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1. Resumen

El arsénico es un elemento muy comun en la corteza terrestre, se encuentra
ampliamente distribuido en el ambiente, el aire, el agua y el suelo. Por otra parte, el
fluoruro esta presente en la mayoria de las fuentes de agua o en cultivos que lo
absorben a través del riego con agua contaminada. Por lo tanto, los humanos
corremos el riesgo de estar expuestos al arsénico (As) y fluoruro (F), a través del

consumo de agua y alimentos contaminados.

En América Latina el riesgo a estar expuesto a estos elementos es debido
principalmente a la naturaleza geolégica. Como fuente principal se ha identificado
el vidrio volcanico y, en menor medida, minerales hidrotermales. En los climas
aridos y semiaridos es tipico las altas tasas de evaporacién y erosién quimica, las
cuales generan aguas subterraneas salinas y un pH basico, dando por resultado

aguas ricas en As y F (Alarcon-Herrera et al., 2013).

En México, el agua subterranea representa la unica fuente disponible para muchas
zonas que son aridas y semiaridas. Existen regiones donde el agua contiene
concentraciones de As y F que exceden los niveles permisibles actuales
establecidos por la Norma Mexicana NOM-127-SSA1-1994 de agua para uso y
consumo humano (25 pg/L para As y 1.5 mg/L para F, Gonzalez-Horta et al., 2015;
Armienta & Segovia, 2008).

En lo que respecta al Estado de Guanajuato, este se encuentra en una region
minera ademas de ser una zona con una sobre explotacién de pozos, lo cual
favorece la presencia de varios elementos quimicos en su agua subterranea,
teniendo como contaminante principal al As (Arroyo et al., 2013). Asimismo, existen
otros reportes de la presencia de F- en aguas subterraneas del territorio del estado
(del Carmen, Javier & Aline, 2016). Es por ello que la poblaciéon de Guanajuato se
encuentra en riesgo de exposicion a estos contaminantes, ademas de las
actividades antropogénicas que incrementan el uso del recurso hidrico, como son:

agricultura, mineria, curtiduria e industria automotriz.
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Poco se han estudiado los efectos combinados tanto in vivo como in vitro y se han
vinculado con dafio renal (Zheng et al., 2014). Como ha sido reportado, el F- tiene
efectos nefrotdxicos al igual que el arsénico (Jiménez-Coérdova et al., 2018). Sin
embargo, aun se requieren mas estudios para conocer los mecanismos de

nefrotoxicidad por coexposicién a Asy F-.

2. 2.Antecedentes

2.1. Arsénico y Fluor.

Millones de personas sufren los efectos toxicos del arsénico y fluor en muchas
partes del mundo. Estos dos elementos son reconocidos como los contaminantes
inorganicos mas graves presentes en el agua potable (Shankar, Shanker & Shikha,
2014; Jha et al., 2013). En lugares como India, China, Argentina, Bangladesh y
México es comun la intoxicacion severa debido a estos dos elementos. La ingestion
de agua contaminada con altas concentraciones de As y F- es la principal via de

exposicion humana ambiental en el mundo (Chouhan & Flora, 2010).

2.1.1. Arsénico

El arsénico es un elemento ampliamente distribuido en la corteza terrestre, ocupa
el vigésimo lugar en abundancia en relacion con los otros elementos (OMS, 2018);
se encuentra aproximadamente en 320 formas minerales en las rocas y puede
entrar en ambientes terrestres y acuaticos a través de procesos geoldgicos
naturales y actividades antropogénicas (Flora, 2015). Su uso es principalmente
como insecticida y herbicida o como conservante para la madera debido a su poder

germicida y su resistencia a la descomposiciéon (Chung, Yu & Hong, 2014).

El arsénico esta presente en 4 tipos de estados de oxidacion, -3,0, £3 y +5, siendo

el arseniato el mas predominante en el agua, con un estado de oxidacion +5. En el
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ambiente, el arsénico generalmente se encuentra combinado con otros elementos
como por ejemplo oxigeno, cloro y azufre, combinado con estos elementos se
conoce como arsenico inorganico, mientras que el combinado con carbono e

hidrégeno se conoce como arsénico organico.

Las formas inorganicas del arsénico [arsenito (As +3) y el arseniato (As +5)]

representan las mas tdxicas para la salud.

Por su amplia distribucion se encuentra presente en todo el ambiente, como por
ejemplo en el aire, el agua vy la tierra; por esto que la poblacion se expone a niveles
altos de arsénico inorganico a través del consumo de agua proveniente de
abastecimiento subterraneas, alimentos preparados con dicha agua y cultivos

irrigados con agua de alto contenido de arsénico (ATSDR, 2018).

2.1.2. Fluoruro

El fluor es el treceavo elemento mas abundante en la corteza terrestre, no puede
ser destruido en el ambiente, solamente puede cambiar de forma, inmediatamente
se combina con otras sustancias para convertirse en fluoruro (Chouhan & Flora,
2010).

Los fluoruros se encuentran naturalmente en rocas en el suelo, y en carbon y arcilla
en la corteza terrestre, se liberan al aire en polvo que levanta el viento. En el agua,
su presencia esta estrechamente relacionada con la abundancia y solubilidad de
minerales que contienen fluor, como la fluorita. Los fluoruros asocian con varios
elementos presentes como con el aluminio en agua dulce y con calcio y magnesio
en agua de mar. Se depositan en el sedimento en donde se adhieren fuertemente.
Cuando se depositan en el suelo, los fluoruros son retenidos firmemente formando

fuertes asociaciones con los componentes del suelo (ATSDR, 2018)
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2.1.3 Metabolismo y Vias de Eliminacién

El arsénico inorganico, un carcinégeno humano, es metilado en el cuerpo alternando
la reduccion de arsénico pentavalente a trivalente y la adicion de un grupo metilo de
S-adenosilmetionina, esto se da por la biotransformacion que sucede en el
organismo, el proceso mediante el cual una sustancia se convierte (transforma) en
otro producto quimico por una reaccién quimica en el organismo. El glutation, y
posiblemente otros tioles, sirven como agentes reductores. El sitio mas importante
de la metilacidon del arsénico es el higado, pero la mayoria de los 6rganos muestran
actividad de metilacion. El resultado final son los metabolitos, el acido
monometilarsonico (MMA) y el acido dimetilarsenoso (DMA), estos metabolitos son
menos reactivos con los constituyentes de los tejidos que el arsénico inorganico y
se excretan facilmente en la orina. Tanto la forma inorganica como la forma organica
abandonan el cuerpo por la orina. En su mayoria el arsénico se excreta, pero una
pequefa parte se queda dentro del cuerpo y puede durar dias o meses (Vahter,
2002).

Cerca de la mitad del fluoruro abandona el organismo rapidamente por la orina,
generalmente dentro de 24 horas, la mayor parte permanece en el cuerpo siendo
almacenado en los huesos y los dientes. Después de la ingestidn, los niveles de
fluoruro en plasma aumentan rapidamente debido a la eficiente absorcion del
estdmago, esto depende del pH y de que es capaz de distinguir al fluoruro de otros
halégenos y la mayoria de las otras sustancias. La mayoria del fluoruro se absorbe
desde el intestino delgado, donde la absorcion no depende del pH. El flior no
absorbido se excreta en las heces. Las concentraciones maximas de fluoruro en
plasma se alcanzan en 20-60 minutos después de la ingestidn. Los niveles
comienzan a disminuir a partir de entonces debido a dos razones principales: la
captacion en los tejidos calcificados y la excrecidon en la orina. Los niveles de
fluoruro en plasma no estan regulados homeostaticamente y varian de acuerdo con
los niveles de ingesta, deposicion en tejidos duros y excrecion de fluoruro (Buzalaf
& Whitford, 2011).
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Tanto el arsénico como el fluoruro son eliminados principalmente por via renal.
Aproximadamente el 60% de fluoruro es absorbido, filtrado y excretado diariamente
en la orina (Buzalaf y Whitford, 2011). Al igual se han detectado productos del
metabolismo del arsénico en la orina, con una prevalencia del 60-80% (DMA) y un
5-20% (MMA), esto después de una exposicion con arsénico inorganico (Drobna,
Styblo & Thomas, 2009).

2.2. Fuentes de Arsénico y Fluoruro

2.2.1. Arsénico

El arsénico se encuentra naturalmente en el suelo y en minerales por lo que puede
entrar al aire, al agua y al suelo en polvo que levanta el viento. Las erupciones

volcanicas constituyen otra fuente natural.

Se encuentra asociado con minerales que se utilizan para extraer metales, como
por ejemplo cobre y plomo, y es posible que entre al ambiente cuando se extraen o
funden estos minerales. También se pueden liberar a la atmdsfera cantidades
pequefias de arsénico desde plantas de carbon y desde incineradores porque a

menudo el carbdn y los productos de desecho contienen arsénico.

Las principales fuentes de exposicion en humanos son el aire, la comida y el agua

(Chung, Yu & Hong, 2014), siendo esta ultima la mas comun.

2.2.2. Fluoruro

El fluoruro es un componente natural de la corteza terrestre y del suelo. El agua, el
aire, las plantas y los animales contienen pequefas cantidades de fluoruros. Al igual
se han identificado 3 fuentes de contaminacién antropogénica: fertilizantes, carbén

gquemado y desechos industriales (Farooqi, Masuda, Siddiqui & Naseem, 2009).
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El fluoruro es agregado frecuentemente a los suministros de agua, a las pastas

dentales y enjuagues bucales, esto como una medida de prevencion de caries.

2.3. Normativa del Agua

El abastecimiento de agua para uso y consumo humano con calidad adecuada es
fundamental para prevenir y evitar la transmisién de enfermedades, para lo cual se
establecen limites permisibles en cuanto a sus caracteristicas bacteriologicas,

fisicas, organolépticas, quimicas y radiactivas.

Con el fin de asegurar y preservar la calidad del agua en los sistemas, hasta la

entrega al consumidor, se debe someter a tratamientos de potabilizacion.

2.3.1. Limites permisibles internacionales

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecié para arsénico y fluoruro el

limite recomendado en el agua potable de 10 pg/L y 1.5 mg/L respectivamente.

2.3.2. Limites permisibles nacionales

En México se establecidé la NOM-127-SSA1-1994, modificada en el 2005, la cual
establece los limites de contaminantes en el agua permisibles para Arsénico de 25

Mg/L y para Fluoruro de 1.5 mg/L.

2.4. Contaminacion por Arsénico y Fluoruro en Latinoamérica

Se ha estimado que al menos 4.5 millones de personas en América Latina estan

expuestas cronicamente a altos niveles de As (> 50ug/L; World Health
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Organization), algunas de ellas hasta 2000 pg/L, 200 veces mas que el valor de
referencia que establece la OMS (McClintock et al., 2012). Para el caso del F en la
mayoria de las regiones no es considerado como un factor de riesgo, sin embargo,
se han detectado lugares donde los niveles sobrepasan el valor establecido de la
OMS (=1.5 mg/L) (Alarcon-Herrera et al., 2013).

2.4.1. Contaminacion en México

En lo que respecta a México se han detectado concentraciones de arsénico y/o
fluoruro por arriba de los limites permisibles de la calidad del agua en acuiferos de
los estados de Aguascalientes, Coahuila, Chihuahua, Durango, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, San Luis Potosi, Sonora y Zacatecas. (Navarro, Gonzalez, Junez-
Ferreira, Bautista & Cardona, 2017; Alarcén-Herrera et al., 2013; Vega Gleason,
2002).

Actualmente no existe una estimacion de la poblacién expuesta a arsénico en el
agua de consumo; sin embargo, se estima que la poblacion expuesta a arsénico
inorganico via consumo de agua de las fuentes de abastecimiento, es de
aproximadamente 2.0 millones de habitantes, con concentraciones que van en
algunas regiones de 0.030 a 0.590 mg/L (Limite permisible en México 0.025 mg/L)
(Alarcén Herrera, Leal Quezada, Martin Dominguez, Miranda Navarro & Benavides
Montoya, 2013).

2.4.1.1. Estudios realizados en México

Se han realizado estudios donde se ha demostrado que una exposicidén cronica al
arsénico en el agua potable se asocia con lesiones cutaneas premalignas vy
malignas, genotoxicidad, un rendimiento cognitivo deficiente en nifios escolares,
efectos cardiovasculares, diabetes y cancer de mama (Méndez-Gémez et al., 2008;

Osorio-Yafiez et al., 2013; Lopez-Carrillo et al., 2014; Osorio-Yafiez et al., 2015).
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En lo que respecta al fluoruro, pese a no ser considerado un elemento de riesgo, se
ha reportado en el pais incidentes de fluorosis dental y pérdida de esmalte por las
altas concentraciones en el agua consumible (Molina-Frechero et al., 2017;
Irigoyen-Camacho, Garcia Pérez, Mejia Gonzalez & Huizar Alvarez, 2016; Jarquin-

Yanez et al., 2015; Garcia-Pérez, Irigoyen-Camacho & Borges-Yanez, 2013).

Sin embargo, en lo que respecta a una coexposicidon de estos dos elementos
teniendo como fuente principal el agua, no existen muchas evidencias reportadas

en la literatura del efecto que pueden tener a la salud.

2.4.1.2. Arsénico y Fluor en México

Se han descrito tres ambientes hidrogeoldgicos que provocan altas concentraciones
de As y F- en México: areas de actividad geotermal (Centro y norte de México),
acuiferos aluviales (norte de México) y areas de actividad minera (Norte-centro de
México) (Alarcon-Herrera et al., 2013; Navarro, Gonzalez, Junez-Ferreira, Bautista
& Cardona, 2017). La compleja geologia de México con rocas igneas, sedimentarias
y metamoérficas y un entorno tecténico activo predispone al ambiente a una

contaminacion natural de las aguas subterraneas.

México se ha convertido en uno de los principales productores de fluorita, y se
destaca también la abundancia que existe del arsénico y fluoruro en el subsuelo del
pais (Anuario de la mineria mexicana, 2016, 2017). En los estados de Coahuila,
Durango y San Luis Potosi la fluorita es uno de los principales elementos minerales
no metalicos explotados en México, recibiendo en el 2003 el segundo lugar a nivel

mundial en su produccion.

Sin embargo, en 1958 ya se habian descrito los efectos adversos a causa de los
altos niveles de arsénico en el agua potable para la salud en la "Comarca Lagunera”
(Cebrian, Albores, Aguilar & Blakely, 1983). Por otro lado, se encontraron pozos con
niveles de fluoruro de 0,5 a 3,7 mg/L, encontrandose los mas elevados en los que
también estan contaminados por arsénico (Del Razo et al. 1993) dando lugar a

problemas de fluorosis dental.
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Se ha reportado contaminacion de aguas subterraneas por fluoruro en los estados
de San Luis Potosi y Aguascalientes teniendo concentraciones de estos elementos
por encima de los limites permisibles. San Luis Potosi se caracteriza por ser una
zona minera, siendo susceptible a contaminacion por arsénico en su agua
subterranea, la cual es usada para el riego contaminando asi sus cultivos (Armienta
& Segovia, 2008).

En los Azufres, Michoacan, una zona que se caracteriza por ser parte del Cinturén
Volcanico de México, se mostré6 una contaminacion de los acuiferos de poca
profundidad y de las aguas superficiales por estos dos elementos (Birkle & Merkel,
2000); en la region de Puebla también fue evaluado el nivel de arsénico siendo este
hasta de 73.6 mg/L (Gonzalez-Partida et al. 2001).

Existen algunas zonas donde la fuente de arsénico y fluoruro no se ha podido

determinar con claridad, tal es el caso del estado de Guanajuato.

2.4.2. Guanajuato

El estado de Guanajuato se encuentra dentro de tres grandes provincias
fisiograficas: la Mesa del Centro, la Sierra Madre Oriental y el Eje Neovolcanico.
Predominan cuatro tipos de clima: Semicalido subhumedo con lluvias en verano,
templado subhumedo con lluvias en verano, semiseco templado y semiseco
semicalido. El estado se caracteriza por su actividad minera, de donde se destaca:
plata, azufre, agregados pétreos, arena, basalto y tezontle (Anuario estadistico y

geografico de Guanajuato 2017, 2017)

En Guanajuato se han reportado casos de fluorosis dental (del Carmen, Javier &
Aline, 2016), niveles elevados de fluoruro (Morales-Arredondo, Armienta &
Rodriguez, 2018) y arsénico segun la norma en el agua potable (Bundschuh,
Bhattacharya & Chandrasekharam, 2004) (Serafin Mufioz et al., 2016)

Pa’gina9



2.5. Efectos en la Salud

Desde la antiguedad se sabe que el arsénico es un veneno para el ser humano, y
que en dosis altas (mas de 60,000 ppb en el agua) pueden ser fatales. Si llega a
consumir niveles de arsénico mas bajos (entre 300 y 30,000 ppb en el agua) se
puede sufrir irritacion del estdmago y los intestinos, acompafiado de dolor de

estdmago, nausea, vomitos y diarrea.

Los efectos en la salud humana a causa de una intoxicacion crénica por arsénico
derivan en manifestaciones dermatoldgicas (hiperpigmentacion, hipopigmentacion
e hiperqueratosis), enfermedad en el higado, vias respiratorias, gastrointestinales,
cardiovasculares y del sistema nervioso central, al igual se tienen efectos
hematoldgicos, diabetes y diferentes tipos de cancer (cancer de piel, de vejiga
urinaria, de pulmon, etc.) (Flora, 2015). En estudios realizados in vivo e in vitro se
ha encontrado que produce dafo el ADN, el estrés oxidativo que genera puede
afectar al genoma y este puede ser evaluado a través de la cuantificacion del
numero de copias de ADN mitocondrial (Partridge, Huang, Hernandez-Rosa,
Davidson & Hei, 2007; Liu et al., 2005) y de la longitud del telémero (Gao et al.,
2015; Borghini et al., 2016; Ferrario et al., 2009).

El fluoruro se ha usado por muchos afios para reducir las caries dentales y la
osteoporosis, en una suplementacion adecuada incrementa la densidad ésea y
promueve la re-mineralizacién del esmalte (Kanduti, Sterbenk & Artnik, 2016); sin
embargo, también un exceso posee efectos negativos tales como fluorosis
esquelética y dental, la decoloracion del esmalte (DenBesten & Li, 2011) y en altas
concentraciones es capaz de penetrar la barrera hematoencefalica (Zuo et al.,
2018).
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2.6. Efecto del Arsénico y Fluor sobre el ADN

El efecto genotoxico del arsénico se debe a la generacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno, esto puede causar roturas de la cadena de ADN, mutaciones
por delecion, formacion de micronucleos, reticulacion de la proteina ADN,
intercambio de cromatidas hermanas e inhibicién de la reparacién del ADN (Kumar,

Lalit & Thakur, 2015).

Ingesta de Arsenico
Inorganico

Biotransformacion

Inestabilidad en el
Cromosoma

Hipo/Hiper Metilacion Meodificacion de Modificacion de

del ADM Histonas microARN

CARCINOGENICIDAD

Fig. 1. Mecanismo Molecular de carcinogenicidad inducida por Arsénico
inorganico (Valeri et al. 2009; Brocato andCosta 2015).
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La genotoxicidad del fluoruro se ha mostrado que causa dafio mitocondrial y estrés
oxidativo, lo que lleva a la activacién de caspasas pro-apoptéticas (3, 9 y otras) o

necrosis (Fig. 2).

lon Fluoruro

Exposicidn a Fluoruro

Sintesis de ATP
Dafio ‘ Estrés
Imundrial Chidatreg

{ Deracién de Cit C ‘eRO

Caspasas 9y 3

Mecanismas Sisterna de
Epigeneticos Reparacién
DNA

T+ Muerte Celular

(Apoptosis o necrosis)

Fig. 2. Posibles mecanismos inducidos por fluoruro basados en estudios in vitro e in vivo
(Ribeiro et al., 2017).

2.6.1. Estudios in vivo

En los estudios in vivo relacionados con el arsénico y fluoruro es importante el uso
de modelos animales experimentales los cuales tienen una capacidad similar de

biotransformacién a los humanos.

Se ha demostrado que el arsénico causa hipometilacién del ADN y acumulacién en

el higado, esto en ratones. En ratas el administrar NasAsO3s (metaarsenito de sodio)
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dio lugar a una sobre estimulacion de micronucleos en el tejido ovarico esto de

manera dependiente de la dosis (Akram et al., 2009).

De igual manera, en las células branquiales de peces cebra y en eritrocitos de peces
al igual fue mayor la cantidad de micronucleos en comparacién con el control

negativo (Kumar, Kesari & Khan, 2013).

En nifos de una region minera en San Luis Potosi se observo que a una baja
exposicion a arsénico hubo un desequilibrio epigenético, esto medido por cambios
en el porcentaje de metilacion global en el ADN (Alegria-Torres et al., 2016),
pudiendo inducir también una hipermetilacion de regiones CpG especificas del

genoma (Cardenas et al., 2015).

Con respecto al fluoruro en células de la médula 6sea de ratén se incremento la
frecuencia de micronucleos en eritrocitos policromaticos y provoco aberraciones
estructurales de cromosomas, al igual que dafio al ADN en células de la médula,
higado, rifiones y bazo del raton (J, Sinha, Ghosh & Mukherjee, 2013), ademas se
ha observado un decremento en el numero de copias de ADN mitocondrial al estar
expuestos a dosis superiores a los 100 mg/L de NaF (Sun, Xue, Zhang, Niu & Wang,
2017).

En células del hueso de ratas se vio inducida la apoptosis celular de los osteoblastos
a partir de una acumulacion de fluoruro y la expresion de chaperonas de estrés del

reticulo endoplasmico (Liu, Zhang, Gu, Zhang & Ma, 2014).

En el bazo de los ratones también se ha observado estrés del reticulo endoplasmico

causando apoptosis celular (Deng et al., 2016).

2.6.2. Estudios in vitro

En células epiteliales de prostata humana se ha observado que el arsénico es
mutagénico al ADN mitocondrial y puede potencialmente inducir dafio en el ADN

nuclear activando las ERO mitocondriales (Singh, Kumari, Treas & DuMond, 2011).
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En células de colon HT-29 bajo tratamiento con As203 causé un dafio severo al ADN
dependiente de la dosis debido a un aumento de las ERO (Ali, Alkahtani, Siddiqui,
Alarifi & Ali, 2013). De igual manera, en células de leucemia promielocitica se
reporté un aumento significativo dependiente de la dosis de este mismo tratamiento
en el dano del ADN (Yedjou & Tchounwou, 2007).

En células uretrales humanas se demostré que el arsénico inorganico es capaz de
causar modificaciones a las histonas, esto debido a que genera una disminucion de
la histona 4 lisina 16 acetiltransferasa (H4K16ac) lo que conlleva a una toxicidad en
estas células. También se demostré que en células epiteliales de la vejiga humana
el acido monometilarsonoso (MMA") y el arsénico inorganico causan una
disminucién en la acetilacién de la H4K16 dependiendo de la dosis y el tiempo, lo

que lleva a una carcinogénesis de la vejiga (Jo et al., 2009).

Por otra parte, el fluoruro de sodio (NaF) en concentraciones minimas demostro
causar estrés oxidativo en células de linfocitos humanos lo que llevé a la muerte

celular (Jothiramajayam et al., 2014).

En células de ratdén (LS8) derivadas de ameloblastos, el fluoruro de sodio genera
una induccion de las ERO lo que causa dafio mitocondrial tal como la liberacion de
citocromo-c, disminucion de la sintesis de ATP vy la fosforilacion de H2AX (YyH2AX),

que es un marcador de dafio en el ADN (Suzuki, Bandoski & Bartlett, 2015).

2.7. Modelos de estudio de exposiciéon combinada a Arsénico y Fluoruro

La exposicion al arsénico o al fluoruro en ratones de cepa albinos suizos condujo a
un agotamiento significativo de la actividad delta-aminolevulinica deshidratasa
(ALAD) en sangre y el nivel de glutation (GSH), acompanado de un aumento de las
ERO en sangre y tejidos. Se observé un aumento del acido tiobarbiturico en higado
y rifidn al igual que una disminucion del superéxido dismutada (SOD). Estos efectos
fueron mas pronunciados en la exposicidon a arsénico que a fluoruro, sin embargo,

en la co-exposicion de estos compuestos los efectos fueron menos pronunciados
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que en la exposicion individual a ellos. También se observaron efectos antagénicos
en la co-exposicion, esto se observo en una recuperacion significativa en el nivel de
GSH de los tejidos en comparacion con los animales expuestos a arsénico solo, por
lo que se puede concluir que la coexposicién arsénico-fluoruro es menos téxica que

los compuestos individuales (Mittal & Flora, 2006).

En otro estudio realizado en ratones de cepa suiza, la exposicidon al arsénico y al
fluoruro disminuyo significativamente los niveles de aminas biogénicas del cerebro,
aumentaron las ERO; las actividades de la acetilcolinesterasa y de la
monoaminooxidasa (MAQO) se vieron aumentadas en presencia de fluoruro, estas
no se vieron alteradas con la exposicién a arsénico. En la co-exposicidén se observo
efectos mas pronunciados en la toxicidad en las actividades de acetilcolinoesterasa,
monoaminooxidasa, superoxido dismutasa y catalasa, sin embargo, no significo que

fueran mas toxicos, se observo antagonismo (Flora, Mittal & Mishra, 2009).

En Ratas Sprague-Dawley se midié la capacidad de aprendizaje y memoria
mediante la expresion de mMRNA y mGIluR1 y mGIuR5 en el hipocampo y la corteza
detectandose mediante RT-PCR y Western blot. Los niveles de glutamato
disminuyeron en el hipocampo y la corteza de las ratas expuestas al fluoruro y en la
coexposicion, y en la corteza de las ratas expuestas al arsénico. La co-exposicion
de arsénico-fluoruro disminuyé la expresion del ARNm de mGIuRS5 en la corteza y
la expresion de proteinas en el hipocampo, lo que sugiere un efecto sinérgico del
arseénico y el fluoruro. Estos datos indican que el arsénico y el fluoruro, ya sea solos
0 co-expuestos, pueden disminuir la capacidad de aprendizaje y memoria en ratas
(Jiang et al., 2014).

Se analizaron las células mononucleares de sangre periférica de nifios de una
comunidad de San Luis Potosi expuestos crénicamente a arsénico y fluoruro
mediante el agua potable; esta exposicion mostré efectos de una disminucién de la
expresion superficial de genes (CD25, CD40, c IAP-1, ENA-78) y proteinas (CD25,
CD40), pero no se observaron cambios en la activacion de los linfocitos (CD25,
CD69, CD95) en las células mononucleares de sangre periférica expuestos a altas

concentraciones de As y F. Las disminuciones observadas en la expresion de genes
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y proteinas podrian contribuir a una disminucion de la respuesta inmune a los
estimulos inflamatorios (agentes infecciosos) y / o al desarrollo de la autoinmunidad

en esta poblacién infantil (Estrada-Capetillo et al., 2014).

3. JUSTIFICACION

La exposicidén a Arsénico y Fluoruro es un problema de salud mundial debido a los
efectos adversos que causa a la salud. Se conocen estos efectos de forma
individual; sin embargo, no se ha estudiado la interaccion toxicolégica arsénico-
fluoruro haciendo uso del numero de copias de ADNmt y la longitud telomérica, los
cuales son biomarcadores de efecto temprano relacionados con la estabilidad del

genoma.

En este proyecto se busco evaluar el efecto toxico de la combinacién de arsénico y
fluoruro en cultivos celulares de la linea HEK-293, la cual corresponde a una linea
celular derivada de células de rifidn embrionario humano, érgano que se ve afectado

por la presencia de estos contaminantes dado que es la via principal de eliminacion.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General

Evaluar la estabilidad gendmica de las células HEK-293 co-expuestas in vitro a

arseénico y fluoruro.

4.2 Objetivos Especificos

. Realizar curvas dosis-respuesta para las células HEK-293 expuestas a
arsénico, a fluoruro y a ambos, para establecer las concentraciones de exposicion

in vitro.
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. Determinar el numero de copias de ADN mitocondrial por PCR en tiempo
real, en células HEK-293 expuestas a un gradiente de concentracion conocida de
sales de arsénico y fluoruro, en presencia y ausencia del antioxidante N-acetil

cisteina.

. Proponer mecanismos de interaccion toxicologica del arsénico y el fluoruro

sobre la linea celular HEK-293.

5. HIPOTESIS

La co-exposicion a arsénico y fluoruro en cultivo de células HEK-293 tendra un
efecto sobre la estabilidad gendmica, medido como el numero de copias de ADNmt,

mismo que sera contrarrestado por el antioxidante N-acetil cisteina.
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6. METODOLOGIA

6.1. Materiales

6.1.1. Células

Las células usadas corresponden a la linea celular HEK-293 (ATCC CRL-1573),

estas son derivadas de células embrionarias de rifidn humano (figura 3).

’

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100um

Fig.3. Células HEK-293, registro de la ATCC.
6.1.2. Medio de Cultivo

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (10%) enriquecido con suero bovino
fetal (SBF). Adicionado con Bicarbonato de Sodio, 10 000 U/mL de penicilina 'y 10
mg/mL de estreptomicina.
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Se ajustdé el pH del medio a 7.4 haciendo uso de HCI 0.01 M o NaOH segun sea el

caso.

Compuesto Concentracion Marca

DMEM 9.9 [g/L] Gibco
Bicarbonato de Sodio 3.7 [g/L] Sigma
Suero Bovino Fetal 10% [v/V] Gibco

Penicilina/Estreptomicina 10 000 [U/mL]/ 10 [mg/mL] Sigma

6.1.3. Meta-arsenito de Sodio

El Metaarsenito de Sodio (NaAsO2) se disolvié en medio DMEM y se ajusto el pH a
7.4. Este se filtrd con poro de 0.4 um para mantener su esterilidad. Se generaron
concentraciones de: 0.5 uyM, 1 yM, 1.5 uyM, 2.0 uM, 2.5 uM y 3 uM.

Metaarsenito de Sodio Sigma S7400
(NaAsO2)

6.1.4. Fluoruro de Sodio

El Fluoruro de Sodio (NaF) se disolvié en medio DMEM y se ajusté el pH a 7.4. Este
se filtr6 con poro de 0.4 uym para mantener su esterilidad. Se prepararon

concentraciones de: 10 mg/L, 15 mg/l, 20 mg/l, 25 mg/l, 30 mg/l, 35 mg/l y 40 mg/I.

Fluoruro de Sodio (NaF) Sigma S6776

6.1.5. Kit Ensayo MTT
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Bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2- Sigma 11 465 007 001
il] -2,5-difeniltetrazolio

6.1.6. Extraccion de ADN

Wizard® Genomic ADN Purification Kit
6.2. Métodos
6.2.1. Metodologia General

La metodologia general seguida fue la siguiente, trabajando siempre en condiciones

de estricta esterilidad:
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Obtencion de Confluencia 285% Extraccion de DNA
Células HEK-293. celular. de muestras
expuestas a
NaAsO., NaF y
MaAsOz/NaF.

Sembrado en medio
DMEM vy
mantenimiento.

Exposicion a
NaAsOz por 24 hrs.

Determinacion de

ncADNmt por gPCR

Exposicion a NaF
por 24 hrs.

Pasaje Celular y
creacion de reserva.

Determinacion
de LT por gPCR

Exposicion a
NaAsO:/MNaF por 24
hrs.

Mantenimiento de
Células,

Fig. 4. Metodologia General

Se obtuvo la linea celular HEK-293 descongelada y se procedié a cultivarlas en
medio DMEM enriquecido con SBF al 10% en caja de Petri de 10 cm. Se incubaron
a 37 °C a 5% de CO2 y se mantuvieron hasta una confluencia menor a 1 x 10°

células/mL. Se les realizé cambio de medio cada 8 dias.

Para mantener una confluencia adecuada se realizaron pasajes celulares (Fig. 5)
cada 8 dias y se cre6 una reserva celular de estas células por medio de congelacion
almacenadas en nitrogeno liquido. Las células HEK-293 pierden viabilidad al ser
congeladas a -70 °C por un tiempo prolongado, por lo que se recomienda

mantenerlas en nitrégeno liquido.
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Fig. 5. Pasaje Celular. Modificado de https://www.abmgood.com/Prigrow-

Cryopreservation-Medium-TM024.html

Cuando fue necesario extraer células para su uso, estas fueron descongeladas,

sembradas e incubadas en medio nuevo en una caja de Petri de 10 cm.

Tnipsinizar las Centrifugar a 3000 mac
Cuttivo Cehutar Céldas y colectar en 1pM POL 5 MINLOS :: m‘;uc’:«:‘::‘
(con >90% Wbo de contrifuga

nitrogeno liquido,

confluencia)

Fig. 6. Congelado Celular. Modificado de https://www.abmgood.com/Trypsin-
EDTA-TMO050.html

Se obtuvo una cantidad abundante de células para proceder a realizar los ensayos

de viabilidad, no sobrepasando 1x10° células por ml.

Se hicieron soluciones de NaAsO2 con una concentracion de 0.5 yM, 1 uM, 1.5 uM,
2 uM, 2.5 yM y 3 uM, las cuales se probaron inicialmente a 24 h por triplicado, para
comprobar su viabilidad estas se analizaron con el ensayo MTT y se leyeron a 562

nm, generando una curva estandar dosis-respuesta.

Al igual se hicieron soluciones para NaF con una concentracién de 10 mg/L, 15 mg/l,

20 mg/l, 25 mg/l, 30 mg/l, 35 mg/l y 40 mg/l, se probaron a 24 hrs por triplicado y se
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evaluo su viabilidad por ensayo MTT, se leyeron a 562 nm. Se generd una curva

dosis-respuesta.

El ensayo de viabilidad se realizd para los dos tipos de sales y una mezcla de
ambas, por otro lado, se hizo uso de un antioxidante sintético la N-acetil cisteina
(NAC), la cual se probd al mismo tiempo en una concentracion de 15 mM sobre las

células expuestas.

Se usaron sélo las concentraciones que no excedieran la LOAEL (lowest observed
adverse effect level) para el resto del estudio, siendo estas para Metaarsenito de
Sodio: 0.5 uyM, 1 pM, 1.5 uM y 2 uM; y para Fluoruro de Sodio: 10 mg/l, 15 mg/l, 20
mg/l'y 25 mg/I.

Se extrajo el ADN total de las células con los distintos tratamientos usando el kit de
purificacion The Wizard® Genomic de Promega y se cuantificé usando el
NANODROP.

La estabilidad gendémica se evalud realizando qPCR, con la cuantificacion del

numero de copias de ADN mitocondrial y la longitud telomérica.

6.2.2. Cultivo Celular

Obtenida la linea celular HEK293 se sembré en una caja de Petri de 10 cm estéril
la cual contenia 10 ml de Medio DMEM enriquecido y se incubé a 37 °C con 5% de
CO:a.

6.2.3. Pasaje Celular

Al observar en microscopio invertido una confluencia 285% se realizé el primer
pasaje celular (anexo 12.1.2.1). Las células se conservaron cambiando el medio y

realizando pasajes para evitar una concentracién celular mayor a 1 x 10° células/mL.
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6.2.4. Congelado de células

Se selecciond una caja con células y se realizé el procedimiento de congelado

celular (anexo 12.1.2.2). Estas células sirvieron de reserva celular.
6.2.5. Ensayo de Viabilidad

Se realizaron ensayos de viabilidad para establecer las concentraciones de

exposicién a metaarsenito de sodio, a fluoruro de sodio y a una mezcla de ambos.

En placas de 96 pocillos de ELISA se sembré un volumen de 100 uL de células
suspendidas en la concentracién correspondiente (Metaarsenito de sodio: 0.5 uM,
1 uM, 1.5 uyM, 2.0 uM, 2.5 yM y 3 uM y Fluoruro de Sodio: de 10 mg/L, 15 mg/l, 20
mg/l, 25 mg/l, 30 mg/l, 35 mg/l y 40 mg/l y una mezcla de ambas) y se expusieron
durante 24 horas (12.1.2.4). Pasado el tiempo de exposicién se adiciond 10 yL de
Reactivo MTT a cada pocillo y se dejo reaccionar por 2 hrs a 37°C, posteriormente
se retird el medio con el reactivo y se agregé 100 ml de Reactivo solubilizante a
cada pocillo y se dejo actuar por 30 minutos a temperatura ambiente con agitaciéon
orbital, en algunos casos fue necesario pipetear suavemente para deshacer los
cristales de formazan. Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 562 nm en
lector de ELISA IMARK BIO-RAD.

La viabilidad se describié como porcentaje, considerando a las células no tratadas

con sales de arsénico y fluoruro como el 100% de viabilidad (células control).

A la par se probo en las células expuestas (Metaarsenito de sodio: 0.5 uM, 1 uM,
1.5 uMy 2 uMy Fluoruro de Sodio: 10 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/l y 25 mg/l y una mezcla
de ambas) a una concentracién de 15 mM de N-acetil cisteina a los diferentes

tratamientos. Se midi6 de igual forma la viabilidad celular.
6.2.5.1. Curva dosis-respuesta

Se generaron curvas dosis-respuesta de las diferentes concentraciones a los

distintos tiempos de exposicién.
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6.2.6. Extraccion de ADN

Se extrajo el ADN total de los diferentes tratamientos haciendo uso del kit de
purificacion The Wizard® Genomic de Promega siguiendo el protocolo establecido
(anexo 12.1.2.6), después de exponer las células HEK293 a un gradiente de
concentracion de meta-arsenito de sodio, a otro de fluoruro de sodio y a un gradiente
de ambos en concentraciones inversamente proporcionales (0.5 pM-25 mg/L, 1.0
MM-20 mg/L, 1.5 uM- 15 mg/L y 2.0 yM-10 mg/L arsénico-fluoruro respectivamente).
La integridad del ADN se evalud por electroforesis en geles de agarosa al 1% (figura
6) (anexo 12.1.1.7; 12.1.3.1) y se medi6 espectrofotométricamente a 260 y 280 nm
para determinar su calidad y ser cuantificado en el equipo NanoDrop™ 2000/2000c
(anexo 12.1.3.2). Se realizaron alicuotas a una concentracion final de 21 ng/uL y se
formé un pool con el conjunto de todas las muestras, llevandolo a la concentracion
de 50 ng/pL (anexo 12.1.1.8).
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Fig. 7. Electroforesis

6.2.7. Evaluacion de Estabilidad Gendmica

El numero de copias de ADNmt y la longitud telomérica se determinaron de forma
relativa por PCR en tiempo real. Se calculé la relacion fragmento mitocondrial del
gen ND1/fragmento del gen de beta-Globina (Mt/S), y fragmento
telomérico/fragmento del gel beta-globina (T/S), a partir de la curva estandar
obtenida de las diluciones seriadas de ADN de concentracion conocida. Los
cocientes Mt/S y T/S se calcularon para cada condicién de concentracion y tiempo
de exposicion en el cultivo, expresada como el valor de Cq derivado de la curva

estandar. Para la mezcla de reaccidon se utilizaron 2 uL de SuperMix SsoFast
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EvaGreen (Bio-Rad), 3 uyL de ADN (21 ng/ uL) y oligonucleétidos a una
concentracion final de 400 nM para telémero y de 500 nM para el gen ND1

mitocondrial y el gen de beta-Globina.

La secuencia de oligos para teléomero fue:

-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3’
-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3’

(F)

5
(R) S

para el gen mitocondrial ND1 fue:

(F) 5'-CACCCAAGAACAGGGTTTGT-3"
(R) 5 -TGGCCATGGGTATGTTGTTA-3’

y para beta-Globina fue:

5 -GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3’
5-CACCAACTTCATCCACGTTCACC 3°

(F)

(R)

Todas las reacciones se realizaron en el equipo CFX96 Touch Real-time PCR
detection system (Bio-Rad), las condiciones de amplificacion para la longitud

telomérica fueron:

1 ciclo a 95°C por 15 seg; 1 ciclo a 49°C por 15 seg; 15 ciclos a 95°C por15 seg; y
cuatro ciclos subsecuentes a 49°C por 15 seg, 95°C por 75 seg, 62°C por 10 seg, y
74°C por 15 seqg.

Las condiciones de amplificacion para el gen mitocondrial ND1 y para el gen de
beta-Globina fueron: 1 ciclo a 95°C por 3 min; 35 ciclos a 98°C por 15 seg; y 3 ciclos
subsecuentes a 58°C por 60 seg, 95°C por 15 seg, 60°C por 15 seg, and 45°C por
15 seq.
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Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se consideraron aceptables valores
de desviacién estandar iguales o menores a 0.25 y coeficientes de variacion iguales

o menores al 2% (Alegria-Torres et al., 2016).

6.2.8. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se calcularon las medias y desviaciones estandar para
cada tipo de variable. Se analizé6 mediante ANOVA y prueba post hoc Dunnet. Se
compararon los resultados usando la prueba t-student. Para su analisis se hizo uso

del programa Sigma Plot 12.0.

7. RESULTADOS
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7.1. Cultivo de las Células HEK-293

Después de cultivar las células HEK-293 en medio DMEM por 24 horas, se
observaron al microscopio O6ptico. La densidad celular en el cultivo se vio
notablemente reducida al incubar las células por 24 horas con los compuestos
citotoxicos en comparacion con la densidad observada en las células control. (Fig.
8,9y 10).

Fig. 8. Células HEK-293 en medio DMEM. Objetivo 20x
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Fig. 9. Células HEK-293 en medio DMEM adicionado con 2.0uM de meta-arsenito
de sodio por 24 horas. Objetivo 20x.

Fig. 10. Células HEK-293 en medio DMEM adicionado con 25 mg/L de fluoruro de
sodio por 24 horas. Objetivo 20x.
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7.2. Viabilidad Celular

Meta-arsenito de Sodio

Al incubar las células por 24 horas en presencia de meta-arsenito de sodio se
observo una respuesta dependiente de la dosis, como se observa en la figura 11,
presentandose una disminucion gradual en la viabilidad de las células HEK-293 con
dosis crecientes de meta-arsenito de sodio. En presencia de NAC se observé un
efecto positivo que contrasta el citotoxico, pero solo a la concentracidon mas baja

probada del meta-arsenito de sodio. (Figura 12).

140

120 -

100 -

80

% Viabilidad

60

40

20 4

As Control 0.5 uM 1.0 uM 1.5 uM 2.0 uM

Meta-arsenito de Sodio

Fig. 11. Toxicidad del Metaarsenito de sodio en células HEK-293 a las 24 horas de

exposicién. Media + desviacion estandar. *(P <0.05) con respecto al control.
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Meta-arsenito de Sodio + N-Acetil Cisteina

Fig. 12. Toxicidad del meta-arsenito de sodio en células HEK-293 a las 24 horas
de exposicion en presencia de NAC. Media + desviacién estandar. * (P <0.05) con

respecto al control.

En la figura 13 se muestra una comparacion de los tratamientos con arsenito de
sodio en presencia y ausencia de NAC. Aunque hay una tendencia de recuperacién
en el porcentaje de células viables, esta diferencia no fue estadisticamente

significativa para ninguna de las concentraciones probadas.
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Fig. 13. Comparacion de la viabilidad de las células HEK-293 con los tratamientos

de meta-arsenito de sodio y N-Acetil cisteina.

Fluoruro de Sodio

En la figura 14, se puede observar el efecto del fluoruro de sodio sobre las células
HEK-293 a las 24 horas de exposicion observandose una tendencia de disminucién
en la viabilidad con dosis crecientes de fluoruro de sodio, pero siendo
estadisticamente significativo este decremento solamente a la concentracién de

25mg/L; el efecto antioxidante del NAC también mejord la viabilidad celular, tal como
se puede ver en la figura 15.
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Fig. 14. Toxicidad del Fluoruro de sodio en células HEK-293 a las 24 horas de

exposicion. Media + desviacion estandar. *(P <0.05) con respecto al control.
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Fig.15. Toxicidad del fluoruro de sodio sobre las células HEK-293 a las 24 horas
de exposicion en presencia de NAC. Sin diferencias estadisticamente significativas

con respecto al control (P>0.05).

En la figura 16 se compara la viabilidad de las células HEK-293 tratadas con fluoruro

de sodio en presencia y ausencia de NAC.

&

AL

-

F 10 mglL 15 mglL 20 mg/L 25 mg/L
NAC - + - o .

Fluoruro de Sodio

Fig. 16. Comparacion de la viabilidad de las células HEK-293 con el tratamiento
de fluoruro de sodio en presencia y ausencia de N-acetil cisteina. Sin diferencias
estadisticamente significativas entre cada tratamiento en presencia y ausencia de

NAC (P>0.05).
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Co-exposicion arsénico-fluoruro

La combinacion de sales de arsénico y fluoruro sobre las células HEK-293 tiene un
efecto citotoxico antagdnico sobre la viabilidad celular; en altas concentraciones de

arsénico y bajas de fluor se recupera la viabilidad.

Como se muestra en la figura 17, hay una disminucion gradual en la viabilidad de
las células HEK-293 en la co-exposicion con dosis crecientes de metaarsenito de
sodio y dosis decrecientes de fluoruro de sodio, pero este efecto se revierte a altas
concentraciones de arsénico, pero bajas en fluor. En presencia de NAC favorece la

viabilidad celular, tal como se puede ver en la figura 18.

140
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F (me/L) - 25 20 15 10

Meta-arsenito de Sodio + Fluoruro de Sodio

Fig. 17. Toxicidad del arsénico y el fluoruro en células HEK-293 a las 24 horas de

exposicion. Media + desviacion estandar. *(P <0.05) con respecto al control
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Fig. 18. Toxicidad de la co-exposicién de arsénico y fluoruro en células HEK-293 a
las 24 horas de exposicion, en presencia de NAC. Media + desviacion estandar.
Sin diferencias estadisticamente significativas entre cada tratamiento en presencia
de NAC (P>0.05).

En la figura 19 se muestra una comparacién de ambos tratamientos en presencia y
ausencia de NAC, observandose una diferencia significativa en las concentraciones
de 0.5 pM-25 mg/L y 1.0 uM-20 mg/L arsenito-fluoruro, con respecto a los

tratamientos con el antioxidante.
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Fig. 19. Comparacion de la viabilidad entre los tratamientos de co-exposicion

arsénico-fluoruro en presencia y ausencia de N-acetil cisteina. *(P<0.05).

7.3 Evaluacion de la Estabilidad Gendmica

Para evaluar la estabilidad gendmica se realiz6 la amplificacién de los fragmentos
de mitocondria y teldmero. En la figura 20 se muestra la curva de amplificacion del
fragmento para mitocondria, mientras que en la figura 21 se muestra la obtencion
de la recta para el fragmento de mitocondria con los respectivos parametros que
sirvieron como criterio de calidad, estos parametros fueron: E < 110%, r’= 0.99 y

pendiente cercana a -3.2.
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Fig. 20. Curva de amplificacién del fragmento para mitocondria de células HEK-

293 expuestas a arsénico y/o fluoruro por 24 horas.
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Fig. 21. Obtencién de la recta del fragmento para mitocondria de células HEK-293

expuestas a arsénico y/o fluoruro por 24 horas.
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Numero de copias de ADN mitocondrial (mtDNAcn)

Como puede observarse en la figura 22, el numero de copias de ADN mitocondrial
se mantiene constante conforme se incrementa la concentracién de meta-arsenito
de sodio en las células HEK-293 a las 24 horas de exposicion. Sin embargo, en
presencia del antioxidante NAC se observa un incremento a la concentraciéon mas
baja de arsenito (0.5 uM) probada. Interesantemente, el mtDNAcn se ve reducido

en presencia de NAC a la concentracién de 1,5 yM de meta-arsenito de sodio.

xx %

x%x
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As Control 0.5 uM 1.0 uM 1.5 uM 0 uM
NAC - i ——— ! -+ ot I
TRATAMIENTO

Fig. 22. Determinacion relativa del numero de copias de ADN mitocondrial en
células HEK-293 expuestas a meta-arsenito de sodio por 24 horas en presencia y
ausencia de N-acetil. *Significativamente diferente con respecto al control (P
<0.05; ANOVA). **Significativamente diferente (P <0.05; t de student).

Por otro lado, al probar el fluoruro de sodio se observaron diferencias significativas

en el numero relativo de copias de ADN mitocondrial, el NAC increment6 el valor
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relativo de copias a la concentracién de fluoruro de sodio de 15 mg/L y 25 mg/L.

Esto se puede apreciar en la figura 23.

i

— *

COCIENTE Mt/S

[ =]
Lr

F Control mg/L 15 mg/L 20 mg/L 25 mg/L
NAC - + - + - + - +
TRATAMIENTO

Fig. 23. Determinacion relativa del numero de copias de ADN mitocondrial en

células HEK-293 expuestas a fluoruro de sodio en presencia y ausencia de N-

acetil cisteina. *Significativamente diferente (P <0.05 con respecto al control;
ANOVA). ** Significativamente diferente (P <0.05; t de student).

En lo que corresponde a la coexposicion a arsénico y fluoruro se observa una
reduccion estadisticamente significativa en el cociente Mt/S en la combinacion
meta-arsenito 1.5 uM y fluoruro 15 mg/L, y este efecto se vio contrarrestado con el

antioxidante NAC, tal como se observa en la figura 24.
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Fig. 24. Determinacion relativa del numero de copias de ADN mitocondrial en
células HEK-293 co-expuestas a meta-arsenito de sodio y fluoruro de sodio en
presencia y ausencia de N-acetil. *Significativamente diferente (P <0.05 con
respecto al control; ANOVA). ** (P <0.05; t de student).

Longitud Telomérica

Respecto a la longitud telomérica, solamente se obtuvieron resultados de la
coexposicion a arsénico y fluoruro a las concentraciones de 0.5y 1.5 uM de meta-
arsenito de sodio y de 15y 25 mg/L de fluoruro de sodio, en presencia y ausencia
de NAC. En este caso se observo un aparente incremento con arsénico a 0.5 uM
combinado con 25 mg/L de fluoruro de sodio y sin NAC, pero este resultado no fue

estadisticamente significativo (figura 25).
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Fig. 25. Determinacion de la longitud telomérica en células HEK-293 co-expuestas
por 24 horas a meta-arsenito de sodio y fluoruro de sodio en presencia y ausencia

de N-acetil. *Significativamente diferente (P <0.05 del grupo de control; ANOVA).
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8. DISCUSION

La citotoxicidad puede ser definida como la capacidad de un compuesto quimico
para generar dano celular, independientemente del mecanismo. Se ha reportado
previamente que tanto el arsénico como el fluoruro tienen propiedades citotéxicas
in vitro (Yedjou & Tchounwou, 2007; Kim et al., 2014; MENG et al., 2013), tal como
se comprobd con los ensayos realizados en este estudio en donde tanto el arsénico
como el fluoruro redujeron la viabilidad celular dependiente de la concentracion a

un corto tiempo de exposicidn (24 horas).

El meta-arsenito de sodio redujo la viabilidad celular a un nivel estadisticamente
significativo a partir de la concentracion de 1.5 yM, mientras que la de fluoruro la
redujo a una concentracion de 25 mg/L con respecto al control (100% de viabilidad).
Sin embargo, en presencia del antioxidante N-acetil cisteina se aprecié una
recuperacion de la viabilidad celular al exponerlas a los compuestos citotoxicos,
aunque sin igualar los niveles del control. Por estos resultados podemos sugerir que
el mecanismo de citotoxicidad es mediante la generacion de estrés oxidativo, ya
que las células expuestas a los compuestos citotoxicos al estar en presencia de una
sustancia antioxidante, como el N-acetil cisteina, se ven protegidas. Este
mecanismo ya ha sido reportado, por ejemplo, en células de cancer de préstata
humano (LNCaP y CWR22RV1) y gldbulos rojos, el meta-arsenito de sodio
incrementa el estrés oxidativo, mientras que en células de osteosarcoma humano y
osteoblastos de ratdén el fluoruro de sodio tiene este mismo efecto de estrés
oxidativo sobre estas células (Wang et al., 2011; Kim et al., 2014; Gandhi,
Naoghare, Bafana, Kannan & Sivanesan, 2016; Maheshwari, Khan & Mahmood,
2017).

Con respecto a la coexposicion arsénico-fluoruro, se observd que el arsénico tuvo
un efecto inhibitorio del crecimiento celular a partir de 0.5 uM; sin embargo, este
efecto fue contrarrestado por el fluoruro a las concentraciones de 15y 10 mg/L. Este
efecto antagdnico ya se ha observado, en células mononucleares de sangre

periférica, asi como en ratones (Mittal y Flora, 2006; Flora et al., 2009; Flora et al.,
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2012; Estrada-Capetillo et al., 2014; Ma et al., 2017). Con la presencia del
antioxidante NAC se observd una inhibicion de la citotoxicidad la cual fue
estadisticamente significativa, en las concentraciones de 0.5 yM-25 mg/L y 1.0 yM-
20 mg/L arsénico-fluoruro, las que muestran un mayor efecto sobre la viabilidad

celular de manera significativa.

En cuanto a la evaluacion de los efectos, en este estudio se analizé le genotoxicidad
e inestabilidad gendmica por estrés oxidativo, realizando dos determinaciones, el
numero relativo de copias de ADN mitocondrial y la longitud telomérica,
considerando que tanto el arsénico como el fluoruro dafan al ADN mediante varios
mecanismos, entre los cuales tenemos produccion de especies reactivas de
oxigeno en exceso, como aniones superoxido (02 °) y radicales hidroxilo,
peroxidacion lipidica, la cual eleva los niveles de malondialdehido, activacion de la
cascada de caspasas (3 y 9) y estrés del reticulo endoplasmico. Estos mecanismos
pueden causar alteracion en el numero de copias de ADN mitocondrial,
aberraciones cromosomicas, aneuploidia, mutaciones por delecion, formacion de
micronucleos e intercambio de cromatidas hermanas. (Singh, Kumari, Treas &
DuMond et. al 2011; Suzuki, Bandoski & Bartlett et. al 2015; Kumar, Lalit & Thakur
et al 2015; Ribeiro et al., 2017).

Las mitocondrias son los organelos que generan la energia celular por medio de la
cadena transportadora de electrones lo cual la vuelve una fuente rica de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Esto sugiere un mecanismo potencial para la
genotoxicidad causada por arsénico y el fluoruro, un aumento de las ERO
intracelular lleva a una posterior induccion de especies reactivas de nitrégeno y esto
a su vez a un mayor potencial mutagénico al ADN. ElI ADN mitocondrial (ADN mt)
es extra-nuclear, el cual carece de histonas, posee un sistema de reparacién
susceptible a varios errores y se encuentra en un ambiente con alto contenido
mutagénico, lo que lleva a ser mas susceptible a acumular dafio en su estructura en
comparacién con el ADN nuclear (ADNn); un aumento en la carga de ERO inducida
por la exposicidon al arsénico y fluoruro llevaria a una disminucién del numero de

copias de ADNmt, pérdida de la integridad molecular y una alta tasa de mutaciones
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deletéreas, el cual esta asociado con el desarrollo de tumores. (Suzuki, Bandoski &
Bartlett, 2015, Partridge, Huang, Hernandez-Rosa, Davidson & Hei, 2007).

En este trabajo se encontré que al exponer las células HEK-293 a meta-arsenito de
sodio a diferentes concentraciones por 24 horas, no se observé un efecto sobre el
cociente M/S, el cual es un valor relativo para estimar el nimero de copias de ADN
mitocondrial; sin embargo, en las concentraciones de 0.5y 1.5 uM en presencia de
NAC se pudo observar un incremento en el ncADNmt, demostrando el efecto

protector antioxidante de esta sustancia.

El cociente Mt/S fue estadisticamente diferente cuando las células HEK-293 se
expusieron a fluoruro de sodio en presencia y ausencia de NAC. A las
concentraciones de 15 y 25 mg/L de fluoruro, se observé un incremento en el
ncADNmt, siendo mayor el nimero de copias de ADNmt en presencia de NAC, lo

que demuestra el efecto protector de esta sustancia.

En la coexposicion de arsénico-fluoruro se obtuvo un efecto significativo al
observarse un decremento marcado en el cociente Mt/S en la combinacién meta-
arsenito 1.5 yM y fluoruro 15 mg/L, y este efecto se ve contrarrestado con la
presencia del antioxidante NAC, sugiriendo un dafo al ADN mitocondrial por estrés
oxidativo inducido por la exposicion a arsénico y fluoruro y el efecto protector del
antioxidante NAC.

En cuanto a la medicién de la longitud de los teldbmeros, éste se considera como un
biomarcador potencial del envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la
edad. Diferentes estudios de cohortes han reportado que el alargamiento telomérico
se asocia con un mayor riesgo para desarrollar diferentes canceres, tales como:
melanoma, carcinoma de células basales (BCC), cancer de pulmédn, gliomas,

linfoma y neoplasias de vejiga (Srinivas et al., 2018).

En cuanto a este estudio, a pesar de que por limitaciones técnicas no fue posible
evaluar el efecto del arsénico y el fluoruro por separado sobre la longitud telomérica,
se analizé el efecto combinado de arsénico y fluoruro a las 24 horas de exposicidon

sobre las células HEK-293 en presencia y ausencia de NAC, pero utilizando

Pa’gina45



solamente concentraciones de 1.0 uM-20 mg/L, 1.5 yM-15 mg/L y 2.0-10 mg/L de
As-F, observando un incremento en la longitud telomérica de forma significativa;
sin embargo, este efecto se vio inhibido con la presencia del antioxidante N-acetil

cisteina.

El arsénico ha demostrado ser genotdxico en diversos estudios, pero solo hay pocos
estudios que aborden la influencia del arsénico en el ncADNmt y la longitud
telomérica. En células hibridas de hamster-humano AL y células CHOK1 se reporto
la alteracion de la funcion mitocondrial, esto al disminuir la funcién del citocromo ¢
oxidasa, lo cual se correlaciona con la disminucion del numero de copias de ADNmt
(Partridge, Huang, Hernandez-Rosa, Davidson & Hei, 2007). En un estudio in vivo,
realizado a la poblacion de los Andes y Chaco, se reportdé un aumento en el numero
de copias de ADN mitocondrial y en la longitud telomérica, esto a altas

concentraciones de arsénico (~200 pg/L) (Ameer et al., 2016).

Los efectos genotoxicos del fluoruro en diferentes tejidos no ha sido extensamente
investigado y existe poca evidencia acerca de la influencia de este sobre el
ncADNmt. Un estudio realizado en ratones determind que a altas dosis de fluoruro
de sodio (100 mg/L) se aumento significativamente el numero de copias de ADN
mitocondrial (Sun, Xue, Zhang, Niu & Wang, 2017).

Aunque, hay pocos informes que sugieran los efectos de la exposicion individual al
arseénico o el fluoruro sobre el dafo al ADN; se sabe relativamente poco sobre los
efectos de su exposicién combinada de estos sobre diversos tejidos. Los resultados
de estos estudios sefialan un aparente antagonismo en la coexposicion a arsénico-
fluoruro, se encontré que la exposicion concomitante de estos disminuye la
concentracion de arsénico o fluoruro en la sangre y los tejidos blandos, lo que
sugiere cierto antagonismo entre ellos (Flora, Mittal & Mishra, 2009; Flora, Mittal,
Pachauri & Dwivedi, 2012).

El arsénico y el fluor se han reconocido a nivel mundial como importantes
contaminantes ambientales del agua potable y una amenaza para la salud. Tanto el
arsénico como el fluoruro se estan ampliamente estudiando individualmente por sus

efectos toxicos y las implicaciones a la salud en la exposicion aguda y cronica. Sin
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embargo, pocos informes recientes muestran que el envenenamiento por fluoruro y

arsénico coexiste en ciertas areas del mundo.

La co-exposicion del arsénico y fluoruro es frecuente en el agua potable de muchas
regiones del mundo, muchos pozos excavados en esta area tienen una gran
cantidad de fluoruro y arsénico, por lo que existe una urgencia por descubrir el
efecto de su exposicion combinada en los érganos principales, siendo el rifidn uno

de los mas importantes por ser la principal via de eliminacién de estos compuestos.

9. CONCLUSION

El metaarsenito de sodio y el fluoruro de sodio son citotoxicos sobre las células
HEK-293 de forma dependiente de la concentracion, a las 24 de exposicion, de
forma separada, asi como combinados. Este efecto citotdxico fue contrarrestado en
presencia de 15 mM de NAC, lo cual demuestra que el efecto citotoxico de ambos

es por estrés oxidativo.

Aunque el numero de copias relativas de ADNmt y la longitud telomérica, en las
células HEK-293 no fue estadisticamente significativa con respecto al control
cuando se probaron meta-arsenito de sodio y fluoruro de sodio solos y combinados,
si se observd un aumento de estos parametros en presencia de NAC, lo cual permite
sugerir que el impacto sobre el genoma nuclear y mitocondrial puede ocurrir por

estrés oxidativo.
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10. PERSPECTIVAS

El presente estudio representd una primera aproximacion de la coexposicion a
arsénico y fluoruro en un ensayo in vitro utilizando el numero de copias de ADN
mitocondrial y de la longitud telomérica como biomarcadores de estabilidad
genomica. Por lo que es necesario analizar posteriormente los mismos ensayos a
un mayor tiempo de exposicion, por ejemplo 48 y 72 horas, para evaluar de este
modo los efectos que ejercen sobre la linea celular HEK-293 de manera
dependiente del tiempo y generar mayor evidencia de los efectos generados por la

co-exposicion del arsénico y el fluoruro.

De la misma manera, es necesario ampliar las muestras de estudio para el ensayo
de longitud telomérica, enfocandonos en el fluoruro, dado que de este no existe

evidencia de su evaluacion.
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12.  ANEXOS

12.1.
12.1.1.
12.1.1.

1.

o o kA w N

Protocolos
Preparacion de reactivos
1. Medio DMEM

En un vaso de precipitados de 1 L se adicionan 750 mL agua MiliQ y se le

agrega:

Polvo DMEM 99g¢g
Bicarbonato de Sodio 3.7¢9

En agitacion se mezclan y se afora a 1 L en matraz aforado de 1L.

Calibrar a pH 7.4 haciendo uso de HCI o NaOH segun se requiera.

Filtrar en un sistema de filtracion Corning estéril.

Filtrar el Suero Bovino Fetal al 10% (v/v) y se filtra

Se adicionan antibiéticos 10 000 U/mL de penicilina y 10 mg/mL de

estreptomicina.

7. Transferir a recipientes de 500 ml previamente autoclavados.

8. Almacenar en refrigeracion para su posterior uso.

12.1.1.2. PBS

. En un vaso de precipitados de 1L se adiciona 750 ml de agua MiliQ y se le

agrega:

NazHPO4 — 12 H20 279
Naz HPO4 — 2 H20 04g

Se ajusta el pH a 7.4 haciendo uso de HCI o NaOH segun sea necesario.
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3. Aforar a 1 L en matraz aforado de 1L.
4. Transferir a recipientes de 500 ml previamente autoclavados.

5. Almacenar en refrigeracion para su posterior uso.

12.1.1.3. Tripsina

1. Enun vaso de precipitados de 150 mL se adiciona 75 ml de PBS y se agrega:

EDTA 0.02g

2. Se mantiene en agitacién para mezclar.
3. Aforar a 100 mL en matraz aforado de 100 mL con PBS.
4. Transferir a recipientes de 50 ml previamente autoclavados.
5. Almacenar en refrigeracion para su posterior uso.
12.1.1.4. Soluciones de Meta-arsenito de Sodio

Preparar una solucion de 5 mM de NaAsO: y realizar las diluciones seriadas

correspondientes para las concentraciones deseadas.

NaAsO:2 0.0300 gr

Se disuelve en 50 ml de Medio
SeajustapHa7.4

A partir de la soluciéon de 5 mM de NaAsO2, por medio de diluciones seriadas se

llega a la concentracion S5uM.
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2N AT NG N

5 mM 0.5mM 0.05mM 15 005 mM

o U U

9 ml de Medio c/u

Teniendo la concentracion de 5 uM, se generaron las siguientes concentraciones:

Volumen de NaAsOz2 (5 Volumen Final
Medio

4 ml 6 ml 10 ml

1.5 pM 3ml 7 ml 10 ml

1 uM 2ml 8 mi 10 ml

0.5 uM 1 ml 9ml 10 ml
12.1.1.5. Soluciones de Fluoruro de Sodio

Preparar una solucion de 40mg/L de NaF vy realizar las diluciones seriadas

correspondientes para las concentraciones deseadas.

NaF 0.0020 gr
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Se disuelve en 50 ml de Medio
SeajustapHa7.4

Para las soluciones de las demas concentraciones:

Concentracion Volumen de NaF (40 | Volumen de Medio | Volumen Final
mg/l)

35 mgl/l 8.75 ml 1.25 ml 10 ml
30 mg/I 7.5 ml 2.5 ml 10 ml
25 mgl/l 6.25 ml 3.75 ml 10 ml
20 mg/I 5ml 5ml 10 mi
15 mgll 3.75 ml 6.25 ml 10 ml
10 mg/l 2.5 ml 7.5 ml 10 ml

12.1.1.6. Solucion de NAC

Para preparar una solucion de 15mM de NAC

N-Acetil Cisteina 0.1224 gr

Se disuelve en 50 ml de Medio

SeajustapHa7.4
12.1.1.7 Coleccion de absorbancias de ADN de células HEK-293

Tomar 5 pL de doce muestras de ADN de forma aleatoria para formar un pool

Muestra Concentracion (ng/ulL)

As-F (1.5uL- 15 mg/L) 99
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F-NAC (15 mg/L) 74.2
As-F-NAC (1.0uL- 20 97.7
mg/L)
As-NAC (0.5 L) 123.8
Control 120.1
As (1.0 uL) 105
F-NAC (20 mg/L) 143.2
As-F-NAC (1.5pL- 15 2447
mg/L)
F-NAC (25 mg/L) 139.9
As-NAC (1.5 L) 275.9
As-F-NAC (2.0uL- 10 153.4
mg/L)
As (0.5 L) 188
Total de >=1764.9
concentracion

Llevarlo a una concentracion de 50 ng/pL en 50 pL

Muestra (pool) Agua de grado biologico
1.42 (ng/pL) 48.58 pL
12.1.2. Protocolo de Trabajo
12.1.21. Protocolo para Pasaje de Células

1. Observar confluencia de 80%
2. Quitar medio mediante aspiracion.

3. Agregar 4 ml de PBS y realizar lavado. Retirar.
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4. Agregar 1-2 ml de Tripsina-EDTA agitando gentiimente. No exceder de 2
minutos.

5. Pasar todo el contenido a un tubo de 15 cm Falcon.

6. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.

7. Adicionar 4 ml de Medio DMEM vy pipetear suavemente para dispersar
grumos.

8. Agregar 2 ml a cada caja de Petri, la cual ya contenga 8 ml de Medio DMEM.

9. Incubar a 37 °C con 5% de CO..

12.1.2.2. Protocolo para Congelado Celular
1. Rotular 6 criotubos (Nombre, Tipo de Célula, Fecha y Numero de Pasaje).
2. Se realizan los pasos de 1-5 del pasaje celular de igual manera.
3. Pasar todo el contenido a un tubo de 15 cm Falcon.
4. Centrifugar a 3000 rpm por 5 minutos.
5. Decantar (Medio/Tripsina).
6. Resuspender en 6 ml de 10% DMSO pipeteando suavemente.
7. Tomar toda la suspension celular y agregar 1 ml a cada criotubo
8. Almacenar a -70 °C por 24 horas.
9. Pasar a Nitrogeno liquido.

12.1.2.3. Protocolo para Descongelado de Células

Preparar tubos Eppendorff estériles.

Descongelar criotubos en bafo maria a 37 °C.

Pasar la suspension celular al tubo Eppendorff.
Centrifugar por 5 minutos.

Tirar por decantacioén el sobrenadante (Medio y DMSO).

Resuspender la pastilla e 1 ml de Medio.

N o g bk~ w0 Db =

Pipetear hasta deshacer pastilla con cuidado de no hacer espuma.
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8.

Pasar a caja de Petri.

12.1.2.4. Protocolo para Sembrado Celular con Soluciones de Metaarsenito de

Sodio y Fluoruro de Sodio.

a b w0 nh =

o

Preparar tubos Eppendorff estériles.

Observar confluencia de 80% celular.

Quitar medio mediante aspiracion.

Agregar 5 ml de PBS y realizar lavado. Retirar.

Agregar 5 ml de Tripsina-EDTA agitando gentilmente. No exceder de 2
minutos.

Transferir a 5 tubos Eppendorff y centrifugar por 5 minutos.

Decantar la tripsina.

Agregar 1 ml de medio DMEM a cada tubo y deshacer los grumos con
pipeteo.

Sembrar caja de 96 pocillos con 20,000 células/pocillo. Dejar adherir por 24

horas, cambiar el medio por la concentracion correspondiente:

I GG m m O O W »

9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NaAs0z 0.5 pl NaF 10 mg/L Control + NAC NaAsOz 0.5 pl + NaF 25 mg/L @ Control + NAC
NaAsOz 1.0 pl NaF 15 mg/L Control @ NaAsOz1.0pl+NaF 20 mg/L @ Control

NaAsOz 1.5 pl @ NaF 20 mglL NaAsOz +NAC @® MNaAsOz 1.5 pl+ NaF 15 mgiL MNaAsOz + NaF + NAC
NaAs02 2.0 pl @® NaF 25 mgilL NaF + NAC @ NaAs022.0 pl + NaF 10mglL
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12.1.2.5 Protocolo de Electroforesis

Preparacion del gel de agarosa

1. Se vierten en un matraz 30 ml del tampdn de electroforesis TBE y 0.3 gr de

agarosa (1 %).
2. Se funde la solucién de agarosa en un microondas o placa calefactora.
3. Se deja enfriar la suspension hasta que alcance 50 °C aproximadamente.

4. Se sella con cinta adhesiva el soporte donde se va a verter el gel de agarosa y

se coloca el peine que servira para formar los pocillos del gel.

5. Una vez que la solucién de agarosa ha alcanzado los 50°C, se le afiaden 2 uL de

bromuro de etidio (10 mg/ml) y se mezcla bien.

6. Se vierte la solucion de agarosa con bromuro de etidio en el soporte, previamente

sellado. Se deja polimerizar durante unos 30 minutos.
Preparacion de las muestras de DNA

1. Se cogen 20 ul del DNA plasmidico aislado y se le afiaden 5 pl de tampdn de

carga.
Electroforesis

1. Se quita la cinta adhesiva con la que se ha sellado el soporte del gel y se coloca

en la cubeta de electroforesis.

2. Se anade tampon de electroforesis TBE, de forma que cubra bien el gel de

agarosa.
3. Se aplican 10 ul de la muestra preparada en los pocillos.
4. Se aplican 10 yl de marcadores de peso molecular en el primer pocillo.

5. Se tapa la cubeta de electroforesis y se conectan los electrodos a la fuente de

alimentacion.
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6. Se programa la fuente a 100 voltios y se comienza a correr la electroforesis que

durara unos 30-45 minutos.

7. Una vez acabada la electroforesis se visualizan los fragmentos de DNA mediante

luz UV y se realiza una fotografia de la imagen.

12.1.2.6. Protocolo De Purificacion De ADN Genémico Wizard®

W Dbh -

Levanta las células y transferirlas a un tubo Eppendorff de 1.5 ml.
Centrifugar a 15,000 g por 10 segundos.

Remover supernadante, dejar 10-50 L de liquido residual

Agregar 200 uL de PBS para lavar las células. Centrifugar como en el paso

1y remover el PBS.

5. Agregar 600 pL de solucion de lisis nuclear. Pipetear para lisar las células.

6. Agregar 200 uL de solucién de precipitacién de proteinas y mezclar en el

9.

vortex vigorosamente por 20 segundos. Congelar la muestra en hielo por 5
minutos.

Centrifugar por 4 minutos a 15,000 g. El precipitado de proteinas tiene forma
de un pellet blanco.

Con cuidado remover el supernadante que contiene el ADN y transferir a un
tubo Eppendorff de 1.5 ml que contenga 600 uL de isopropanol.

Mezclar gentilmente por inversion hasta observar hebras de ADN.

10. Centrifugar por 1 minuto a 15,000 g. EI ADN puede ser visible como un

pequeno pellet blanco. Decantar con cuidado el supernadante.

11.Agregar 600 L de etanol al 70% e invertir gentilmente para lavar el ADN.

Centrifugar 1 minuto a 15,000 g.

12.Invertir el tubo en un papel absorbente limpio para secar el pellet por 10-15

minutos.

13.Agregar 50 pL de solucion de ADN rehidratante.
14. Almacenar el ADN a 2-8 °C.
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12.1.3. Imagenes

12.1.3.1. Electroforesis

Electroforesis en gel de agarosa 1%, visualizacion de fragmentos de ADN.

MASBICEDIETEG HEI M

UHUU UU“H'

M-Marcador, A- F-NAC 10 mg/L, B- As-NAC 1.5 pM, C- As-F-NAC 1.5 pM-15 mg/L, D- As-
F-NAC 2 pM-10 mg/L, E- F-NAC 20 mg/L, F- F 20 mg/L, G- As 1 uM, H- As-NAC 0.5 uM,
[- As-NAC 1 uM, J- As 0.5 pM y K- F-NAC 25 mg/L

12.1.3.2. NANODROP
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