

FIGURA 10. Histopatologia en corazén 10x DL50
El bazo present6 congestion moderada, hemosiderosis y depleciéon linfoide

marcada.
TN R

FIGURA 11. Histopatologia en bazo 10x DL50

El intestino presento infiltracion linfocitaria leve y denudacion de vellosidades.
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FIGURA 12.Histopatologia en intestino 10x DL50

En la DL75, se observd en el cerebro Congestion y hemorragia leptomeningea

moderada, satelitosis ligera, neuronofagia y vasculitis.

FIGURA 13. Histopatologia en cerebro 10x DL75

En rifidn presentd degeneracion hidropica a nivel de tdbulos congestion
moderada, hemorragia en pelvis renal, glomerulitis linfocitaria moderada,

degeneracion hidropica de tubulos y necrosis del intersticio, fibrosis.
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FIGURA 14. Histopatologia en rifion 10x DL75
En el pulmoén se observé congestidn y hemorragias severas, engrosamiento de

paredes alveolares, enfisema moderado, infiltrado mononuclear.

FIGURA 15. Histopatologia en pulmén 10x DL75

El higado presenta congestién, tumefaccién y degeneracion hidropica marcada,

infiltrado linfocitario centrolobulillar, fibrosis, mitosis ligera.
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FIGURA 16. Histopatologia en higado 10x DL75

El corazén presenta congestion y hemorragias moderadas, hemorragias
moderadas de endocardio y pericardio, infiltraciones linfocitarias difusas,

ondulacion de fibras musculares.

FIGURA 17. Histopatologia en corazén 10x DL75

El bazo presenta congestion, deplecion linfoide marcada.
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FIGURA 18. Histopatologia en bazo 10x DL75

El intestino presento congestién y hemorragia moderada en lamina propia,
denudacion y atrofia de vellosidades e infiltracion linfocitaria.

Ere
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FIGURA 19. Histopatologia en intestino 10x DL75

Las principales vias de entrada del arsénico al cuerpo son la ingesta y la

inhalacion, aproximadamente el 70% del arsénico se excreta, principalmente por
la orina.

Después de haber sido absorbido en los pulmones o en el tracto digestivo, el

arsénico se distribuye ampliamente por el cuerpo via torrente sanguineo.

De dos a cuatro semanas después gue cesa la exposicién al arsénico, esta

sustancia puede encontrarse en tejidos ricos en queratina como:
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e Cabello
e Huesos y dientes, en menor medida
o Piel

e Ufas
El arsénico se absorbe en el torrente sanguineo a nivel celular y se incorpora en:

e Globulos blancos
e Glébulos rojos

e Y otras células que reducen el arsenato a arsenito.

Es necesario que el arsenato (As V) se reduzca a arsenito (As Ill) esta reaccion
requiere del glutation. Una arte del arsenito (As Ill) se metila en el higado por la
transferencia enzimatica del grupo metilo de la S-adenosilmetionina que forma
el arsenato de dimetilo (DMA V).

Los metabolitos resultantes de este proceso pueden ser excretados con mayor
facilidad.

Se considera que la metilacion es la principal via de desintoxicacidén de arseénico,
aunqgue recientemente diversos estudios proponen otros mecanismos alternos
de desintoxicacion. Por ejemplo, se sabe que varias especies animales carecen
de mecanismos de metilacion del arsénico pero son capaces de excretar
arsénico inorganico. Esto sugiere que puede haber en los mamiferos otros
mecanismos importantes de desintoxicacion de arsénico. Otras investigaciones

sugieren la existencia de mecanismos adicionales de desintoxicacién, como:

« Defensas antioxidantes
« Resistencia a la apoptosis
e Transporte

Otras investigaciones del metabolismo del arsénico sugieren que la metilacion
del arsénico inorganico puede ser una ruta de intoxicacion mas que de
desintoxicacion. Mas aun, sugieren que los metabolitos metilados de arsénico

trivalente, especialmente el acido monometilarsenoso (MMA 1lI) y el &cido
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dimetilarsenoso (DMA ll1), "rara vez son capaces de interactuar con objetivos

celulares como proteinas y ADN".

Aparentemente, la eficiencia de la metilacién en los seres humanos decrece a

dosis altas de arsénico. Los patrones observados en especies de arsénico

metilado (en orina) son similares entre hermanos y, entre padres y hermanos.

Esto sugiere que la metilacion del arsénico esta ligada genéticamente.

Cuando una persona sobrepasa la capacidad de metilacion del higado, y sigue

expuesta a niveles altos de arsénico inorganico, se observa un incremento en la

retencion del arsénico en los tejidos blandos.

Puntos clave

XI.

La metilacion es el principal método de metabolizacién del arsénico.
Investigaciones recientes apuntan hacia la existencia de otros
mecanismos importantes de desintoxicacién de arsénico en mamiferos.
La orina es la principal via de excrecion del arsénico.

http://www.atsdr.cdc.gov/es/csem/arsenic/destino_biologico.html

CONCLUSIONES



http://www.atsdr.cdc.gov/es/csem/arsenic/destino_biologico.html
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Los niveles de Arsénico con una exposicion de DL 50 provocan mayor alteracion
a nivel hepatico y un incremento de los valores enzimaticos obtenidos con una
acumulacion de este metal en comparacion con el grupo de la DL75, y se

identifica el higado como el mejor indicador de bioacumulacion de este metal.

A nivel renal se presentaron dafios en ambas dosis al incrementarse
marcadamente la ureay la creatinina a niveles significativos, corroborandose con

los dafios tisulares evidentes al estudio histopatologico.
A su vez el sistema circulatorio mostré varios cambios por la acumulacién del

metal, siendo evidente que el bazo fue afectado de manera progresiva y severa

en ambas dosis, siendo mayor en la DL 50 debido al mayor tiempo de exposicion.

XIl.  SUGERENCIAS
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Considerando las actividades diarias del hombre, la salud ambiental, animal y
publica debe reconsiderarse la utilizacion de estos metales y su manejo con el
fin de generar estrategias para minimizar los dafios, ademas de la
implementacion de una mayor apertura a esta informacion dado que el acceso

a ella es muy limitado en México para el publico en general.

1. Fomentar la educacién de conciencia ambiental y dafios a la salud,
regulando a las industrias en la utilizacién de productos toxicos.

2. Buscar alternativas bildgicas como la fitoremediacion para el tratamiento
de la contaminacién ambiental, debido a que su exposicion es cada vez
mas presente.

3. Realizar estudios sobre los niveles de metales pesados en las zonas
expuestas a diversos de ellos y sus efectos en el organismo, ya que se
tiene muy poca informacion de los cuadros clinicos, por lo cual no se esté

preparado para afrontar este tipo de intoxicaciones.
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