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RESUMEN

El fluoruro (F) y el arsénico (As) son los dos contaminantes inorganicos mas
distribuidos en la naturaleza y su exposicién es principalmente mediante el agua de
bebida. Estos contaminantes pueden ocasionar efectos toxicos en la funcion
hepética, renal y ésea. El principal modo de accién del F- y del As es el estrés y
dafio oxidante. En la exposicion concurrente a ambos contaminantes se ha
identificado una interaccién con efectos tanto sinérgicos como antagonicos,
dependiendo de la concentracion, el tiempo de exposicion y el efecto evaluado. Sin
embargo, no se ha evaluado si la dosimetria interna de F- se modifica en presencia
de arsénico inorganico (Asi), por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar la
disposicion de F en la exposicion concurrente con Asi en ratones. Sesenta ratonas
de la cepa C57BL/6 fueron expuestas a F "y As;j a través del agua de bebida, durante
30 dias, las cuales se dividieron en 5 grupos: 1) control, 2) F 50ppm, 3) F-Asi 50-
1ppm, 4) F-Asi 50-10ppm y 5) F-Asi 50-20ppm. Al final del periodo de exposicion
se colectaron muestras de orina mediante jaulas metabdlicas y se obtuvieron
muestras de higado, rifidon y hueso (tibia) para la evaluaciéon de la dosimetria interna
de F mediante un electrodo selectivo de F~ previo pretratamiento con difusion
isotérmica. En las muestras de orina se cuantificé la concentracion de las especies
arsenicales (Asi y sus metabolitos mono y dimetilados, MAs y DMAs) mediante
espectrofotometria de absorcion atdbmica con generador de hidruros acoplado a una
criotrampa (EAA-GH-CT). Ademas, se determind el dafio oxidante en lipidos a
través de la cuantificacion de malondihaldehido (MDA) en rifion e higado. La
concentracion de F~ en orina y rifidn en presencia de Asi se modificé de forma no
lineal; mientras que la concentracion de F en hueso disminuy6 dependiente a la
concentracion de Asi. Se corroboré que la concentracién urinaria de la suma de
Asi+MAs+DMAs disminuy6 en presencia de F. Ademas, se determiné que existe
una correlacion positiva en las concentraciones de MDA y las concentraciones de
F-en tejido hepatico. En resumen, se identificé que la dosimetria interna de F se
altera en la exposicion concurrente con Asiy se observo dafio oxidante hepatico en

condiciones donde el Asifavorece el aumento de Fen tejido hepatico.



ABSTRACT

Fluoride (F) and arsenic are the two most abundant inorganic contaminants in
nature, and exposure is primarily through drinking water. These contaminants can
have toxic effects on liver, kidney and bone function. The main mode of action of F
and arsenic is oxidative stress and damage. In concurrent exposure to both
contaminants, an interaction with both synergistic and antagonistic effects has been
identified, depending of level and time of exposure and effect evaluated.
Nevertheless, it has not been evaluated whether the internal fluoride dosimetry is
modified in the presence of inorganic arsenic (Asi), therefore the main of this work is
to determine the F disposition in the concurrent exposure with Asi in mice. Sixty
C57BL/6 female mice were exposed to F- and Asivia drinking water for 30 days,
which were divided into 5 groups: 1) control, 2) F 50ppm, 3) F-Asi50-1ppm, 4) F-
Asi 50-10ppm and 5) F-Asj 50-20ppm. At the end of the exposure period, urine
samples were collected using metabolic cages and samples of liver, kidney, and
bone (tibia) were obtained for evaluation of F- internal dosimetry using a F~ selective
electrode after pretreatment with isothermal diffusion. The concentration of urinary
arsenic species (Asi and its mono- and dimethylated metabolites,MAs and DMAS)
were also quantified by atomic absorption spectrophotometry using a hydride
generator coupled to an automated cryo-trap (EAA-GH-CT). In addition, oxidative
damage to lipids was determined through the quantification of malondialdehyde
(MDA) in kidney and liver. The concentration of Fin urine and kidney in the presence
of Asi changed in a non-linear manner, while the concentration of F in bone
decreased dependent the concentration of Asi. It was corroborated that urinary level
of sum of Asi+tMAs+DMAS) decreases in the presence of F. In addition, it was
determined that there is a positive correlation between the concentrations of MDA
and the concentrations of F- in liver tissue. In summary, it was identified that the
internal dosimetry of F- is altered on concurrent exposure with As;j and liver oxidative
damage was observed under conditions where As;j favors the increase of F. in liver

tissue.
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1. INTRODUCCION

1.1. Flador

El fldor (F) es un elemento quimico que pertenece al grupo VIl de la tabla
periddica, el cual se caracteriza por tener la mayor electronegatividad y la segunda
mayor afinidad electrénica, por lo tanto, es altamente reactivo formando complejos
con gases nobles y puede reaccionar con muchos otros elementos. Debido a su
baja estabilidad, el F nunca se encuentra aislado en la naturaleza, se encuentra
como un complejo o en su forma ionizada, como fluoruro (F).

El F también se encuentra en ambientes acidos en su forma protonada (HF), el cual
comunmente es liberado por algunas industrias y/o por la actividad volcanica. Esta
forma protonada es la mas toxica, afectando a los sistemas biolégicos que residen

en areas cercanas (Holloway, 1966; Johnston y Strobel, 2020).

1.1.1. Fuentes de exposicion a fluoruro

El F es un contaminante ubicuo que se encuentra generalmente en forma
inorganica distribuido sobre la superficie de la tierra, aguas subterraneas y la
atmosfera debido a procesos naturales y antropogénicos, entre los cuales se
encuentran la erosion, la lixiviacién hidraulica, la actividad volcéanica, la quema de
carbon, la mineria y procesos de fabricacion de fertilizantes, ceramica y vidrio
(Jagtap y cols., 2012).

La principal fuente de exposicién al F- es mediante el consumo de agua, cuya
presencia se debe a la degradacién natural de los minerales a través del desgaste
y la erosion de las paredes que cubren los mantos acuiferos y desprenden su
contenido al agua subterranea. El contenido de F- en algunos alimentos y productos
dentales también contribuyen a aumentar su ingestion. En el caso de los alimentos
esta concentracion dependera principalmente del contenido de F en el suelo
cultivado, en el agua de riego y el uso de plaguicidas fluorados (Rizzu y cols., 2020;

Guerrero-Arroyo y Del Razo, 2022).



Existen compuestos organicos fluorados que son preparados sintéticamente y que
tienen efectos toxicos no diferenciados de los efectos causados por compuestos

fluorados inorganicos.

1.1.2 Toxicocinética del fluoruro

1.1.2.1. Absorcién

El aporte del F al organismo principalmente es por via oral a través del agua
o alimentos de consumo. Principalmente el F- proveniente del agua se absorbe
practicamente en su totalidad, mientras que el proveniente de los alimentos se
absorbe entre el 50 y 80%. Cuando el F-ingresa al tracto gastrointestinal se absorbe
del 20 al 25% en el estbmago como HF y el resto se absorbe en el intestino delgado
a traveés de las uniones estrechas y transportadores (Barberia y cols., 2005; Buzalaf
y Whitford, 2011).

1.1.2.2. Distribucién y metabolismo

El F- se distribuye rapidamente por todo el organismo y los niveles en plasma
comienzan a aumentar, donde aproximadamente el 99% del F retenido se une a
tejidos ricos en calcio como el hueso y los dientes y el resto se distribuye en otros
organos Yy tejidos. Su velocidad de distribucion esta determinada por la tasa de flujo
sanguineo en dichos tejidos, ademas se concentra a niveles altos dentro de los
tubulos renales, por lo que este érgano generalmente tiene una concentracién mas
alta a la del plasma. El F se incorpora al hueso reemplazando el ion hidroxilo de la
hidroxiapatita para formar hidroxifluoapatita. Esta asociacion no es permanente en
el compartimento 6seo, por lo cual, con el tiempo puede movilizarse a través del
continuo proceso de remodelado y reabsorcion ésea, teniendo como resultado una
liberacion al plasma cuando descienden las concentraciones 6seas de F (Chouhan
y Flora, 2010; Buzalaf y Whitford, 2011).



1.1.2.3. Eliminacién

Los rifiones son la principal ruta de eliminacién del F-, donde en condiciones
normales el 60% de su absorcion diaria en adultos se excreta por la orina, mientras
qgue en nifios fluctia entre el 30 y 50%. Como consecuencia refleja un equilibrio
fisioldgico determinado por la ingesta previa de F, su tasa de absorcion y la eficacia
con la que se elimina. Ademas, so6lo una pequefia cantidad del F absorbido se

excreta por el sudor y las heces (Buzalaf y Whitford, 2011; Liu y cols., 2011).

1.1.2. Toxicodinamia del fluoruro

ElF se une alos iones de calcio provocando hipocalcemiay con ello conduce
a la formacion de osteoides. Inhibe la ATPasa Na*/K*, provocando hiperpotasemia
por liberacién extracelular de potasio. Interrumpe la fosforilacibn oxidativa, la
glucdlisis, la coagulacion y la neurotransmision (Chouhan y Flora, 2010). También
se ha asociado a desordenes en el metabolismo energético, de aminoacidos y
acidos grasos (Zaho y cols., 2022).
Se ha demostrado que el exceso de F altera el equilibrio red-ox favoreciendo el
estrés oxidante en los organismos, debido a su gran capacidad de inhibir enzimas
antioxidantes, teniendo como resultado un aumento de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en higado, rifibn y corazén, ademas de mostrar acumulacion de
productos de peroxidacion lipidica como el metabolito malondihaldehido (MDA), el
cual es un excelente biomarcador del dafio en lipidos por el estrés oxidante. El
estrés y dafio oxidante puede favorecer las alteraciones metabdlicas, hidrélisis de
ATP, inhibicién de proteinas y dafio al ADN (Boonstra y Post, 2004; Ayala y cols.,
2014).
También se ha informado que el F al dafiar el DNA cambia a proteinas reguladoras
del ciclo celular, induciendo apoptosis. Sin embargo, en diversos trabajos se
concluye que se induce la apoptosis por el aumento de peroxidacion lipidica,
resultando en alteracion mitocondrial e intervencién en la regulacion y expresion de
genes pro y anti apoptéticos en modelos in vivo e in vitro. A pesar de contar con

informacién, aun no se tienen claras las vias de sefalizacion involucradas en la



induccién de la apoptosis por F- (Barbier y cols., 2010; Ribeiro y cols.,2017; Zhan y
cols., 2006).

La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) ha clasificado al F~ en el grupo B, como posible carcindbgeno ya que existen
estudios limitados para considerar al F- como un carcindbgeno en seres humanos
(ATSDR, 2005).

1.1.2.1Toxicodinamia del fluoruro en hueso

Mencién especial merece el hueso que es el principal tejido blanco de la
exposicion a F,estd compuesto principalmente de un 5-10 % de agua, 50-70% de
hidroxiapatita y del 20-40% de compuestos organicos donde se incluye el colageno
de tipo 1 (Osterhoff y cols., 2016). El hueso para mantenerse en equilibrio sufre una
constante remodelacién alternando la reabsorcién y acumulacion del F. Ademas,
su crecimiento y metabolismo esta modulado por elementos como el calcio, fosforo
y zinc (Ciosek y cols., 2021).

Se ha descrito que el F- en concentraciones bajas (nano y micromolar) favorece el
correcto desarrollo de los huesos y dientes, ya que, estimula la proliferacién de
osteoblastos y por el contrario inhibe la actividad de los osteoclastos teniendo como
resultado un aumento de masa Osea (Liu y cols., 2019). Sin embargo, a
concentraciones altas causa fluorosis dental y esquelética, su cantidad acumulada
en hueso esté relacionada con la cantidad de F ingerido a través del agua potable
contaminada con este elemento-(Dhar y cols., 2009).

El Fen el proceso de intercambio idnico se incorpora a los cristales de hidroxiapatita
formando fluorapatita, provocando cambios en las propiedades mecanicas del
hueso. Al ser menos soluble a acidos la fluorapatita puede resultar en una mayor
resistencia a la reabsorcion désea por parte de los osteoclastos. Ademas, el F
también puede alterar a las proteinas de la matriz 6sea, principalmente al colageno,
donde se ha observado que la ingesta excesiva de F- puede inhibir la sintesis y
disminuir el grado de entrecruzamiento del colageno de tipo 1 (Miao y cols., 2002).
Recientemente, en estudios de metabolomica se identificé en ratas expuestas a F
un aumento de las concentraciones séricas de prolina quien es el principal

aminoéacido que conforma el colageno. La alteracion del metabolismo de prolina
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puede afectar la sintesis de colageno y en consecuencia la fortaleza y estructura
del tejido conectivo (Zaho y cols., 2022).

1.2. Arsénico

El arsénico (As) es un metaloide que se distribuye ampliamente en la
naturaleza y es un componente de mas de 200 minerales en su forma inorganica
(Asi). En el ambiente existe principalmente en dos estados de oxidacion, trivalente
(Aslll) y pentavalente (AsV), donde las formas trivalentes mas comunes son el
triobxido de arsénico y el arsenito de sodio, mientras que los compuestos
pentavalentes son el arsenato de sodio, el pentéxido de arsénico y el &cido arseénico.
Ademas, son reconocidos mundialmente como compuestos téxicos para la salud

humana (Navas-Acien y cols., 2008, Tokar y cols., 2013).

1.2.1. Fuentes de exposicién a arsénico

El Asi se encuentra mayormente en la corteza terrestre y esta asociado a
rocas sedimentarias e igneas. Ademas, sus compuestos se encuentran en el aire,
suelo, plantas, animales y agua (IARC,2004).

La principal fuente de exposicion ambiental al Asi es a través del agua potable
contaminada y esta dependera de la geologia del subsuelo. Las formas Aslll y AsV
inorganicas son los principales especies de As en el agua, mientras que cantidades
trazas de acido monometil arsénico (MASs) y acido dimetil arsénico (DMAs) también
pueden estar presentes (IARC, 2011).

Los alimentos, como el arroz y principalmente los mariscos, pueden contribuir
significativamente a la ingesta diaria de As; en el caso del arroz como Asiy en los
alimentos marinos en su forma organica (Aso) como la arsenobetaina, arsenocolina

y arsenolipidos que son organoarsenicales considerados no toxicos (ATSDR, 2005).

1.2.2. Toxicocinética del arsénico

1.2.2.1. Absorcién

Las principales vias de absorcion del Asi son el contacto con la piel, la
ingestion y la inhalacién (Tokar y cols., 2013). El Aslll se absorbe del 80 al 90% en
el tracto gastrointestinal, esto a través de transportadores como el de glucosa

dependiente de sodio, acuaporinas 3 y 10, y polipéptidos transportadores de

5



aniones organicos, mientras que el AsV se absorbe a través de transportadores de

fosfato (Calatayud y cols., 2012).

1.2.2.2. Distribucién y metabolismo

El As posteriormente de ser absorbido se distribuye a los diferentes érganos,
via torrente sanguineo (Mondal y Chattopadhyay, 2020). La vida media del As
ingerido en el cuerpo humano, evaluada en sangre, es de aproximadamente 10
horas. Sin embargo, la vida media de arsenicales metilados esta en un rango de 30
horas (Tokar y cols., 2013).

Respecto a la via metabdlica del Asi, el AsV debe primero reducirse a Aslll a través
de un proceso mediado por reductores enddégenos como el glutation reducido
(GSH). El arsenito se metila a MAs y luego a DMASs, principalmente en el higado, a
través de la enzima arsénico 3 metiltransferasa (AS3MT) con S -adenosil-metionina

como cofactor donante de metilos (Hall y Gamble, 2012) (figura 1).
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Figura 1. Ruta metabdlica del Asi. Se muestra la reduccion del arsenito (AsiV) asi
como la metilacion de las especies trivalentes. GSH: glutation reducido; GSSG:
glutation oxidado; SAM: S-adenosil metionina; SAH: S-adenosil homocisteina;
AS3MT: arsénico 3-metil transferasa; MAs: monometil arsénico; DMAs: dimetil
arsénico. Figura tomada de Faita y cols., 2013.

1.2.2.3. Eliminacién

La principal forma de eliminacion de las especies de As es a través de la
orina, no obstante, también se puede excretar en menor proporcion por las heces,
la descamacion de la piel y el sudor (Tokar y cols., 2013). En los seres humanos,
los arsenicales urinarios estdn compuestos del 10 al 30% de Asi, del 10 al 20% de
MAs y 55 al 76% de DMAs (IARC, 2011). Mientras que en roedores como los ratones
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la proporcion relativa de MAs es menor (1-3%) y la de Asi es mayor (de 30-40%)
comparativamente a la de los seres humanos (Kenyon y cols., 2005).

Cabe resaltar que la concentracion del As urinario es un buen indicador de la
exposicion reciente y el perfil urinario de metilacién es empleado como un factor se

susceptibilidad a la presencia de sus efectos toxicos. (Tokar y cols., 2013).

1.2.3. Toxicodinamia del arsénico

Los compuestos trivalentes de As (Asilll y MAsIII) son reactivos con los grupos tiol
(-SH), por lo cual inhiben enzimas o alteran proteinas. El AsV es un desacoplador
de la fosforilacion oxidativa mitocondrial por un mecanismo probable de sustitucion
del arseniato por fosfato inorganico en la formacion de trifosfato de adenosina (ATP)
(Tokar y cols., 2013). Los arsenicales trivalentes pueden transportarse al interior de
la célula a través de acuaporinas (acuagliceroporinas) y los arsenicales
pentavalentes por transportadores de fosfato (ATSDR, 2005). Los arsenicales
trivalentes se pueden acumular en higado, rifion, pulmoén, vejiga y bazo y su afinidad
por SH favorece su concentracion alta en ufias, cabello y piel.

Los arsenicales pentavalentes pueden acumularse en el tejido 6seo al competir con
el fésforo, el As reemplaza al fosforo en la molécula de hidroxilapatito de fosfato de
calcio en la matriz mineral 6sea generando arseniato hidroxilapatito de calcio. Por
lo tanto, el tejido 6seo es un reservorio de As en el cuerpo y lo acumula
constantemente durante largos periodos de exposicion (ATSDR, 2005). Se ha
demostrado que las especies trivalentes de As (Asi (Ill), MAs (lll) y DMAs (llI)
producen dafio oxidante al ADN, alteracion del estado de metilacion y reparacion
del ADN e inestabilidad genomica. Sin embargo, la metilacion del Asi es necesaria
para que se lleve a cabo este dafio oxidante (NRC, 2001). Por otra parte, las
especies pentavalentes MAs(V) y DMAs(V) son comparativamente menos toxicas
que el Asi. (Styblo y cols. 2010).



1.3. Co-exposicion fluoruro-arsénico

La contaminacion ambiental es el resultado de la explotacién antropogénica
de la naturaleza y los recursos naturales. Las actividades naturales vy
antropogénicas son la principal causa de exposicién al F~y al Asi. La exposicion a
concentraciones elevadas y/o cronicas de estos dos contaminantes da como
resultado un gran nimero de afecciones celulares y genéticas, en varios érganos y
sistemas como el neuroconductual, cardiovascular, renal, hepatico, reproductivo,
entre otros (Mondal y Chattopadhyay, 2020).

Existen muchas areas geogréficas que estan expuestas de manera independiente
a estos contaminantes y a la coexistencia de F~y Asi en muchas areas del mundo
(Mondal y Chattopadhyay, 2020). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2011)
ha establecido los limites maximos permisibles en el agua de consumo para F'y As
de 1.5 mg/L y 10 pg/L respectivamente. En México, el 40% de las localidades con
niveles de As mayores a 10 pg/L también presentan una exposicion concurrente de
F- superior a 1.5 mg/L (Limén-Pacheco y cols. 2018).

La informacion relacionada con los efectos de la exposicion combinada del F~y As;
es controversial, esta ha sido evaluada en diferentes 6rganos, y sistemas in vitro e
in vivo. En la tabla 1 se resumen los estudios realizados in vitro y en la tabla 2 se

muestran los principales estudios realizados en animales de laboratorio y humanos.



Tabla 1. Estudios in vitro de exposicion concurrente de F~ y Asi

Modelo de Concentracion de Observaciones Referencia
Estudio Fy de Asi
Células madre En presencia de F-aumenté la | Rocha y
neuronales de 010501 citotoxicidad de las células | cols., 2011
raton, C17.2, 5 mg/L R expuestas a las tres
mg/L .
expuestas 24h concentraciones empleados de
As.
Células En la coexposiciéon Fy As se | Ma y cols.,
endoteliales de observaron menores efectos | 2017
. - 1ImM . . :
cordon umbilical (19 mg/L) 5uM toxicos proinflamatorios y pro-
de humanos, 9 (0.375 mg/L) | apoptéticos que de manera
HUVEC independiente  para cada
expuestas 24h contaminante
Células de Se observdé un efecto|Li y cols,
miocardio de antagonico en la induccion de | 2022
rata, H9c2, las proteinas de estrés del
expuestas 24 h 10035 reticulo endoplasmico y de la
10 0 25 uM : )
mg/L (0.75 0 apoptosis. Se observdé un
(0.530 1 875 mg/L) efecto antagonico en el grado
1.84mM) ' de apoptosis temprana en la
relacion Fss:Asip mientras que
en Fss:Asys un efecto
sinérgico.
Células de Se observé el aumento del | Aydiny Orta-
0 ThEY 92 oamu | 7w | daho odartey laspopiosis | vimaz, 2022
X (7.6 mg/L | (0.57 mg/L)

ratbn expuestas
24,48072h

exposicion a un  solo

contaminante.




Tabla 2. Principales estudios in vivo de co-exposicion de F "y Asi.
Modelo de Concentracion de Observaciones Referencia
Estudio Fy de Asi
Ratas Wistar Se observé una disminuciénenlas | Liu y cols.
expuestas actividades de la superdxido | 1999
durante 24 dismutasa (SOD) y GSH; aumento
semanas a 150 mg/L 75 mg/L | de MDA tanto en higado como en
traveés del rfidén y se mostré6 un efecto
agua de menos toéxico que por separado
bebida de los contaminantes.
Ratones Se reporté un aumento en la | Roy y cols.
macho cantidad de MDA y dafio al ADN | 2006
albinos suizos en células de la médula 6sea
expuestos 8 mg/kg/d extraidas de los ratones
durante 7 4 mg/kg/d expuestos, concluyendo que se
p , Y/ q
dias, via encontr6 un efecto més téxico
intraperitoneal que por separado de los
contaminantes.
Ratas Wistar Mittal y cols.,
macho Se describié un aumento en las | 2018
expuestas concentraciones de ROS y una
durante 9 disminucion en los niveles de GSH
50 mg/L 50 mg/L .
meses a en sangre, sin efecto en la co-
través del exposicion de ambos
agua de contaminantes.
bebida
Eeerznbra cebra Se observé un_nivel basal de GSH, ('\:/(I)(I)Qd;ém y
expuestas menor contenido de MDA y de_ la
durante 15,30 | 15mg/lL | 50 pgiL ac“"édaf de la CdAT en }e“do
y 60 dias en el cerebral, mostrando un efecto
menos toxico que por separado

agua  del de los contaminantes.
acuario
Ratones Sanchez-
C57BL/6 Se observaron concentraciones | Pefia y cols.
hembra, menores de As;, MAs y DMAs, en | (en
expuestas organos como rifién, higado y | preparacion)
durante 50 mg/L 1mg/L pulmon, asi como disminucién de
9 dias la capacidad de metilacién del As,
mediante el en presencia de F.
gua de bebida
Poblacién Jiménez-
adulta Mediana Mediana Cérdova vy
mexicana de agua de agua | Se informa que la exposicién a F | cols. 2019
expuesta a | (min-max) | (min-max) | disminuye la capacidad de
través del | 1.5mg/L 8.8 ug/L | metilacion del Asi.
agua de | (0.1-5.1) (.01-54.3)
consumo
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2. JUSTIFICACION

El F y el As; son los dos contaminantes inorganicos mas distribuidos en la
naturaleza, principalmente en aguas subterraneas. El agua subterrdnea es una
fuente importante de agua potable para el consumo humano y se estima que al
menos 300 millones de personas de diversas areas geograficas del mundo incluido
México estan expuestas concomitantemente a concentraciones altas de estos dos
elementos.

La magnitud de la exposicién y los efectos causados por la exposicion a As y mas
recientemente a F han sido muy documentados. Los efectos cardiovasculares,
hepéticos, renales y neuroldgicas son los mas reconocidos en la exposicion a F' y
As; . El principal modo de accién para ambos contaminantes es el aumento de ROS
y el dafio oxidante. Sin embargo, los efectos causados en la exposicion
concomitante a ambos contaminantes son controversiales ya que pueden tener un
efecto potenciado o antagonico.

En la co-exposicion de As; con F, existe una disminucion de la capacidad de
metilacion del As evaluada a través de la orina en una poblacién adulta expuesta a
concentraciones moderadas de As y relativamente altas de F La evaluacion del
patron de metilacion de As; esta relacionada con la susceptibilidad de los efectos
toxicos causados por la exposicion a As; .

Tampoco se conoce, si la dosis interna de F y As se modifica cuando ambos
elementos concurren. Sin embargo, se ha sugerido que la absorcion de As

disminuye en presencia de F reduciendo la dosis interna de As.
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3. HIPOTESIS

Las concentraciones de F en orina y 6rganos blanco, asi como el dafio oxidante,

disminuiran en presencia de la coexposicion de As;.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la disposicion de F en la exposicién concurrente con As; en ratones.

4.1.1. Objetivos particulares

e Determinar la concentracion de F en la orina y el tejido de 6rganos blanco
como el higado, rifion y hueso de ratones expuestos concomitantemente a F
y Asi.

e Evaluar la concentraciéon urinaria de arsenicales que contempla el patrén de
metilacién de As en ratones co-expuestos a F" y Asi.

e Evaluar el dafio oxidante en lipidos a través de la evaluacidon de sustancias
reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS) en rifidbn e higado de ratones

expuestos concomitantemente a F~ y a Asi.
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5. METODOS

5.1. Diseflo experimental

5.1.1. Modelo animal y tratamiento

Se utilizaron 60 ratones hembras de la cepa C57BL/6 de 6-8 semanas de
edad con un rango de peso entre 12 y 17 g, la cuales fueron proporcionadas por la
Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
CINVESTAV-IPN. Todos los procedimientos fueron aprobados en el protocolo
experimental numero 0277-18 por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL) del CINVESTAV. Los animales se mantuvieron
en cajas de policarbonato (4 por caja), en condiciones convencionales del bioterio
bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas, con agua y alimento ad libitum. Se
dividieron aleatoriamente en 5 grupos de experimentacion cada uno con 12
animales (figura 2).

Los grupos fueron expuestos a través del agua de bebida, donde el grupo control
recibié solo agua desionizada, el siguiente grupo solo F en forma de fluoruro de
sodio (NaF) con una concentracion de 50 ppm (mg/L), y los tres grupos restantes
de coexposicion una mezcla de F- con una concentracion de 50 ppm y Asien forma
de arsenito de sodio (NaAsOz) con concentraciones de 1, 10 y 20 ppm por un
periodo de 30 dias, permitiéndoles a los animales aclimatarse durante 7 dias antes
de la primera exposicion que se realizo a través del agua de bebida (Tabla 1). Para
el caso de la exposicibn a F la concentracion empleada intenta simular una
concentracion alta (10 ppm) a la que pueden estar expuestas poblaciones
endémicas (Dunipace y cols., 1995; Dionizio y cols., 2018). Para el caso de las
concentraciones de Asi intenta simular las concentraciones de poblaciones
endémicas de 0.25, 2.5y 5 ppm, al considerar que los roedores son de 4-5 veces
mas resistentes que los seres humanos (ATSDR, 2005).

Se registro la ingesta de alimento y el peso de cada animal cada 5 dias, mientras

gue el consumo de agua se midio diariamente durante los 30 dias de exposicion.
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Ratones hembra 1

€57/8L6
Exposicion por 30 dias en
agua de bebida
[ [ [ |
Grupo Grupo Grupo
G(r:glz ZOE:)OI ! j Gru(;;g FEu:‘r)uro ’ Fluoruro + Arsénico l Fluoruro + Arsénico Fluoruro + Arsénico
& PP (50 ppm + 1 ppm) (50 ppm + 20 ppm)

(50 ppm + 10 ppm)
[

Colecta de orina
(Dia 29)

Eutanasia
(Dia 30)

Extraccion de
organos (rifion,
higado y hueso)

Evaluacion de
Lipoperoxidacion
(TBARS)

Andlisis estadistico

Distribucion ’

Determinacion de

Determinacion de
Fluoruro y Arsénico

Kolmogdrov-Smirnov l

Distribucidn no normal

Distribucion normal
Kruskal-Wallis

ANOVA de una via

Figura 2. Estrategia experimental con ratones C57BL/6
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Tabla 3. Grupos experimentales

Grupos n n de cajas con 4 animales
cada una

1 Control, solo agua 12 3

2 F-50 ppm 12 3

3 F- 50 ppm + Asi 1 ppm 12 3

4 F- 50 ppm + Asi 10 ppm 12 3

5 F 50 ppm + Asi 20 ppm 12 3

5.2. Colectade orinay tejidos

Al finalizar el periodo de exposicion en el dia 29 se colectd la orina, los
animales fueron transferidos a jaulas metabolicas y se colocaron 2 animales por
jaula donde se mantuvieron durante 16 horas sin alimento y con acceso libre al agua
con los respectivos tratamientos. La orina se colecté en hielo, se registro el volumen
obtenido de cada jaula y las muestras se conservaron a -20° C hasta sus respectivos
analisis.

La eutanasia se llevo a cabo el dia 30 al finalizar la exposicion y posterior a la
eutanasia se diseccionaron los rifiones, higado y el hueso. Para el caso del hueso
se eligio la tibia izquierda por su facilidad de obtencion, se tuvo cuidado en no dejar
algun residuo de piel o musculo. Finalmente, para cada 6rgano se registro el peso

y se conservaron a -80° C hasta sus respectivos analisis.

5.3. Pretratamiento de tejidos para la cuantificacién de fluoruro

5.3.1. Reactivos

NaF de J.T Baker Cat. No. 3688 al 99 %, hidroxido de sodio (NaOH) de Merk Cat.
No. 1.06466.0050 al 10%, hexametildisilazano (HMDS) de Sigma Aldrich Cat. No.
205389 al 98%, &cido perclérico (HCIO4) de Merck Cat. No. 100519 al 70%, &cido
acético (CH;COOH) de Merck Cat. No. 30.04.07 al 100% y buffer TISAB Il de
Thermo Scientific Cat. No. 940909.
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5.3.2. Principio

La difusién isotérmica se fundamenta en que el F- en medio &cido se
transforma en HF, compuesto volatil que puede ser recogido sobre una solucién
alcalina, por ejemplo, NaOH, logrando asi aislarlo de una matriz compleja, esto de

acuerdo con el método descrito por Rigalli y Puche (2007).

5.3.3. Preparacién de la homogenizacién de tejidos

Se descongelaron los érganos (higado y rifidn) antes de la realizacion del
andlisis, se colocaron 500 mg de tejido en tubos de propileno de 50 mL y se les
afadi6 2 mL de agua desionizada para preparar homogenados mediante un
homogeneizador mecanico con aspas de plastico.

Para el caso del hueso, la muestra completa de la tibia se pulverizé con ayuda de
un triturador en nitrégeno liquido. El polvo de hueso (aproximadamente 90 mg) se
vertio en un tubo de propileno de 50 mL y se le afiadié 2 mL de agua desionizada

para preparar homogenados de igual forma que el higado y rifion.

5.3.4. Procedimiento

En el tubo de propileno de 50 mL, donde se encontraban las muestras
homogenizadas se afiadié 1 mL de hexametildisiloxano (HMDS) saturado con acido
perclorico (HCIO4) 6.8 M para llevar a cabo la digestion del tejido. Se coloco en cada
tapa de los tubos 50 pL de NaOH 0.75 M mediante goteo y se cerré con cuidado sin
tirar gota alguna. Los tubos se mantuvieron en agitacion constante por 24 horas a
temperatura ambiente. Posterior a este tiempo, a la tapa del tubo se le adicioné 25
UL de acido acético (CH;COOH) 0.2 M, se combiné el contenido de la tapa por
rotacion, se afiadio 500 pL de Total lonic Strenght Adjustment Buffer (TISAB Il), y
agua desionizada (425 mL). Posteriormente se trasvaso el contenido de la tapa a
un nuevo tubo de polipropileno en donde se determind la concentracion de F por
electrodo ion selectivo, comparado con una grafica estandar de NaF procesada de

igual manera que las muestras de orina.
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5.4. Determinacion de fluoruro en orina'y muestras de tejido pretratadas

54.1. Reactivos

Fluoruro de sodio (NaF) de J.T Baker Cat. No. 3688 al 99 %, buffer TISAB Il de
Thermo Scientific Cat. No. 940909 y estandares de referencia de orina PC-U-F
1102, PC-U-F 1107, PC-U-F 1108, PC-U-F 1109 y PC-U-F 1106 del Laboratorio del
Instituto Nacional de Salud Publica de Quebec, Canada (INSPQ).

5.4.2.  Principio

La potenciometria con electrodo de ion selectivo es una técnica que se
fundamenta en medir potenciales eléctricos de disoluciones para calcular la
concentracion final del analito. La relacion final entre el potencial y la concentracién
lo proporciona la ecuacion de Nerst. El electrodo selectivo a fluoruro en combinacion
con un electrodo de referencia combinado que contiene una membrana cristalina
compuesta de fluoruro de lantano (LaFs) y de europio (EuF2). Esta membrana es
permeable a los iones de fluoruro, los cuales crean la diferencia de potencial al estar
en contacto con dos disoluciones de concentracion diferente de F-. Se utiliza una
solucion amortiguadora conocida como TISAB cuyo pH de 5 favorece la presencia
del F- como especie predominante en las especies que contengan F-; ademas,
contiene acido ciclohexilamino-dinitrilotetraacético el cual forma quelatos estables
con Fe®* y AR liberando el F- de sus complejos con estos cationes (Rubinson,
2001).

5.4.3. Procedimiento

La cuantificacion de F en las muestras en solucion, tejidos previamente
tratados y las muestras de orina, se llevé a cabo por un método potenciométrico
usando un electrodo selectivo de F- combinado 9609BNWP, su uso fue de acuerdo
al procedimiento validado y acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacién
(ema, A.C.) en el Laboratorio de Investigacion y Servicio en Toxicologia (LISTO) del

Cinvestav.
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Se llevo a cabo la preparacion de las disoluciones estandares de F y muestras de
orina, se realizd el grafico de calibracion y de las muestras a analizar.
Posteriormente se acondicion6 el potenciometro y el electrodo, se llevé a cabo la
lectura de las soluciones del gréafico de calibracion y con ello se construy6 el gréafico
de calibracion (figura 3).

Las orinas de estudio se evaluaron por duplicado y los datos obtenidos se
interpolaron en el grafico con la féormula de la recta despejando el valor de “y” (y =

mx + b) y con el valor de “y” obtenido se calcul6 el antilogaritmo para obtener la
concentracion de F correspondiente. Se tomé en cuenta que los valores obtenidos

estuvieran dentro un valor de exactitud del 90% y de precision menor al 10%.

Grafico tipo

200
y = -59.513x + 119.02
R? = 0.9999

150

mV

50
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v

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15

log [F]

Figura 3. Grafico de calibracion tipico para fluoruro

5.5. Determinacion de As;y sus metabolitos en orina

5.5.1. Reactivos

NaAsO:2 de Sigma Aldrich Cat. No. 232-070-5 al 99%, borohidruro de sodio (NaBH4) de
Sigma Aldrich Cat. No. 19807-2 al 1%, hidroxido de sodio (NaOH) de Merk Cat. No.
1.06466.0050 al 10%, buffer TRIS-HCI Sigma Aldrich Cat. No. 0.75 M pH 6 y estandar
de orina de referencia 3669-Arsenic Species in Frozen Human Urine del National
Institute of Standars and Technology.
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5.5.2.  Principio

El sistema de separacion de las especies de Asi, se fundamenta en la
capacidad que tienen los arsenicales de formar especies volatiles en funcién del pH
y de la temperatura de la reaccién. Este sistema consiste en un separador gas-
liguido en donde se realiza la generaciéon de especies arsenicales totales a un pH
de 2 previo a una reduccién con cisteina de acuerdo con el método descrito por

Hernandez y cols., (2007).

5.5.3. Procedimiento

La determinacion de Asiy sus metabolitos en orina se realizé por medio de
un espectrofotometro de absorcion atomica PinAAcle 900F (Perkin Elmer) con
generador de hidruros acoplado a una criotrampa automatizada (EAA-GH-CT), el
cual se encuentra equipado con un FIAS 400 (PerkinElmer). El uso del equipo se
llevé a cabo con el procedimiento validado y acreditado en el LISTO del Cinvestav.
Todas las soluciones de trabajo (blanco, estandar de Asi, MAs y DMAs, y la orina
estandar de referencia) se prepararon en fresco el dia del andlisis, asi mismo
alicuotas de las muestras de orina fueron pretratadas con cisteina durante 70
minutos previo al analisis.

En un dosificador acoplado al sistema se deposito la muestra blanco, el estandar de
Asi, MAs y del DMAs para realizar el grafico de calibracion o la muestra pretratada
con cisteina a una concentracion final del 2%, se mezclé con NaBHa4 y con buffer
Tris-HCI por medio de las bombas peristélticas del FIAS 400, las cuales se
encargaron de llevar la mezcla hasta el separador gas-liquido. En estas condiciones
la mezcla alcanzé un pH final de entre 1-2 y con ello se llevo a cabo la formacién de
las especies arsenicales. Se utilizé helio como gas de arrastre y un gradiente de
temperatura de -293 a 50°C (esto se logré por medio de una criotrampa de nitrdgeno
liguido y calentamiento a través de corriente aplicada en el alambre enrollado de
Ni/Cr a la columna), las especies formadas se liberaron a diferentes temperaturas:
Asi a -55°C, MAs a 2°C y de DMAs a 36°C.

La atomizacion de las especies se realizdé en una microflama de hidrogeno y aire,

con flujo de 23 y 42.9 mL/min respectivamente a través de un multiatomizador. Cada
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especie arsenical se detectd en el PinAAcle 900F. Se tomé en cuenta que los
valores obtenidos estuvieran dentro un valor de exactitud del 90% y de precision al
10%.

5.6. Evaluacion de lipoperoxidacion en tejidos

5.6.1. Principio

La evaluacion de la lipoperoxidacion en tejidos por medio de TBARS se
fundamenta en que la formacién de estrés oxidante a nivel celular da como resultado
la formacion de hidroperéxidos lipidicos altamente reactivos e inestables. La
descomposicion de los peroxidos inestables derivados de los acidos grasos
polinsaturados da como resultado la formacion de malondihaldehido (MDA), el cual
se cuantifica colorimétricamente tras su reaccion controlada con acido tiobarbitarico
(Halliwell y Chirico, 1993).

5.6.2. Procedimiento

La evaluacion de lipoperoxidacion se llevo a cabo con el kit de ensayo de
TBARS de Cayman Chemical y los reactivos se prepararon de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Se tomé aproximadamente 30 mg de tejido (higado y rifién) y se le agreg6 buffer
RIPA, posteriormente se homogenizo6 en hielo y se centrifugé a 1600 gravedades
durante 10 minutos a 4°C y se colocaron los sobrenadantes en hielo o almacenaron
a -80° C hasta su respectivo analisis.

Se afadié a la muestra solucion SDS y se mezclo, posteriormente se agrego
reactivo de color en cada vial. Los viales se colocaron en un soporte en posicion
vertical, se introdujeron en agua en ebullicibn durante una hora. Después de una
hora, se retiraron los viales y se colocaron en hielo para detener la reaccién durante
10 minutos. Se cargaron las muestras de cada vial en la placa transparente y se

leyé la absorbancia a 530-540 nm.
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Se calculd la absorbancia promedio de cada estandar y muestra, se grafico los
valores en funcion de la concentracion de MDA y finalmente se calculd la

concentracion de MDA para cada muestra a partir de la grafica estandar.

5.7. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con el software GraphPad Prism
8.0. Los datos se representaron como la media +/- error estandar o como la mediana
y el rango intercuartil, segun la distribucion de los datos, los cuales fueron evaluados
mediante la prueba de Kolmogoérov-Smirnov, los datos que presentaron una
distribuciéon normal se analizaron con ANOVA de una via, mientras que los datos
con distribucién no normal fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Se establecié una p<0.05 como valor de significancia.
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6. RESULTADOS

6.1 Peso corporal, consumo de agua, alimento y peso de 6rganos.

Se expusieron 60 ratonas de la cepa C57BL/6 mediante el agua de consumo a F a
una concentracion de 50 ppm y de Asi a concentraciones de 1, 10 y 20 ppm, se
dividieron en 5 grupos experimentales cada uno con 12 ratones a lo largo de 30 dias
(figura 2). Se regqistré el peso corporal y el consumo de alimento cada cinco dias,
mientras que el consumo de agua fue diario.

En la figura 4A se muestra el registro del peso corporal durante el periodo de
exposicion, se observa un aumento gradual del peso en todos los grupos, sin
embargo, al no tener un peso de inicio semejante en todos los grupos se decidié
construir el gréfico 4B, donde se muestra el calculo de la ganancia de peso por
ratona, donde existe un aumento en promedio entre 3.87- 4.9 g durante los 30 dias
de tratamiento, donde no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de estudio.

Peso y ganancia de peso durante el periodo de exposicion
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Figura 4. Peso y ganancia de peso. A) Peso corporal por ratén registrado cada 5
dias durante los 30 dias de exposicidn, B) Ganancia del peso calculada por ratona
en los distintos tratamientos durante los 30 dias de exposicion. Los datos
representan la media * desviacion estandar, n=12 P>0.05, ANOVA de una via.
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Se registré diariamente la ingesta de agua durante los 30 dias de exposicion en los
diferentes grupos experimentales, cada registro corresponde al agua consumida por
cuatro ratonas. Como se puede observar en la figura 5A la ingesta de los 5 grupos
oscilo a través del tiempo de exposicidén. Para poder evaluar la ingesta de agua se
estimé el consumo diario de agua por ratona, observando un intervalo entre 3.36- 4
mL/ratén (figura 5B). No se observaron diferencias en el consumo de agua entre los
grupos tratados y el control, sin embargo, se encontr6 una disminucién
estadisticamente significativa del 10% entre el grupo coexpuesto de F 50 + Asi 1
ppm vy el grupo F 50 + Asi 20 ppm.

Consumo de agua durante el periodo de exposicion
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Figura 5. Consumo de agua. A) Evaluacion diaria por jaula con cuatro ratones,
durante los 30 dias de exposicion. B) Promedio de consumo de agua diario por
ratona durante los 30 dias del tratamiento. Los datos representan la media +
desviacién estandar (n=29). *p<0.05, pruebas ANOVA de una via y post hoc
Tukey’s.
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Respecto al consumo de alimento en la figura 6 se muestra que la ingestion de
alimento durante el tiempo de exposicion fue similar entre los diferentes grupos que
consumieron en promedio entre 45.5-51 gramos cada 5 dias por jaula con cuatro
ratonas, de acuerdo con el andlisis estadistico no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos.

Consumo de alimento durante el periodo de exposicion
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Figura 6. Consumo de alimento de 3 jaulas, evaluado cada 5 dias durante el periodo
de exposicion. Los datos se representan la media + desviacion estandar (n=15).
p>0.05, ANOVA una via.

También se registro el peso de los érganos (rindn, higado y hueso) de cada ratona,
para verificar que ninguno de los tratamientos administrados influyera en este. En
la figura 7 se muestran los pesos promedio por ratona registrados de cada 6rgano
A) higado, B) hueso, C) rindn derecho y D) riidn izquierdo para cada uno de los
grupos experimentales, en general se observa poca variabilidad entre los pesos, sin

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Peso de 6rganos de las ratonas expuestas durante 30 dias
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Figura 7. Peso promedio de los érganos de ratonas expuestas durante los
30 dias. A) Higado, B) Hueso, C) Rifidén derecho y D) Rifidén izquierdo. Los
datos representan la media £ desviacion estandar (n=12). p>0.05, pruebas
ANOVA una via.

Finalmente, el dia 29 de la exposicién se colocaron 2 ratonas por jaula
metabolica para la colecta de orina durante 16 horas. En la figura 8 se
observa una gran variabilidad de los volumenes de orina colectada entre los

diferentes grupos experimentales sin observar alguna diferencia
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estadisticamente significativa con el grupo control ni entre los grupos con
tratamiento.

Volumen de orina colectado
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Figura 8. Volumen de orina por ratona colectada durante 16 h en los diferentes
grupos experimentales. Los datos representan la media + desviacion estandar
(n=6). p>0.05, pruebas ANOVA de una via.

6.2 Concentraciones urinarias de creatinina.

Para normalizar las posibles variaciones en el volumen de orina colectado, se
evalué la concentracibn de creatinina en orina en los diferentes grupos
experimentales. Las concentraciones urinarias de F y As fueron ajustadas por su
concentracion urinaria de creatinina. En la figura 9 se muestran las concentraciones
comparativas de creatinina en los diferentes grupos, sin observar diferencias

significativas entre los grupos.
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Concentracion de creatinina urinaria
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Figura 9. Concentracién urinaria promedio de creatinina en los diferentes
tratamientos. Los datos representan la media + desviacion estandar (n=6). P>0.05,
prueba ANOVA una via.

6.3 Dosimetria interna de fluoruro

6.3.1 Concentracién de fluoruro en hueso.

El hueso es el tejido diana donde el F- se acumula en un 99%, por tal motivo uno de
los objetivos fue evaluar si en la coexposicidon de F~y As; se altera la concentracion
de F. En la figura 10 se muestran las concentraciones de F cuantificadas en los
diferentes tratamientos, las cuales estan expresadas en pg/g de tejido. Los
resultados muestran claramente un aumento significativo en los grupos expuestos
a F, respecto al control. Interesantemente, en la exposicion concomitante con As;
las concentraciones de F- disminuyeron significativamente 19 y 24%. con As 10 y

20 ppm, respectivamente.
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Concentracion de fluoruro en hueso
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Figura 10. Concentracion de fluoruro en tejido 6seo. Los datos representan la media
+ desviacion estandar (n=12). #p<0.05 respecto al control, *p<0.05, pruebas de
ANOVA de una via y post hoc Tukey’s.

6.3.2 Concentraciéon de fluoruro en riiién.

Respecto a los tejidos blandos, el rifidn es el tejido de mayor afinidad con el F. No
obstante, las concentraciones de F en el tejido renal fueron significativamente
menores a las encontradas en el hueso. En la figura 11 se presentan las
concentraciones (ug/g de rifion), en los diferentes grupos. Debido a la poca cantidad
de tejido renal, se realizaron pozas de tres muestras de tejido renal para tener
suficiente tejido para el pretratamiento de muestra, teniendo al final 4 pozas por
grupo experimental. La concentracion de F en el grupo expuesto a 50 ppm fue
mayor al control, pero el aumento no fue significativo. En contraste, en los 3 grupos
coexpuestos con Asj, la concentracion de F- aumentd significativamente respecto al
grupo control, se observdé un aumento significativo del 44 y 46% en los grupos

coexpuestos a Asi 1y 10 ppm respectivamente, en comparacion al grupo expuesto
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a F 50 ppm. En el grupo coexpuesto con As; 20 ppm la concentracion de F fue

similar al grupo expuesto solamente a F.

Concentracion de fluoruro en rifién
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Figura 11. Concentracion de fluoruro en tejido renal. Los datos representan la media
+ desviacion estandar (n=4). #p<0.05 respecto al control, *p<0.05, pruebas ANOVA
una via, post hoc Tukey’s.

6.3.3 Concentracion de fluoruro en higado.

Las concentraciones de F en el tejido hepatico fueron menores a las encontradas
en el rindn. Las concentraciones de F en los grupos de estudio fueron mayores al
grupo control, con excepcion del grupo coexpuesto con Asi 20 ppm (figura 12). No

se observo alguna diferencia en la concentracion de F en la coexposicion con Asi.
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Concentracion de fluoruro en higado
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Figura 12. Concentracién de fluoruro en tejido hepético. Los datos representan la
mediana = RIQ (n=12). *p<0.05, pruebas de Kruskal-Wallis y post hoc Dunn’s.

6.3.4 Concentraciéon de fluoruro urinario.

Debido a que el F* se excreta principalmente mediante la orina, uno de los objetivos
fue determinar su concentracion urinaria en la coexposicion con diferentes
concentraciones de Asi.

6.3.4.1 Concentracién de fluoruro urinario sin ajuste con creatinina urinaria.

En lafigura 13 se puede observar las concentraciones de F~ en los grupos expuestos
a F 50 ppm y coexpuestos a diferentes concentraciones de Asi, como se esperaba
muestran un aumento significativo respecto al control. Sin embargo, entre los grupos
coexpuestos se muestra una disminucion significativa del 48% en el grupo

coexpuesto de F 50 + Asi 10 ppm respecto al grupo de F- 50 + As;j 1 ppm.
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Concentracion de fluoruro en orina
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Figura 13. Concentracion de fluoruro en orina expresada en pg/mL. Los datos
representan la mediana + rango intercuartil (n=6).

*kk

Kruskal- Wallis y post hoc Dunn’s, ##p<0.05, Mann-Whitney.

6.3.4.2 Concentracion de fluoruro urinario con ajuste de creatinina

p<0.0001 respecto al control,

En la figura 14 se muestran las concentraciones comparativas de F-expresadas en

mg/g de creatinina. Como se esperaba, las concentraciones urinarias en todos los

grupos que recibieron F fue significativamente mayor con respecto al grupo control.

Respecto a la exposicion concurrente con Asi, no se observd diferencia en la

concentracion urinaria de F-en la coexposicion con As;j 1 ppm, mientras que con As;

10 ppm existié una disminucion estadisticamente significativa del 35% con respecto

al grupo de F 50 ppm. En el grupo con Asi 20 ppm la disminucion del F urinario no

fue significativa.
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Concentracion de fluoruro en orina corregida por creatinina
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Figura 14. Concentracion de fluoruro en orina expresada en mg/g de creatinina. Los
datos representan la media + desviacion estandar (n=6). #p<0.05 respecto al control,
ANOVA una via y post hoc Tukey’s; post hoc, *p<0.05, t de student.

F- (mg/g de creatinina)

6.4 Dosimetria interna de arsénico

6.4.1 Concentracion urinaria de arsénico sin ajuste de creatinina.

Debido a que el As se elimina principalmente por la orina, se determinaron las
concentraciones de este y sus metabolitos, ademas de inferir si en la coexposicion
a F este puede cambiar su proporcion de especies medidas en la orina.

Los resultados estan expresados en ng/mL (figura 15 y figura 16). En la figura 15 se
observa que las concentraciones de arsenicales son significativamente mayores en
los tres grupos coexpuestos con Asi, comparativamente con los dos grupos que no
fueron expuestos a Asi (control y expuesto a F’). Respecto a la concentracion
urinaria de Asi, no se observé una relacion dosis-dependiente en los tres grupos
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expuestos a Asj, mientras que si se observo una diferencia significativa entre las
concentraciones de MAs en los grupos F50 + Asi1 ppm vs F50 + Asi10 ppmy F
50 + Asi20 ppm. Para el caso de DMASs solo se observé aumento significativo entre
los grupos F50 + Asi 1 ppm vs F 50 + Asi 10 ppm, sin aumento significativo entre el
grupo de mayor exposicion a Asi (F50 +Asi 20 ppm).

Concentracion de especies arsenicales en orina
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Figura 15. Concentracion de especies arsenicales en orina expresadas en ng/mL.
A) Asi, B) MAs y C) DMAs Los datos representan la mediana + rango intercuartil
(n=6). #p<0.05 respecto al control, *p<0.05, pruebas Kruskal-Wallis, post hoc
Dunn’s.
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En la figura 16 se representa la sumatoria de las concentraciones urinarias de Asi y
sus metabolitos. Como era de esperarse existe una relacién dosis -respuesta entre
los grupos co-expuestos a Asi, Unicamente para dos de las concentraciones: 1y 10
ppm de Asj; sin embargo, el grupo coexpuesto a 20ppm de Asi no contribuye a la
respuesta lineal dependiente de la dosis.

Concentracion urinaria de AsT (Asi+MAs+DMAs)
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Figura 16. Concentracion urinaria de Asi+MAs+DMAs expresada en ng/mL. Los
datos representan la mediana * rango intercuartil (n=6). p>0.05, prueba Kruskal-
Wallis, post hoc Dunn’s.

6.4.3 Concentracion urinaria de arsénico ajustada por creatinina.

Asimismo, se obtuvieron las concentraciones de especies arsenicales ajustadas por
la concentracion urinaria de creatinina, donde podemos observar concentraciones
trazas (18.54 y 8.67 ug/g de creatinina) de Asi en los grupos control y F- 50 ppm
(figura 17 A). Mientras que los grupos expuestos a las diferentes concentraciones
de Asi se observa un aumento de la concentracion, sin embargo, el aumento no fue

significativo.
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Respecto a la concentraciéon de MAs (figura 17 B) los grupos control y F-50 ppm

registraron una concentracion de 1.66 y 0.95 pg/g de creatinina. En los grupos

coexpuestos a las diferentes concentraciones de Asi hubo un aumento gradual del

89% y del 79% en los grupos de As; 10 y 20 ppm respecto al grupo de Asi 1 ppm.

En cuanto a la concentracion de DMAs (figura 17 C) se obtuvo una concentracion

en el grupo control y F-50 ppm de 120.5y 69.12 ug/g de creatinina respectivamente.

En los grupos coexpuestos como era de esperarse hubo un aumento de DMAs, sin

embargo, solo se mostrd un incremento significativo del 72% en el grupo coexpuesto

de Asi 10 ppm respecto al grupo de Asi 1 ppm.

Concentracion de especies arsenicales en orina corregidas por creatinina
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Figura 17. Concentracion de especies arsenicales en orina expresadas en ug/g de
creatinina. A) Asi, B) MAs y C) DMAs Los datos representan la mediana + rango
intercuartil (n=6). *p<0.05, pruebas Kruskal-Wallis, post hoc Dunn’s.
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Finalmente se obtuvo la concentracidén de la sumatoria de las especies arsenicales
Asi,+MAs+DMAs, a las que también serd referida como arsénico total (AsT)
expresada en pg/g de creatinina. En la figura 18 se observa como se esperaba un
aumento de AsT en los grupos coexpuestos a las diferentes concentraciones de As;,
sin embargo, también se esperaba que la concentracion de AsST aumentara de
manera lineal conforme aumentara las concentraciones de 1, 10 y 20 ppm de As;;
sin embargo, en el grupo coexpuesto con Asi 20 ppm, la concentracién de AsT no
aumento por lo que se puede inferir que en presencia de F~ no existe una relacion
dosis respuesta de As a concentraciones altas.

Concentracion urinaria de AsT corregida por creatinina (Asi+MAs+DMAs)
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Figura 18. Concentracion urinaria de Asi+MAs+ DMAs representados en pg/g de
creatinina. Los datos representan la mediana + rango intercuartil (n=6). *p<0.05,
prueba Kruskal-Wallis, post hoc Dunn’s
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6.4.4 Proporcion relativa de especies arsenicales en orina.

En cuanto a la proporcion relativa de las especies arsenicales en orina en los grupos
control y F- 50 ppm se puede observar (figuras 19 A y B) que en ambos grupos se
sigue el mismo comportamiento de porcentaje que se esperaba. Se puede observar
gue existe un mayor porcentaje de especies de DMAs (85%), seguido de Asi (14-
45%) y finalmente un menor porcentaje de MAs (1%). Sin embargo, en los grupos
coexpuestos a F y Asj (figuras 19 C, D y E) se puede observar que mientras
incrementa la concentracion de As aumenta la proporcion de MAs, por el contrario,
el porcentaje de Asi disminuye a mayor concentracion de exposicion.

Porcentaje de especies arsenicales en orina

A) Control B) F 50 ppm

B5% N )

D)
F 50 ppm+ As; 1 ppm F- 50 ppm+ As; 10 ppm

5%
9% 39

N 1%

M Asi
MAs
B DMAs

90% -

92%

E)
F 50 ppm+ As; 20 ppm

3%.

920%

Figura 19. Porcentaje urinario de especies Asi+MAs+DMAs. A) Grupo control, B) F
50 ppm, C) F- 50 + Asi1 ppm, D) F- 50 + Asj 10 ppm y E) F 50 + Asi 20 ppm. Los
datos representan la media (n=6).
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6.5 Concentracion de proteina total en higado y riion.

Se han realizado algunos estudios sobre el impacto de la exposicion a F~ en la
proteina total en diversos 0rganos, registrando alteraciones en su cantidad (Holland,
1979), por lo cual se decidi6 evaluar la concentracién de proteina tanto en higado
como en rifién. Sin embargo, como podemos observar en las figuras 20 y 21 no
encontramos algun cambio en la concentracién de proteina total por grupo de
tratamiento en ambos érganos.

Concentracion de proteina en higado
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Figura 20. Concentracion de proteina en higado. Los datos representan la media *
desviacion estandar (n=8) p>0.05, pruebas de ANOVA de una via y post hoc

Tukey’s.

38



Concentracion de proteina en riién
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Figura 21. Concentracion de proteina en rifidon. Los datos representan la media +
desviacién estandar (n=8). p>0.05, pruebas de ANOVA de una via y post hoc
Tukey’'s.

6.6 Evaluacién de dafo oxidante mediante TBARS.

El MDA al ser un reconocido marcador de dafio oxidante se decidi6 evaluar en los
principales érganos blandos (higado y rifion) afectados por la exposicion solo a F y

concomitante a diferentes concentraciones de As;.

6.6.1 Concentracién de MDA en tejido renal sin ajustar por concentracion de
proteina.

En cuanto a las concentraciones de MDA en rifion (figura 22) se puede observar
solo un aumento significativo de MDA del 34% en el grupo de F 50 ppm respecto al

grupo control.
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Figura 22. Concentracién de malondihaldehido (MDA) en rifibn presentado por
uM/mg de tejido. Los datos representan la mediana + rango intercuartil (n=8).
*p<0.05, prueba Kruskal-Wallis, post hoc Dunn’s.

6.6.2 Concentracion de MDA en tejido hepatico sin ajustar con la
concentracion de proteina.

Las concentraciones obtenidas de MDA en tejido hepético se pueden observar en

la figura 23, donde encontramos un aumento significativo del 66% en la

concentracion de MDA entre el grupo coexpuesto a F~ 50 + Asj 10 ppm y el grupo

control. Por el contrario, existe una disminucién del 66% de MDA en el grupo

coexpuesto a F 50 + Asj 20 ppm respecto al grupo de F 50 + Asi 10 ppm.
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Concentracion de MDA en higado
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Figura 23. Concentracion de MDA en higado presentado en puM/mg de tejido. Los
datos representan la mediana + rango intercuartil (n=12). *p<0.05, prueba Kruskal-
Walllis, post hoc Dunn’s y #p<0.05 prueba U-Mann-Whitnney respecto al grupo F 50

ppm.

6.6.3 Concentracion de MDA en tejido renal ajustada por proteina renal.

La concentracion de MDA ajustada por proteina renal (figura 24) se muestra un

aumento significativo del 30% respecto al grupo control y el expuesto a F* 50 ppm,

mientras que entre los grupos de F 50 ppm y el grupo de F 50 + Asj 20 ppm se

observa una disminucioén significativa del 30% de MDA.
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Figura 24. Concentracion de MDA en rifion expresado en pM/mg de proteina. . Los
datos representan la mediana + rango intercuartil (n=8). #p<0.05, prueba Kruskal-
Wallis, post hoc Dunn’s respecto al control y *p<0.05 prueba U-Mann-Whitnney.

6.6.4 Concentracion de MDA en higado ajustado por proteina hepatica.

Las concentraciones obtenidas de MDA ajustadas por proteina hepatica se
muestran en la figura 25, donde podemos observar un aumento significativo en la
concentracion de MDA del 63% entre el grupo F- 50 ppm y el F 50 + As 10ppm, del
mismo modo entro el grupo control y el F 50 + As 10ppm. Por el contrario, existe
una disminucién significativa del 66% entre el grupo F 50 + Asi 20ppm comparado

con el grupo F 50 + Asj 10ppm.
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Concentracion de MDA en higado
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Figura 25. Concentracion de MDA en higado presentado por uM/mg de proteina.
Los datos representan la mediana = rango intercuartil (n=12). *p<0.05, prueba
Kruskal-Wallis, post hoc Dunn’s y #p<0.05 prueba U-Mann-Whitnney respecto al
grupo control.

6.6.5 Correlacion entre las concentraciones de MDA y fluoruro en higado,
rifdn y orinay la concentracion de MDA y arsénico total urinario.
Finalmente se evaluaron las correlacion entre las concentraciones de MDA y F
obtenidas en las muestras de higado, rifion y orina. En la figura 26 se puede
observar una correlacion significativa entre las concentraciones de MDA y el F en
higado, con un coeficiente de correlacién rr= 0.9078, R?>=.8241 (p= 0.0331), en
donde los grupos coexpuestos con F 50 + Asi1 ppm y F50 + Asi 10ppm que
presentan mayor dafio oxidante son los que presentan mayor concentracion de F
hepatico. Es de llamar la atencién que el grupo coexpuesto a Asi 20 ppm no tenga
el mismo comportamiento. En cuanto a las correlaciones de MDA y F en rifion

(figura 27 A) no se observé correlacion significativa (R?= 0.4498, p=0.2153), al igual
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gue las concentraciones de MDA en rifién e higado y de F- en orina (R?=0.2348, p=
0.4081) y (R?=-0.3000, p= 0.6833), respectivamente (figura 27 By D).
También se obtuvieron las correlaciones entre las concentraciones de MDA

obtenido en higado y rifidn y la sumatoria de las especies de As en orina (Asi, MAs
y DMAS) las cuales no fueron significativas (R?= 0.9000, p= 0.0833 y R?=0.01188,
p= 0.8615, respectivamente) (figura 27 Cy E).

Correlacion entre concentraciones de MDA y F- en higado
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Figura 26. Correlacion entre las concentraciones de MDA y F- en higado. *p<0.05,
prueba de correlacion de Pearson. El simbolo redondo corresponde al grupo control
y los simbolos con forma de estrella corresponden los grupos expuestos solo a F' y

a los coexpuestos F- y Asi.
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Correlaciones entre las concentraciones de MDA, F y AsT
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Figura 27. Correlacion entre las concentraciones de MDA (higado y rifién), F- (rifién
y orina) y AsT (orina). p>0.05, prueba de correlacion de Pearson. El simbolo
redondo corresponde al grupo control y los simbolos con forma de estrella
corresponden los grupos expuestos sélo a F y a los coexpuestos F- y Asi.
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DISCUSION

La exposicion a F y Asi mediante el consumo de agua subterranea
representa un problema de salud a nivel mundial, ya que millones de personas estan
expuestas a concentraciones altas de uno o ambos contaminantes. Amini y cols
(2008) estimaron que mas de 200 millones de personas consumen agua con
concentraciones de F mayores de 1.5 mg/L, en lugares como India, China,
Tanzania, México, Argentina, Sudafrica, entre otros. Por otra parte, se ha estimado
gque de 94 a 220 millones de personas estan potencialmente expuestas a
concentraciones altas de Asi, la mayoria en Asia (Podgorski y Berg, 2020). Sin
embargo, existen algunas areas en Ameérica como Argentina, México y Estados
Unidos que también consumen agua contaminada con As;. En algunas regiones de
Asia y de Latinoamérica como Argentina y México también se ha documentado la
co-exposicion de F y Asi (Buchhamer y cols., 2012; Alarcon-Herrera y cols., 2020).
Para el caso de México se ha estimado que al menos 20 millones de personas estan
expuestos a F~ y 6 millones a Asj y en el 54% de los casos existe la exposicidon

concurrente a ambos contaminantes (Limén-Pacheco y cols., 2018).

La mayoria de los estudios que han abordado la problemética de exposicion a través
del agua subterranea, lo han realizado enfocados en la exposicion a uno solo de los
contaminantes, por lo que el estudio de alguna posible interaccion entre el F-y el
Asi es de reciente interés. Al respecto, se han realizado varios abordajes
experimentales donde se han evaluado algunos efectos, principalmente asociados
a la generacion del estrés y dafio oxidante (figura 27); sin embargo, los resultados
obtenidos son controversiales y sin una conclusion en comun (Mondal vy
Chattopadhyay, 2020; Saeed y cols., 2021). Sin duda, la magnitud de exposicion
evaluada por concentracion y tiempo de exposicion tiene un papel importante en los
efectos observados, por ejemplo, en los estudios in vitro a concentraciones no
citotoxicas donde la relacion de F:Asi siempre fue mayor la concentracion de F- en
un intervalo de 5-50 veces, se observaron tanto efectos antagonicos como

sinérgicos (tabla 1).
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Figura 28. Estrés y dafio oxidante en la exposicién concurrente del fluoruro y el
arsénico inorganico. Figura tomada y adaptada de Chouhan y Flora, 2010.

Respecto a los estudios in vivo, los efectos también son controversiales, la mayoria
se han realizado en roedores, y en este caso la relacion F:Asi fue de 1-2, es decir
igual 0 un poco mayor la concentracion de F- respecto a la de Asi (tabla 2). Este
hecho puede representar un error en la estrategia experimental ya que el F es
mucho mas abundante en el medio ambiente, encontrdndose a concentraciones a
nivel de ppm (mg/L o mg/kg), mientras que el Asigeneralmente se encuentra en ppb
(ng/L o ng/kg). En muestras de agua de lugares con agua contaminada se encuentra
en una relacion F:As; de 25-50, mientras que en muestras urinarias de personas

gue consumen el agua contaminada la relacion F:Asi es de 25-30 (Gonzéalez-Horta
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y cols., 2015). En un estudio reciente donde se expuso al pez cebra a través del
agua del acuario a concentraciones de 15 mgF/L y 0.050 mgAs/L (relacion F:Aside
300) se observaron menores efectos de estrés y dafio oxidante en la co-exposicién
comparado con la exposiciéon individual a un solo contaminante (Mondal y cols.,
2021). En los estudios realizados tanto in vitro como en modelos de animales
expuestos donde se ha evaluado la posible interaccion entre F~ y Asi, no se ha
evaluado si la dosimetria de alguno de los contaminantes se modifica en presencia

del otro.

7.1 Raton hembra C57BL/6 como modelo experimental en la evaluacion de la
posible interaccion bioldgica de fluoruro y arsénico inorganico.

Como modelo experimental se eligié al raton de la cepa C57BL/6, ya que se
caracteriza por ser sensible a los efectos de la exposicion a F- ademas de ser un
buen modelo ante la exposicion y efectos metabdlicos de la exposicion al Asi
(Hughes y cols, 1999; Drobna y cols.2009; Li y cols., 2017). La rata representa un
buen modelo para estudiar la exposicion a F-, sin embargo, no lo es para el estudio
de la exposicion al Asi, ya que la hemoglobina de la rata presenta mayor nimero de
-SH comparativamente con otras especies ocasionando que los arsenicales se
retengan mas y por mayor tiempo en la sangre. Los compuestos arsenicales tienen
mayor afinidad a la hemoglobina, debido a que en cada de sus cadenas alfa
contiene tres cisteinas a diferencia de la hemoglobina de los humanos que sélo
contiene una cisteina, teniendo una unidn preferencial para la retencion del As y
como resultado la modificacién en su distribucion en los diferentes 6rganos (Cohen
y cols., 2006; Sheny cols., 2013).

Desde la década de 1960, el estudio en ratones macho era absolutamente la norma
a menos que se estuviera estudiando reproduccion, asi que de manera general se
confia en los roedores machos para los estudios y que muchos temen el factor que
complica las hormonas femeninas. Actualmente, se recomienda considerar a ambos
sexos en la experimentacion; se ha reconocido que el factor sexo de un individuo
juega un papel muy importante en la susceptibilidad, tratamiento y secuelas de las

enfermedades (Lee, 2018), cuando no se tiene esta posibilidad y se trabaja con un
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solo sexo, en la mayoria de los estudios se ha evitado trabajar con hembras ya que
esta bien documentado que las hormonas ovéricas en ratones hembras fluctian en
el transcurso de un ciclo de cuatro a cinco dias. Sin embargo, el Instituto Nacional
de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica recomendo la inclusion del sexo
como una variable biolégica en los proyectos de investigacién (NIH, 2015), pocos
son los estudios que evaliuan los efectos de la exposicion a contaminantes
ambientales en hembras, por lo que se recomienda la experimentacion en animales
hembra.

La mayoria de los ratones utilizados en experimentos de laboratorio se alojan en
grupos y en el caso de los ratones macho forman una estructura jerarquica donde
los machos dominantes pueden tener hasta cinco veces mas testosterona
circulando en sus sistemas que los ratones subordinados por lo que los ratones
macho también pueden tener disparidades hormonales (McPhie-Lalmansingh y
cols., 2008). Ademas, los machos en su dominio orinan la camada para marcar su
territorio y presentan mayor variabilidad en el volumen de orina colectado; por esta
razon y porque hay mayor disponibilidad de animales hembras dado que en la
mayoria de los estudios se da preferencia al estudio de animales macho, en el
presente estudio se trabajé con ratones hembras. Al final de estudio, con apoyo de
miembros del laboratorio 29 del Departamento de Toxicologia a cargo de la Dra.
Hernandez-Ochoa se evaluo el ciclo estral de los ratones hembra, mediante frotis
vaginal, encontrando que en su gran mayoria se encontraban con el mismo ciclo ya
que del 90 al 93 % estuvieron en estro y del 5 al 9% en diestro.

Existen varios estudios que han documentado investigaciones de toxicocinética de
arsenicales con ratones hembra (Kenyon y cols., 2005; Hughes y cols., 2008;
Drobnay cols., 2009). Se ha identificado que el metabolismo, de Asies similar entre
machos y hembras; sin embargo, la distribucién, y depuracién del Asien ratones
C57BL6 fue menor en las hembras (Drobna y cols., 2009).

Para la experimentacion con F la mayoria de los estudios en ratones C57BL6 se ha

realizado en machos. No se encontré informacion disponible sobre el dimorfismo

sexual en la toxicocinética del F-en animales de experimentacion.
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7.2 Relacién,de las concentraciones de exposicion a fluoruro y arsénico
inorgéanico.
Se ha informado que existen diferencias en la toxicocinética del F- entre humanos y
roedores. En estos ultimos el F se distribuye y depura 10 veces mas rapido y los
efectos son menos téxicos (Dunipace y cols., 1995; Dionizio y cols. 2018). Debido
a lo anterior en nuestro trabajo se expusieron a los ratones a concentraciones de 50
ppm mediante el agua de bebida y considerando que la ingesta diaria de agua con
esta concentracion equivaldria a concentraciones de 5 ppm, buscando que los
roedores estén expuestos a una concentracion que se puede encontrar
naturalmente en el agua contaminada con F- (Molina Frechero y cols., 2013).
Respecto a las concentraciones de As; utilizadas: 1, 10 y 20 ppm se considero que
los roedores de igual forma que el F- depuran mas eficientemente el Asi que los
humanos, haciéndolos menos susceptibles (Koller y cols., 2020). Con estas
concentraciones se intenté simular las concentraciones de Asi encontradas en
poblaciones endémicas de 0.2, 2 y 4 ppm. Existen muchas regiones con
concentraciones de Asien el agua de 0.2 ppm, muy pocos lugares han reportado
concentraciones tan altas como las de 2 ppm y de forma excepcional concentracion
de hasta 5 ppm (Del Razo y cols., 2021).
La relacién F:Asj empleada en los tres grupos coexpuestos fue de 50 veces (50: 1);
5 veces(50:10) y 2.5 veces (50:20).

7.3 Evaluacion general del estado de salud de los ratones.

No se observaron en general signos de toxicidad en las 60 ratonas durante la
duracion del estudio. La ganancia del peso corporal no se afecto por la exposicion
a F~ solo ni en coexposicion con As, ya que se observd un aumento gradual a través
de los 30 dias de tratamiento. Se estim6 un aumento de peso entre 3.87 y 4.9
gramos durante el estudio. Resultados similares fueron obtenidos por Yao y cols.,
(2019) en ratones expuestos a 50 ppm de F asi como Zou y cols., (2019), donde
expusieron a ratonas C57BL/6 con agua conteniendo 20 ppm de Asi, observando
en ambos trabajos un aumento gradual del peso a través del periodo de exposicion,

ademas de no observar algun signo de toxicidad.
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El consumo diario promedio de agua en los grupos expuestos durante los 30 dias
de exposicion fue similar al grupo control; Sin embargo, se observé una disminucion
significativa entre el grupo coexpuesto de F 50 + Asi 1 ppm y el grupo F 50 + As;
20 ppm, (4 vs 3.36 mL).

7.4 Distribucion de fluoruro en hueso en presencia de arsénico inorganico.

Debido a que el F tiene fuerte afinidad 6sea y se acumula en tejidos calcificados
como dientes y huesos en un 99%, conduciendo a fluorosis esquelética dando como
resultado deformaciones 6seas y osteoporosis (Buzalaf y Whitford, 2011; Solanki y
cols., 2022), uno de nuestros objetivos fue evaluar la distribucion del F en la
coexposicion con Asi. El resultado mas robusto de la presente investigacion esta
relacionado con la concentracion de F~ en hueso, la exposicion concomitante en
concentraciones de As de 10y 20 ppm, la concentracion de F en hueso disminuyd
significativamente, en comparacion al grupo expuesto unicamente con F 50 ppm,
213.9 y 210.5 vs 265.3 pg/g; la disminucion de la concentracion de F- fue notable,
de casi 55 ppm (figura 10).

La concentracién ésea de F en el presente estudio fue casi 10 veces menor a la
concentracion de F en el hueso de ratones C57BL/6 expuestos a 50 ppm durante
3 meses (2,254.4 ppm, Yao y cols., 2019), esta diferencia puede ser explicada por
el tiempo de exposicion, ya que en el estudio actual los ratones fueron expuestos a
F- durante 1 mes y el hueso tiene una gran capacidad de acumular F-.

Se ha demostrado que el F interfiere con la formacién de colageno en los
osteoblastos, lo que afecta los procesos de formacion y reparacion del hueso, ya
que este funciona como el marco para el depésito del Ca?* y fosforo (Yiamouyiannis,
1986; Lu y cols., 2019; Zhao y cols., 2022), lo que puede contribuir a la disminucion
de la densidad mineral 6sea. También se ha descrito la acumulacién de As en el
hueso ya que remplaza al fosforo y con ello puede distribuirse en la matriz 6sea (Wu
y cols., 2014; Liu y cols., 2019;). La acumulacién de As en el hueso puede afectar
la reabsorcion y remodelacion 6sea al promover la diferenciacion de osteoclastos y
disminuir la cantidad de osteoblastos; ademas, se ha demostrado que en ratones
Nrf2- KO se agrava la pérdida 6sea debido a la osteoclastogénesis elevada (Liu y

cols., 2019). En un estudio en ratas expuestas durante 45 dias a concentraciones
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moderadas de Asi en el agua de bebida (10 ppm), se identifico la alteracion de la
osificacion endocondral con un aumento en el volumen del hueso esponjoso
primario (Aybar Odstrcil y cols., 2010).

Ya se ha evaluado la posible interaccion de F:Asi en tejido 6seo, en un estudio
realizado en habitantes de China expuestos a F~ y Asj a través de la quema de
carbon, se identifico la interaccién de Fy As por medio de la expresion del factor
de transcripcion AP1 involucrado en la toxicidad 6sea inducida por la exposicion a
F- concluyendo que la exposicion a Asi puede influir en la toxicidad relacionada a la
exposicion a F (Zeng y cols., 2014). Recientemente, en otro estudio, en la
coexposicion F:Asi, el Asj antagonizo el efecto promotor de F- sobre la expresion
del factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF-6) y la expresion del factor nuclear
kappa B (NF-kB). TRAF-6 juega un papel importante en la transmision de sefales
intracelulares y esta estrechamente relacionado con el metabolismo 6seo mientras
gue NF-kB esta involucrado en la actividad de diferenciacién, maduracion y
reabsorcion 6sea de los osteoclastos. Los autores del estudio concluyen que existe
una interaccion del F-y el Asi donde Asi podria regular inicialmente las sefiales y
participar después en la diferenciacion de los osteoclastos (Nie y cols., (2003). En
esta investigacion, la densidad de masa 6sea disminuyé con el aumento de la
exposicion de F. Sin embargo, no hubo correlacion entre las concentraciones de
exposicion a As; y la densidad de masa 6sea y tampoco hubo cambios patolégicos
significativos en el hueso, lo que sugiere que la exposicion a Asi no afectd la
densidad 6sea. Es posible que, en la coexposicion al Asj puede existir una
competencia entre los arsenicales pentavalentes y el F por su distribucién en el
tejido 0seo y explicar la disminucion en la distribucion del el F- en el hueso en
presencia de la concentracion de Asi.

Por otra parte, también existe la posibilidad de que la absorcién de F- pueda verse
disminuida en presencia de Asi y de esta manera explicar la disminucion en la
concentracion 6sea de F en la co-exposicion con Asi. Esta posibilidad sera discutida

mas adelante.
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75a Distribu,cic')n de fluoruro en rifién e higado en presencia de arsénico
inorgéanico.
El rifidn es el érgano blando que acumula mayores cantidades de F-, por lo cual la
exposicién a concentraciones altas de F~se ha relacionado a dafio renal y problemas
de salud, debido a que se ha determinado en rifones humanos concentraciones de
hasta 50 veces a la concentracion del plasma (Dharmaratne, 2019). Por lo tanto, en
el presente estudio uno de los objetivos fue estudiar como la exposicion a diferentes
concentraciones de Asj podria afectar la distribucién del F- en el principal 6rgano
blando.
Las concentraciones de F en el tejido renal fueron significativamente menores a las
encontradas en el tejido 6seo (0.03 vs 265.3 ppm). Interesantemente en nuestros
resultados se puede apreciar un aumento significativo en la concentracion de F- del
44 y 46% en los grupos coexpuestos con Asi1 ppm y 10 ppm, pero sin cambio en
el grupo coexpuesto a Asi 20 ppm (figura 11), respecto al grupo expuesto
Unicamente a F~ 50 ppm. En contraste, Mittal y cols., (2018), observaron que en
ratas Wistar expuestas a Asi 50 ppm + F 50 ppm hubo una disminucion
estadisticamente significativa en la concentracién de F- en comparacion del grupo
expuesto unicamente a F- 50 ppm. Esta diferencia puede deberse a la concentracion
alta de Asi empleada en la investigacion de Mittal y cols., (2018).
La exposicion a Asi contribuye a la distribucién del Asi y sus metabolitos en
diferentes oOrganos, las formas trivalentes se distribuyen preferencialmente en
tejidos con concentracion alta de grupos SH, mientras que las formas pentavalentes
en tejidos con concentracion alta de fosfatos. Las especies arsenicales, al ser
eliminadas mayormente por la orina, se pueden distribuir en los rifiones,
predominantemente en la corteza renal. Interesantemente, se ha informado que al
distribuirse en el rifidn puede afectar la distribucion de diferentes elementos como
el cobre, el silicio y el potasio (Rubatto y cols., 2010; Shakoor y cols., 2017;
Bongiovanni y cols., 2019;). Desafortunadamente, en el presente trabajo no se tuvo
la oportunidad de cuantificar las concentraciones de As en el tejido renal ni en el
hepético. Sin embargo, recientemente Sanchez Pefa y cols., (manuscrito en

preparacion) observaron que las concentraciones de Asi+MAs+DMAs en tejidos fue
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mayor en vejiga>pulmén>higado>rifion en ratones hembra C57BL/6 expuestos a 1
ppm de Asi a través del agua de consumo. En este mismo estudio, cuando las
ratonas fueron coexpuestas a Asi 1ppm + F 50 ppm, las concentraciones de
arsenicales disminuyeron significativamente en los 4 tejidos evaluados. Ademas, en
el grupo que también estuvo coexpuesto a F~ se observé una alteracion del patrén
de metilacion de As; distribuido en la vejiga, que fue el tejido con mayor
concentracion de AsT.

Por otra parte, se reconoce que la exposicion a F esta relacionada en la inhibicién
de la actividad de la enzima ATPasa Na*/ K* esta inhibicion puede alterar vias
biolégicas que responden a la alteracion de la expresion de genes y la actividad de
enzimas glucoliticas, metaloenzimas, hormonas, proteinas, neuropéptidos y
citocinas, asi como interacciones bioldgicas que dependen de la biodisponibilidad
de magnesio y manganeso con ello cambios en la excrecién de iones (Waugh,
2019).

A pesar de que se ha reportado la distribucion de F- en 6rganos blandos como el
rifidn y el higado, sus concentraciones son relativamente bajas y el método de
cuantificacion de F- desde el punto de vista analitico la voltametria con electrodo de
ion selectivo no es un método tan sensible, de manera que no fue posible identificar
un aumento significativo de la concentracion renal de F- en el grupo expuesto a F- a
50 ppm, comparativo con el grupo control (figura 11). No obstante, es claro el
aumento de la concentracion de F- en los grupos coexpuestos a Asia 1y 10 ppm.
En el caso del tejido hepatico las concentraciones de F- fueron similares a las
cuantificadas en el tejido renal, y fueron significativamente mayores al grupo control
en los grupos expuestos a F*50 ppm y en los coexpuestos a Asi 1y 10 ppm (figura
12). En el tejido hepético no se observd una modificacién significativa en las
concentraciones de F en funcién de la coexposicion con Asi. Como se comentd
previamente, en el estudio de Sanchez Pefia (en preparacion) se identifico la
disminucion de la concentracién de AsT en el tejido coexpuesto a Asi 1 ppm + F 50
ppm, al compararlo con el grupo que solo fue expuesto a Asi. De la misma manera
gue en el tejido renal, también en el tejido hepético se reporto la disminucion de la

concentracion de F en ratas coexpuestas a F~ 50 ppm+Asi 50ppm (Mittal y cols.,
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2018). Los resultados pueden depender de la estequiometria a de F:Asi (1:1)
empleada en estudio de Mittal y cols.,(2018), ya que como se menciond
anteriormente la relacion estequiométrica de la coexposicion F:As; puede explicar
la diferencia en los resultados.

La disposicion de F en presencia de Asi fue diferente entre el tejido 0seo,
considerado el reservorio de mayor acumulacion de F-, con poco recambio tisular,
comparativamente con los tejidos renal y hepatico donde las concentraciones de F-
son mucho menores y existe mayor recambio tisular. La concentracion ésea de F
disminuy6 significativamente en la coexposicion F:As; dependiente de la
concentracion de Asi, mientras que en el tejido renal aumento de forma dosis
dependiente Unicamente en las concentraciones de Asi 1 y 10 ppm; mientras que
en el tejido hepatico no se observaron cambios significativos en los grupos
coexpuestos.

Debido a lo anterior posiblemente el aumento de la concentracion de F- en el rifion
se deba a que el As al modificar las concentraciones de K* en el tejido, el F- puede
tener una mayor interaccion este y como resultado una mayor acumulacioén en rifion,
esto ademas confirmaria la diminucion en la excrecion de Fobservada en nuestros

resultados.

7.6 Concentracién de fluoruro en orina en presencia de arsénico inorganico.

Se conoce que el 60% del F- absorbido se excreta principalmente por el sistema
urinario, por lo tanto, la orina es un excelente biomarcador de la exposicion a F,
refleja la carga de la concentracion existente en el agua de bebida contaminada
(Buzalaf y Whitford, 2011; Ding y cols., 2011).

No se observaron cambios significantes en los resultados urinarios al comparar las
concentraciones de F~ expresadas en unidad de volumen (ug/mL o mg/L) con las
ajustadas con la concentracién urinaria de creatinina. Las concentraciones urinarias
de F son altas, asi que desde el punto de vista analitico es facilmente distinguir las
concentraciones de F- urinarias entre los grupos donde se destaca la gran
diminucién de F (~ 25 ppm) en el grupo coexpuesto con As; 10ppm, respecto al
grupo expuesto Unicamente a F~ 50 ppm (figuras 13 y 14). De acuerdo con las

concentraciones de F obtenidos en hueso (~250 ppm) y en rifion e higado (~0.025-
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0.06 ppm), las concentraciones de F en orina (~85 ppm); se infiere que después de
30 dias de exposicion las concentraciones urinarias de F- representan la magnitud
de exposicién en estado estacionario y refleja la concentracion del organismo. Con
esto en mente se puede considerar que existe una interferencia entre la exposicion
F:Asi que repercute en la disminucion de la concentracion interna de F,
particularmente cuando la concentracion de F fue 5 veces mayor a la de Asi.

En particular, el rifién al ser el principal ruta de eliminacion para el F'y As, se ha
reportado para ambos que se acumulan principalmente en la zona peri glomerular
y mitocondrias del rifidn (Abhyankar y cols., 2012; Dharmaratne, 2019). Al coincidir
en estas zonas es posible que exista una interaccion entre ambos elementos y el
As al modificar la distribucion y aumento de la concentracion de K*, puede dar como
resultado una afeccion a la funcion renal (Rubatto y cols., 2010) y por lo tanto una

disminucién en la excreciéon de F-.

7.7 Concentracion de arsenicales en orina en presencia de fluoruro.

La presente investigacion estuvo orientada a evaluar si las concentraciones de F
podrian modificarse en presencia de Asij, por lo que no se expusieron a ratonas
unicamente a As;, lo que hubiera implicado adicionar al disefio experimental 3 grupos
mas a los 5 que se estudiaron; sin embargo, se tuvo la oportunidad de evaluar las
concentraciones de especies de As en las muestras urinarias de los 5 grupos
experimentales estudiados, para el caso de los arsenicales, la variacion de las
determinaciones fue menor cuando las concentraciones fueron expresadas en pg/g
de creatinina (figuras 17 y 18). Un resultado inesperado fue que Unicamente se
observo una relacion lineal positiva en las concentraciones urinarias de los grupos
coexpuestos a Asi 1 y 10 ppm, pero no para el grupo de 20 ppm, lo que obliga a
suponer un comportamiento atipico en el grupo coexpuesto a la mas alta
concentracion de Asi; al no tener un grupo experimental expuesto Unicamente a Asi
20 ppm, no se puede identificar si hubo una menor concentracion interna por la
presencia de F. Ademas, los resultados obtenidos en las concentraciones de F en
rifidn y en orina en el grupo coexpuesto con Asi 20ppm no fueron en el mismo
sentido a los observados con la coexposicion a Asi 10ppm, lo que abre la posibilidad

de que en la relacion F:Asi 50:20 la exposicion interna a As haya sido menor.

56



Con relacion al patrén de metilacion de Asi, evaluado a través de la orina, se observo
en la coexposicion FAsi, que al aumentar la concentracion de As; existe a un
aumento en la proporcion relativa de MAs acompafiado de una disminucion en la
proporcion de Asi. En un estudio epidemiolégico realizado por nuestro grupo, ya se
habia identificado un aumento en el % de MAS, pero en ese estudio también se
observé una disminucion en el % de DMAs en la coexposicion de F:Asi (Jiménez-
Cérdova y cols., 2019). Interesantemente, recién se identificé menor expresion del
gen as3mt (1.8 veces) en el cerebro de pez cebra coexpuesto a F (15 ppm) y Asi
(0.05 ppm), comparado con el expuesto Unicamente a Asi (2.5 veces) lo que ayuda
a explicar la alteracion en el patron metabdlico del Asi (Mondal y cols., 2021).
Desafortunadamente, en el presente estudio no se evaluo el patron de metilacion
de Asi en tejido, lo que hubiera permitido conocer mejor la alteracion del patrén
metabdlico del Asi en presencia del F-.

7.8 Dafo oxidante en rifion e higado.

El MDA es el producto final de la lipoperoxidacion, el cual es toxico para las células
y su produccion elevada se utiliza como un biomarcador para el estrés y dafo
oxidante (Niki, 2008). Por esta razén se cuantificd para reflejar la posible oxidacion
lipidica causados por F y As tanto en higado como rifidn, reconocidos como
organos diana para las exposiciones a F' y As, causando dafio en las funciones
hepaticas y renales (Dong y cols., 2020). Se observaron resultados similares al
comparar las concentraciones de MDA por peso tisular vs peso de proteina, sin
embargo, la variacion de los resultados fue menor al expresar la concentracion de
MDA por g de proteina. En general se ha descrito que tanto el F"y el As se pueden
distribuir en tejidos blandos y ejercen efectos toxicos a través de la generacion de
ROS vy el posterior estrés oxidante (Mondal y cols., 2021). Se conoce que ejercen
estrés oxidante principalmente al inhibir enzimas antioxidantes y provocando la
peroxidacion lipidica (Yao y Wang 1988), ademas que el As; puede generar ROS a

través de sus reacciones red-ox en el organismo (Del Razo y cols., 2001).
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Nuestros resultados muestran un aumento significativo de la concentracion de MDA
en el grupo expuesto a F- 50 ppm en el rifidn (figura 24). Mientras que en los grupos
coexpuestos a Asi 1y 10ppm, el aumento de MDA no fue significativo, y en el grupo
coexpuesto a Asi 20 ppm se observo una inesperada disminucion significativa de la
concentracion de MDA, con concentraciones de MDA similares a la del grupo
control, por lo cual se puede sugerir que a concentraciones altas de Asi existe un
efecto antagonico para el dafio oxidante renal entre la coexposicion de F y Asi.
Mittal y cols., (2018) también evidenciaron el aumento significativo de MDA en el
rifidn de ratas expuestas a 50 ppm de F-; mientras que en la coexposicion con Asi
de 50 ppm, el aumento en la concentracion de MDA fue menos pronunciado al
registrado en los grupos expuestos Unicamente a F o As.

Los resultados de dafio oxidante en higado no fueron similares a los encontrados
en el tejido renal. Las concentraciones de MDA en higado fueron similares entre el
grupo control y el expuesto Unicamente a F (figura 25), no obstante, se observé un
aumento significativo en el grupo coexpuesto a F~ 50+ Asi 10 ppm, que no fue
dependiente de la concentracién de exposicion a Asi, ya que en el grupo coexpuesto
F- 50 + Asi 20 ppm no se mantuvo el aumento en la concentracion de MDA
presentando concentraciones similares al grupo control.

Se ha reportado que la exposicién a F- aumenta la concentracién de MDA en higado
de diversas especies (Niu y cols., 2018, Zhou y cols., 2015, Atmaca y cols., 2014).
En la coexposicion con Asi, se han observado efectos controversiales en las
concentraciones de MDA hepatico. Mittal y cols. (2018) observaron resultados
similares en higado y rifidn con disminucién en la concentracion de MDA en la
exposicion concomitante en F~ y As en comparacion de los grupos expuestos
Unicamente a F 0 Asi.

Khan y cols., (2022) observaron que en ratas coexpuestas a F~ y Asi existe un
aumento significativo en la concentracion de MDA en el grupo coexpuesto en
comparacion del grupo solo expuesto a F-, lo cual concuerda con nuestros
resultados.; cabe resaltar que en el estudio de Mittal y cols., (2018) las ratas fueron
expuestas a través del consumo de agua a F- 50 ppm y Asi 50 ppm durante 9 meses

y en el estudio de Khan y cols., (2022) las ratas fueron coexpuestas a la misma
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dosis de F y Asi de 4mg/kg/dia, con sonda gastrica, durante 3 meses. En ambos
estudios la estequiometria F:Asi fue 1:1, mientras que en nuestro estudio fue de 5:1,
ademas del periodo de exposicion de 1 mes. Se ha descrito que en las exposicion
combinada de F y Asi en tiempos cortos se produce una mayor toxicidad en el
higado, en comparacion de tiempos mas prolongados donde se asume una
adaptacion (Khan y cols., 2022), por lo cual la duracién de la exposicion puede
explicar la diferencia observada en los estudios.

En cuanto a las correlaciones entre la concentracién de MDA y las concentraciones
de F obtenidas en higado, rifibn y orina, sélo se encontrd correlacion positiva
significativa de la concentracion de MDA y la concentracion de F~ en el higado (figura
26), donde podemos apreciar que conforme aumenta la concentracién de F también
aumenta la concentracion de MDA. Esta relacion positiva ha sido reportada por
Ranjan y cols. (2009), donde observaron en higado de conejos blancos expuestos
a diferentes concentraciones de F una fuerte correlacion positiva entre estos y los
niveles de lipoperoxidacion. Del mismo modo Krechniak y Inkielewicz (2005)
reportaron una correlacion positiva entre concentraciones crecientes de F~ y MDA
en higado de ratas expuestas a F. Es bien sabido que el higado es el principal
responsable de la desintoxicacion de xenobidticos, incluyendo al F-, y el Asi por lo
cual lo hace un blanco del dafio causado por estos mismos (Grucka-Mamczar y
cols., 1997), ya que, como anteriormente se mencion6 se le relaciona con un
aumento de ROS, inhibicion de las enzimas antioxidantes, cambios de lipidos en la
membrana y por lo tanto dafio en el tejido hepatico (Lu y cols., 2017; Prakash y
cols., 2018; Wang y cols., 2000).

7.8 Interaccién fluoruro y arsénico inorganico.

En general los xenobibticos pueden interactuar fisica o fisiologicamente para
producir una respuesta aditiva, sinérgica o antagdnica en un sitio en particular,
(Flora y cols., 2012). En los afios recientes, ha llamado la atencion el estudio de la
posible interaccion del F-y el Asi, debido a la coexposicién de ambos contaminantes.
Varios de los estudios que han evaluado la exposicién concurrente de F~y Asi

concluyen que, si existe una interaccion entre ambos elementos y que los efectos
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observados dependen de la concentracion, el tiempo de exposicion, y el efecto
evaluado. Se han reportado tanto efectos sinérgicos (Roy y cols., 2006; Rocha y
cols., 2011; Aydin y Orta-Yilmaz, 2022; Qiu y cols.,2021; Yan y cols., 2021) como
antagonicos. La mayoria de los estudios realizados en la coexposicion F.As;
reportan efectos antagoénicos (Liu y cols., 1999; Chauhan y Flora , 2010; Ma y cols.,
2012, 2017; Mittal y cols., 2018; Mondal y Chattopadhyay, 2020; Tian y cols., 2020;
Huma y cols., 2021; Liu y cols., 2021; Mondal y cols, 2021; Khan y col., 2022; Liy
cols., 2022; Zaho y cols., 2022; Nie y cols., 2023).

El presente estudio apoya la evidencia de la interaccién entre F y Asi basado
principalmente en la gran disminucion de las concentraciones de F~ en orina y
hueso. Si partimos del principio basico de Paracelso: la dosis hace al toxico, el tener
una dosimetria de F- menor en el organismo permite suponer un menor efecto
adverso. Con base a los resultados obtenidos identificamos que la relacién
estequiomeétrica entre las concentraciones de F:Asj es importante, siendo la relacion
5:1 F 50ppm y Asi 10ppm la que permitié identificar claramente el cambio en la
dosimetria interna de F. A mayor concentracion de Asi, parece que no hubiera algun
cambio en la coexposicion, sin embargo, en la combinacion F-50ppm y Asi 20ppm
se observé un comportamiento que no se ajusto a la relacion lineal que si se observo
en la coexposicion a Asi 1 y 10 ppm; se requieren mas estudios que ayuden a
entender la dicotomia observada en la coexposicién F-50ppm y Asj 10 y 20 ppm.
La disminucién de la concentracion de F en hueso y orina en presencia de As;,
contrasta con su aumento discreto pero significante observado en rifidn e higado,
sin dejar a un lado el aumento en el dafio oxidante en higado correlacionado con el
aumento en la concentracion hepatica de F.

Otros estudios han identificado una disminucién de la concentracién de F en
presencia de Asi: en sangre de ratas expuestas durante 9 meses (Mittal y col., 2018)
y en el cerebro del pez cebra expuesto a 60 dias (Mondal y cols., 2021).

Algunos autores han sugerido la formacion de complejos As-F, ya que el F al ser
un elemento electronegativo puede formar enlaces ionicos con el Asi, y formar el
trifluoruro de arsénico (AsFz) un complejo que no se absorbe facil por el intestino

(Mondal y cols., 2019) mientras que, en su estado pentavalente, puede formar
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pentafluoruro de arsénico (AsFs) disminuyendo la ionizacion del As (Huma y cols.,
2022). De manera que la menor toxicidad por parte de ambos contaminantes se
puede atribuir a una menor absorcion sistémica del complejo As-F- (Flora y cols.,
2012).

En cuanto a la absorcién y competencia de ambos contaminantes se han realizado
varias sugerencias sobre la competencia en la absorcién de estos, principalmente
el F se conoce que se absorbe en el tracto gastrointestinal a través del estbmago y
el intestino. En el estbmago el pH acido conduce a la formacién de HF, a través del
cual el 20-25% del F ingerido total se absorbe facilmente por difusién simple en el
estbmago y del 70-75% restante se absorbe en el intestino a través de vias tanto
paracelulares (uniones estrechas) y transcelulares (transportador de aniones de
proteina Band3 y el transportador acoplado a protones) (; Nopakun y Messer, 1990;
He y cols., 1998; Buzalaf y Whitford, 2011). En contraparte el As se absorbe en el
intestino de igual manera por vias paracelulares y transcelulares, a través de
transportadores de glucosa, transportadores de aniones organicos y acuaporinas 3
y 10 (Calatayud y cols., 2012). Por lo cual se sugiere una posible interaccion
competitiva en la absorcion en intestino y por via paracelular, ya que ambos
contaminantes comparten ambas vias.

Por ultimo, se ha demostrado que tanto el F- como el As pueden modificar las
poblaciones de la microbiota gastrointestinal (Dionizio y cols., 2021; Zhong y cols.,
2021). Dentro de las modificaciones que ambos contaminantes comparten por parte
de la microbiota es la reduccién de la barrera gastrointestinal y un dafio en las
uniones estrechas del intestino, lo que conduce a una mayor permeabilidad de
patdgenos y sustancias quimicas toxicas (Wang y cols. 2015; Racz y cols., 2017).
Con lo descrito anteriormente podriamos sugerir que el As con esta interaccion
competitiva puede modificar la absorcion del F- y con esto su distribucion y
concentracion hacia los diferentes érganos como el rifidn, higado y hueso que

fueron evaluados en el presente estudio.
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7.9 Fortalezas y limitaciones del estudio

Se valuaron 3 diferentes combinaciones de la relacién F~Asi: 50:1, 50.10 y 50:20 y
se identificO que esta relacidn estequiométrica es relevante y debe de ser
considerado para el estudio de la interacciébn entre los dos contaminantes
inorganicos estudiados. Las concentraciones empleadas y sus combinaciones
fueron biolégicamente relevantes; sin embargo, la relacion F~Asi: 50:20 es de menor
relevancia biolégica debido que la exposicion a Asi es muy alta, se intenté simular
una concentracion de exposicion a través del agua de bebida en seres humanos
equivalente a 2.0- 2.5 ppm.

Se evalud la disposiciébn de F en tres de los principales tejidos blanco de la
exposicion a F y Asi. La cuantificacion de ambos contaminantes se realizé con
métodos validados en el laboratorio acreditado LISTO lo que proporciona mayor
confianza en las concentraciones de dosimetria interna evaluadas.

La principal limitacion del trabajo fue que no se experimentd con otros 3 grupos de
ratones expuestos Unicamente a Asi (1, 10 y 20 ppm) por lo que la evaluaciéon de
la interaccion F:Asi estuvo limitada. Ademas, no se evaluo si la evaluacion en

ratones macho presenta diferencias en los resultados obtenidos en ratones hembra.
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8. CONCLUSIONES

1.

La dosimetria interna de F~ se altera en presencia de As;. En tejidos de
baja irrigacion como el hueso hay una disminucion de la concentracion de F
dependiente de la concentracion de Asi. En tejidos de alta irrigacion como el
higado no se observd una alteracion significativa, mientras que en el rifidn
aumento la concentracion de F. La concentracion urinaria de F- disminuyo,
de manera no dependiente de la concentracion de Asi

El patrén urinario de As; y sus metabolitos (MAs y DMAS) se alter6 en
presencia de F. A mayor concentracion de exposicion a Asi aumento la
especie MAs.

El higado fue blanco de la accion oxidante de la exposicion a F
aumentado la oxidacion de lipidos.

El dafio oxidante en tejido hepatico estuvo relacionado con la
concentracion de F- . Fue mayor en la coexposicion con Asia 1y 10 ppm,
pero no a 20 ppm.

Las concentraciones de exposicion y la estequiometria en larelacion F
Asi, influye en los resultados obtenidos. Para futuros estudios se
recomienda en modelos experimentales en roedores la relacion F-50 ppm:

Asi5 ppm.
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9. PERSPECTIVAS

1.

Comparar la dosimetria interna de Asi y sus metabolitos entre grupos
experimentales expuestos Unicamente a Asi VS grupos coexpuestos F-.
Evaluar las concentraciones y el patrén de metilacion del As en la
coexposicion con F en diferentes 6rganos como rifién, higado y cerebro.
Evaluar otros marcadores de estrés oxidante en la coexposicién de F y As
en los diferentes 6rganos.

Estudiar el posible mecanismo de interaccion entre F- y As en la
coexposicion, considerando a proteinas involucradas en el transporte como
la ATPasa de Na*/K".

Evaluar si las alteraciones de microbiota en la coexposicion de F y Asi

afectas la capacidad de absorcion de ambos contaminantes.
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