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- Desarrollo, comparacion y optimizacién de
procedimientos analiticos para la extraccién de especies
de arsénico de alimentos de origen marino, en particular
la anémoma (Anemonia sulcata), de elevado consumo en
Andalucia.

- Desarrollo de una metodologia analitica para Ia
determinacion de especies convencionales de arsénico
en alimentos de origen marino (Anemonia sulcata) que
permita su cuantificacion a bajos niveles de
concentracion, asi como la determinacion de especies
que carecen de patrones comerciales.

- Estudio del metabolismo del arsénico en humanos
mediante el andlisis de muestras bioldgicas (sangre vy
orina) tras el consumo de alimentos de origen marino en
los que la presencia de arsénico ha sido previamente
confirmada.

- Andlisis metaboldmico en experiencias de exposicidon
controladas a arsénico utilizando como organismo
modelo el ratén de laboratorio (Mus musculus).
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RESUMEN

El arsénico ha sido considerado histdricamente como un veneno para los
humanos, aunque sus aplicaciones han sido y son muy numerosas, Y
determinadas especies han resultado ser inocuas o con un mecanismo de
accion toxica desconocido. Su uso generalizado en pinturas, en la
metalurgia o en la agricultura, ha determinado que este elemento se
encuentre en todos los compartimientos ambientales, a veces debido
también a su naturaleza geogénica. Ademas, aunque el incremento de
normativas que regulan su uso a partir de los afios 70 ha reducido
sustancialmente su presencia, su estudio es un tema de gran interés en la
actualidad, debido al caracter téxico de muchas de las especies de este
elemento y al problema de salud ambiental que genera en algunos paises
como Bangladesh. En la actualidad se sabe ademas que los diferentes
estados de oxidacion y complejos o estructuras moleculares en los que
este elemento puede encontrarse presentan diferente caracter toxico y
capacidad de bioacumulacidn, por lo que resulta imprescindible disponer
de metodologias analiticas capaces de determinar estas especies por
separado, a la vez que identificar nuevas especies del elemento, y conocer
su mecanismo de accion en organismos modelo y finalmente en el
hombre.

Teniendo en cuenta que los alimentos constituyen una importante
interfase entre el medio ambiente y la salud, asi como una frecuente via
de exposicion, esta Tesis se ha centrado en el estudio de alimentos de
origen marino, en los que habitualmente las concentraciones de arsénico
suelen ser elevadas, asi como en el analisis de metabolitos en organismos
modelo y en el hombre. Para ello, se han seleccionado las anémonas de
mar (Anemonia sulcata), de elevado consumo en Andalucia,
especialmente Huelva y Cadiz, y sobre la que no existen estudios previos.
En esta Tesis se ha estudiado la variaciéon de la concentracién total de
arsénico durante el cocinado, la interconversion de especies durante el
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proceso y su bioaccesibilidad, a fin de evaluar la posible repercusion que
su consumo pudiera tener en la salud del hombre.

Para ello, la especiacion de arsénico se ha llevado a cabo mediante el uso
de técnicas analiticas de extraccion tradicionales, como la extraccion
solido-liquido, y otras mas novedosas, como la extraccién mediante sonda
de ultrasonidos y microondas focalizado, desarrollando asimismo estudios
de estabilidad de las especies durante su analisis. Por otra parte, el uso
combinado de sistemas cromatograficos complementarios u ortogonales
ha permitido la resolucién de un elevado nimero de especies de arsénico
gue pueden ser cuantificadas a muy bajos niveles de concentraciéon
mediante acoplamiento en linea a un plasma de acoplamiento inductivo
con detector de masas (ICP-MS). Debido a la presencia de especies de
arsénico para las que no se disponia de patrones comerciales, la
metodologia propuesta en esta Tesis se basa en el uso de una segunda
dimension para la deteccion de especies mediante espectrometria de
masas organicas, que ha permitido la identificacidn por primera vez de un
compuesto de arsénico tiolado en un alimento, y de un derivado de la
arsenocolina en un organismo no expuesto previamente a esta especie.

Finalmente, este estudio comprende el analisis de metabolitos de arsénico
en el hombre mediante el analisis de fluidos bioldgicos (sangre y orina) en
voluntarios que previamente consumieron este alimento, asi como
experiencias de exposicidon controlada a arsénico en el organismo modelo
(Mus musculus). Para este ultimo estudio se ha realizado un andlisis
metaboldmico basado en el uso de infusién directa a un espectrometro
de masas de triple cuadrupolo tiempo de vuelo (QgQ-TOF), analisis
guimiométrico utilizando la intensidad de los iones en el espectro como
descriptores, e identificacion de metabolitos por espectrometria de masas
en tandem. Algunos de estos metabolitos han sido cuantificados mediante
cromatografia de gases con detector de masas utilizando patrones
comerciales, permitiendo todo ello relacionar la exposicién a arsénico con
importantes ciclos como el del metabolismo de la energia, aminoacidos,
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colina, metionina y degradacion de fosfolipidos asociados a la membrana
celular.
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1 INTRODUCCION

1.1 La historia y el Arsénico. _

Tan trascendental ha sido este elemento en la historia que miles de
hombres murieron por su causa. Unos persiguiendo la transmutacién de
metales que permitia obtener, segin la filosofia alquimista, la piedra
filosofal, y que por tanto, tendria la cualidad de transformar cualquier
elemento en oro. Y es que se pensd, no durante poco tiempo, que el
oropimente (As,S;) estaba formado en parte por oro, debido a su color
amarillento, y por tanto era constituyente de la tan preciada piedra
filosofal, ademads de la Sanddraca y el Realgar (As,S,).

Otros perecieron debido a su caracter téxico, ya que la implacable
ambicidn del ser humano lo convirtié en su mejor aliado para eliminar
reyes, cortesanos y clérigos, y conseguir asi sus propdsitos. Se convertiria
en el veneno de los ricos, llegando a ser conocido como “los polvos de la
sucesion”.

Pero los no tan poderosos también lo sufrieron desde hace milenios, ya
que desde la Edad del Bronce se han utilizado en la metalurgica de los
minerales que contenian arsénico en sus estructuras, y los vapores de
6xido arsenioso que desprendian en el proceso acortaban sus esperanzas
de vida y mermaban su salud [1, 2, 3].

El curtido de pieles con oropimente y realgar, también ha supuesto una
actividad de riesgo para la salud durante muchos afios [4].

Pero la medicina también ha ido de la mano de la singular historia de este
alimento, siendo multiples los usos del arsénico y sus derivados. Se utilizé
contra el paludismo, la enfermedad de Hodgkin, para combatir eczemas o
el lupus eritematoso. Asi mismo, la sifilis, la tripanosomiasis, la psoriasis, la
leucemia, el asma y la epilepsia han sido o son tratadas con arsénico,
también son numerosos los ténicos fabricados tomando como base este
elemento, sin olvidar su uso como sedante o amebicida. Incluso en la
actualidad se sigue utilizando en la medicina tradicional china [4].
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El término arsénico proviene del griego apoevikov el cudl significaba
“masculino” o “potente”, de hecho al arsénico se le ha atribuido
cualidades de masculinidad, como la dureza que transmitia al cobre al
combinarse con éste [5].

El aislamiento y estudio del arsénico no se logré en la antigliedad, y ha
sido un proceso largo. En el siglo VI, Geber, descubre el arsénico blanco
(As203), y tres siglos después, Avicena, distingue entre arsénico blanco,
arsénico amarillo (oropimente) y arsénico rojo (realgar). El aislamiento de
este metaloide es atribuido a San Alberto Magno, hacia el afio 1250. Pero
no se describié un método hasta que Schroder, en 1641, lo propuso. En
1733, Brand, demuestra que el arsénico blanco es simplemente el éxido
de arsénico. En 1839 Bunsen aislé por primera vez un compuesto organico
de arsénico [4].

En la actualidad los principales usos del arsénico estan localizados
esencialmente en las industrias madereras, ya que es un excelente
conservante, en forma de arseniato de cromo y cobre (supone el 70 % del
consumo total). Asimismo, se ha utilizado en la agricultura tradicional,
donde sigue siendo muy importante, todavia, debido a su caracter téxico,
y a pesar de la prohibiciéon por la Unidn Europea, se sigue usando como
plaguicida (arseniatos de plomo y de calcio), herbicidas (acido cacodilico y
sus sales sddicas) y fungicidas (arsenito de plomo) en otras zonas del
mundo, representando el 22 % del consumo global [6].

En menor porcentaje se encuentran otros usos como la produccién de
vidrio (para aclarar, endurecer o enturbiar los mismos) (éxidos de As (lll) y
As (V)), pigmentos (arsenito de cobre (Fig. 1.1) para el verde Sheele) y en
la industria electrénica, en la que se utiliza debido a las cualidades
semiconductoras que posee los arseniuros de galio (AsGa) y de indio
(AsIn)) [7]

0
i

HO—As —cu’

a
0

Fig. 1.1 Arseniato de Cobre.

Pagina |39



o
“ INTRODUCCION

También en ganaderia el arsénico se emplea para eliminar los parasitos
del ganado. Un uso menos habitual pero que hoy dia aun persiste es el
que se refiere al curtido de pieles, ya que el oropimente permite la
eliminacion del pelo [6].

La mayor época de produccién mundial de arsénico se situa entre las
décadas de 1850 y 1970. Pasando de una produccién total inicial de 5.000
Tn hasta las mds de 60.000 Tn en torno a 1940, y superandose las 70.000
Tn a finales de la década. La tendencia general en la actualidad es la de
reducir su produccion y consumo, fundamentalmente por razones
medioambientales, debido a ello la produccién se ha reducido a menos de
20.000 en la actualidad [4,6].

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) ha mostrado un gran interés
por la reduccidn de la presencia de arsénico, especialmente en el agua..
Bangladesh es uno de los paises mas afectados por este problema, como
asi lo reflejan los ultimos informes, en los cuales se hace referencia a los
problemas de salubridad que afectan a paises tan importantes en
poblacién como la India [8]
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1.2 Principales Especies quimicas de Arsénico. Aspectos
toxicolégicos.

El arsénico (Fig. 1.2) presenta un Gnico istopo natural y estable, *As,
aunque se han preparado isétopos artificiales con vida media de varias
horas ("®As, "’As) o varios dias ("*As, *As, *As, "*As). El arsénico puede
existir en cuatro estados de oxidacion: -3, 0, +3 y +5, siendo el estado +5 el
mas habitual en ambientes oxigenados. Presenta una semejanza quimica
con el fésforo, al que sigue dentro del mismo Grupo 15, aunque es mas
reactivo. Esto le permite formar uniones con diversos metales y enlaces
covalentes con el carbono, hidrégeno, oxigeno y azufre, lo que contribuye
de forma notable a su conocida toxicidad [6].

i A
Fig. 1.2. Arsénico nativo.

Existen gran cantidad de compuestos de arsénico, tanto naturales como
de origen antrdpico. El arsénico en la naturaleza se encuentra tanto como
especie inorganica como organica (tablas 1.1, 1.2 y 1.3, Fig.1.3). Las
especies inorgdnicas se encuentran formando parte del medio ambiente
inerte (suelos, aire, agua y sedimentos), mientras que las organicas estan
presentes fundamentalmente en la biota, ya que se origina como
consecuencia del metabolismo de los seres vivos [6,9].
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Compuesto Sindnimos Férmula molecular
Oxido de As (Ill)  Arsénico blanco As,05 6 (Ass0g)
Acido arsenioso HAsO, 6 H3AsO3
Sulfuro de As Oropimente, arsénico As,S3

() amarillo

Oxido de As (V) As,O¢

Acido arsénico H3AsO,

Sulfuro de Realgar, arsénico rojo AsyS, 6 AsyS,
arsénico

Tabla 1.1. Principales compuestos inorganicos de arsénico de origen natural [6,9]

Compuesto Sinénimos Estructura molecular
Acido metil arsénico Acido monometil 0 oH
arsénico, MMA \ e
As
e AN
HyC OH

Acido dimetil arsinico  Acido cacodilico, 0
OH
DMA \ -
As
e AN

H;C OH

Oxido de trimetil TMAO TH
arsina HsC

+
As

CHj3

lon tetrametilarsonio = TETRA CH,

Pagina |42




INTRODUCCION

Arsenobetaina

Arsenocolina

Dimetil arsenoil
ribdsidos

Trialquil arsonio
ribosidos

Acido
metiltioarsdnico

Acido
metilditioarsonico

AsB, AB

AsC, AC

Arsenoazucares

Arsenoazucares

H;C
/CH3
H4C
N\ ¢
As
/ \/\OH
HsC
H
O+
Ol
c—
| °O R
CHy
HO OH
+/
o)
CH, Ol
[ YT OA
R—T‘s o (0] OH O O
CHj
HO OH
(|)H
HO Ts S
CH,
H
/
ﬁ-f-
HO Ts SH
H,C
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Acido S+/H
dimetilditioarsénico HC
As
/ sh
HyC
Acido dimetilarsenioso CHs
As CHj
SH
Acido dimetilarsinico CHg
S——=As—CH,
OH

Tabla 1.2 Principales compuestos organicos de arsénico de origen natural [6,9]

Fig.ura 1.3. Arsénico puro.
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Compuesto Sinénimo Estructura

Dihidrocloruro  Arsphenamina,

de 4,4- salvaran HO AsAs OH
arsenobis (2- HCl HN NH, HCl
aminofenol)
Acido (4- Acido arsinilico,
aminofenol) atoxyl
HoN As(OH),
Acido [4- Tryparsamida —
[2amino-2- HNH > COCH,N N/ AsO(OH)
oxoetil]-
fenil]arsoénico
Acido [4- Carbarsona, acido
aminocarbonil-
Lmino]_ N- HNOCH N AsO(OH),
carbamoylarsanilico \ /

fenillarsénico

Acido 4- Nitarsona

nitrofenil —
arsénico oZN—QAs(OH)

Acido 3-nitro-4- Roxarsona

O,N
hidroxi-
fenilarsonico o T AS(OH)
N

Tabla 1.3. Principales arsenicales de origen antrépico [6].
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0, O H,C

N
0—As 0-As=0 0—As
0 0 0
Arsenito Arsenato Metilarsenito
[As(IID)] [As(V)] [MA(III)]
HC, HiC, H,C
'OiAs:O H,C*/As H-;C*,AS:O
L 0 O

Metilarsonato . ; ) . .
Dimetilarsenito Dimetilarsenato

(MA) [DMA(IIT)] (DMA)
H-,C\ H\ H
= N
H,C—As=0 H—As H.CAs
H,C H H
Oxido de trimetilarsina  Arsina Metilarsina
(TMAQ)
H,C H,C
H,C—As H,C—As
H H,C

Dimetilarsina  Trimetilarsina

Arsenoazucar dimetilados:

‘(i'
H,C—As R
) | (0]
CH,4
OH OH
R= O\\ /O'
v P\
0/\/\0}1 o/\/\o 0/\(\0H
OH OH OH
Arsenoazucar 1 Arss;nafzttlcar 2
(Glicerol) (Fosfato)
O/Y\SO{ O/Y\OSO}'
OH OH
Arsenoaztcar 3 Arsenoazlcar 4
(Sulfonato) (Sulfato)
H OH

Arsenoazicar 5 Arsenoazucar 6

OH
oY
(6]
Arsenoazicar 7

0. O
>
] OH
Y
OH OH

Arsenoazucar 8

INTRODUCCION

e i coor
t +
H,C —f?s/\coa H,C —;l\sA/
CH, CH,
Acetato de trimetilarsonio Propionato.
(Arsenobetaina, AsB) trimetilarsonio
(TMAP)
s OH 9
; |1 OH
H;C—Al.s/\/ H}C*A‘s/\/
Ci, o,
Arsenocolina Dimetilarsinoiletanol
(AC) (DMAE)
o,
Y+
H,C=As=CH,
CH,
I6n tetrametilarsonio
(TETRA)
ﬁ S
|1
H,C—/"\s/\COO’ H_;C—A‘s/\COO'
CH CH;

3 &
Dimetilarsinoilacetato Dimetilarsinotioilacetato
(DMAA)

Arsenoazucar trimetilado:

H,C—As o 0/\/\01{
&n OH

3

OH OH

Arsenoazicar 9

OH OH
0]
(o] 0 o
I O 1 o
Hchﬁ‘b H;C*z‘i\s
CH; OH OH CH- 4OH

3

5-dimetilarsinoil 1-2-3-4-
trihidroxypentanato

OH
0
Il o
HC—As
C

H, OH O

5-dimetilarsinoil1-2,3-
dihidroxypentanato

Gs
As
as" Tse

4-Dimetilarsinoil 1-2-3 16n Seleno-bis(S-glutationil)arsonio

Dihidroxibutanato (GS=glutation)

0—As—0 RiRp=H Fenilarsonato

R;=H,R, =NH, p-Arselinato

R, = NO,, Ry~ OH  4-Hidroxi-3-
R, itrofenilarsonato  (Roxana)
R,

Fig. 1.4. Estructuras de los compuestos de arsénico mas comunes en la naturaleza [10].
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Arsenical Férmula Estructura LCso (uM) en
células
humanas.

DMA" (CHs),AsO HsC 2,61
H.C—As
=y
o)
1 -
As AsO(OH), o 5,49
HO As
OH
DMMTA (CH5),AsS(OH) OH L 107
HyC——As——S"
CH3
As’ (OH)3AsO 571

\/

Ho\\

DMAY, C,H7AsO, H3C 843
H,C—As=—O0
/
o)

Tabla 1.4. Dosis letal (LCso) de algunos compuestos de arsénico en células humanas. [11].

Actualmente se sabe que el nivel de toxicidad para humanos es distinto
del que se pensaba hace unos afios, ya que se creyd que los compuestos
inorgadnicos de arsénico eran mas toxicos que los orgdnicos,
fundamentalmente que los metilados, y que determinados organismos
eran capaces de detoxificar a través de un mecanismo de metilacion. En
general se cumple esta condicién, excepto al comparar las formas
inorganicas de arsénico con las formas metiladas en estado de oxidacidn
+3, los cuales a su vez son intermediarios en el proceso de detoxificacidon
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antes comentado, el cual ya no deberia considerarse como tal por este
motivo (se muestran en la tabla 1.4) [11].

La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) publicé en
2006 datos sobre las dosis letales de arsenicales metilados que forman
parte de pesticidas. Dicho informe recoge que la forma de asimilacién de
los compuestos es muy importante a la hora de definir la toxicidad de los
mismos. En el estudio realizado sobre conejos y ratas se establece que
entre los siguientes cuatro compuestos estudiados de arsénico: MSMA
(metanoarsonato monosodio), DSMA (metanoarsonato disodio), DMA y
CAMA (metanoarsonato de acido de calcio), este ultimo es el que presenta
menor toxicidad, estableciéndose que la via de inhalaciéon es la que
presenta mayor toxicidad [EPA, Revised Reregistration Eligibility Decision
for MSMA, DSMA, CAMA, and Cacodylic Acid. 2006].

Los patrones de toxicidad del arsénico dependen de numerosas variables,
gue estan relacionadas con la estructura, pero también con habitos
alimenticios, de vida, caracteristicas genéticas de la poblacién y variables
medioambientales entre otras, como se desarrollard mas adelante en el
punto 1.3.2.
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1.3 Metabolismo del arsénico en organismos marinos.

En general, en el medio marino, la ruta de biotransformacién del arsénico
es la representada en la Figura 1.5, produciéndose la transformacién del
arsénico inorgdnico en diferentes especies hasta la arsenobetaina. Sin
embargo, en el medio terrestre los organismos sélo son capaces de
transformar el arsénico hasta el acido dimetilarsinico [11b].

Reduccién
HAsO2 ——» HAsO2 —» (CH,) AsO(OH)—» (CH;), AsO(OH)
Reduccién Metilacion etilacién
Arseniato Arsenito MMA J' DMA

NH,
/N =N SAM
N J /
CH =
7s “n
0—?3—CH2
CHj, NHy
HO OH N
o w X
o T GH T CH = CH,— s C;
Oxidacién N2
HO H

SAM : S-adenosilmetionina

(CH;), AsOH

CH4
[ OH
O=As—CH,
|
CH,
HO OH
CHg,
1
Fhs oR cH,— A2 —cH,— coo-
O=As—CH, |
| CHg AsB
CH,
Ars 3 es
cnoazicar HO OH
Fermentacién Oxidacion
anaerobica
CHj, CHj
g Red/Met lg
O=As— CH; — CH;OH _— CHg—As— CH,; — CH;OH
|
CH,3 Dimetiiarsiletanol CH, AsC

Figura 1.5. Ruta de biotransformacién del As en organismos marinos [11b].

Pagina |49



o
“ INTRODUCCION

El proceso de biosintesis de especies de arsénico en fitoplancton,
representado en la Figura 1.6, sigue la siguiente secuencia: El As', que es

la especie mayoritaria en el agua, se reduce a As"

y posteriormente se
metila, formdndose en primer lugar a MMA y posteriormente a DMA [12,
13, 14, 15]. Este fendmeno se ha observado en Neocaridina denticulata,
un camaroén de rio, y en Oryzias latipes, un pequeino pez de agua dulce. En
ambas especies se llevarona a cabo exposiciones a As’, DMA, MMA y AsB.
N. denticulata acumulaba desde el inicio el arsénico presente en el agua,
transformandolo para su posterior excrecion al medio. La acumulacién de
especies de arsénico metilado en relaciéon con el arsénico total aumenta

progresivamente al subir el nivel tréfico [16].

El proceso de absorcidon de As' por parte del fitoplancton se debe a su
semejanza quimica con el PO, [15]. A pesar de la similitud de PO,> y As’
la sustitucion de uno por otro provoca cambios en las estructuras y
procesos celulares, que altera su correcto funcionamiento, y origina
problemas de toxicidad. Sin embargo, como se ha comentado
previamente, el As’ se transforma primero en As" y posteriormente a
MMA y DMA, como de muestra en la Fig. 1.6.

DMA

I

AGUA DMA

CELULA

MMA

AsY —= Agq

\ASIII

Fig. 1.6. Esquema de transformacion de arsenicales en células de fitoplancton [17]

Como se ha comentado en el apartado 1.2., aunque la metilacion es un
proceso de biotransformacion para detoxificar los aportes de arsénico en
los organismos [18, 19], algunos investigadores afirman que DMA" y

MMA" especies intermedias en este proceso, son mas toxicas que el
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arsénico inorganico del que proceden [20, 21, 22], Fig. 1.7, referida a
modelos metabdlicos en células [23, 24].

D.J. Thomas [ Toxicology and Applied Pharmacology 222 (2007) 365-373

a jAst W MAsY MAs'H 7‘» DMAS"7» DMAs! W'I'MAS"

AdoMet  AdoHcy 2e AdoMet  AdoHcy 2e AdoMet  AdoHcy
GSH
b IAs“'LrlAs“‘(GS) MAS'(GS), %DMASI"(GS)
AdoMet AdoHcy AdoMet  AdoHcy
MAS“I DMAgHI ™ GsH
MAs"' DMAs

Fig. 1.7. Esquema de la conversidn de arsénico inorganico (iAs) a arsenicales metilados.
(a) Esquema que representa la metilacién oxidativa de arsenicales en el cual la reduccion
de cada arsenical oxidado se interpone entre cada proceso de metilacién. (b) Esquema de
metilacién en el que se forma el complejo arsénico-glutatiéon (GSH). AdoMet, S-
adenosylmetionina; AdoHcy, S- adenosilcisteina.

La biotransformacién del arsénico esta correlacionada con la tasa de
crecimiento de los organismos y con la disponibilidad del fésforo en el
medio ambiente [25].
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Si la tasa de crecimiento es baja y en condiciones de presencia reducida de
fosforo, el fitoplancton absorbe y metaboliza mucho mas arsénico, para su
posterior excrecién. En condiciones inversas a las anteriores, el As’ se

"'y DMA, pero es mas rapido el proceso de reduccion

biotransforma en As
que el de metilacion [15]. También se produce una desmetilaciéon por
bacterias tanto en el mar [26] como en agua dulce [27], con lo que se
cierra el ciclo de biotransformacion en los organismos del primer nivel

trofico.

Degradation Adsorption Fe/Mn

L e ——— particle
0 AsV B

%) [©)
Bacteria . Oxidation 002
P
Metabolism

Aslll
Methylarsenicals <=~ Phytoplankton

S Metabolism
Degradatno& \
ﬁetabohsm Plankton like

§o

microorganisms

Bacteria \ vVvY
Complex_ Deposition to
organoarsenlcgls the sediment

Fig. 1.8. Ciclo bioldgico del arsénico en el mar [17].

En organismos del segundo nivel tréfico, que integran filtradores y
herbivoros, como crustdceos, moluscos y peces no se ha evidenciado la
biotransformacion de arsénico inorganico [28].

Por otro lado, un estudio realizado en las especies Chlorella vulgaris,
Daphnia magna, Neocaridina denticulate, Tilapia mossambica y Zacco
platypus, el cual cubre los tres primeros niveles tréficos, la exposicidon del

" durante siete dias, reflejo una acumulacion de

alga C. vulgaris a As
especies deeste elemento siguiendo la siguiente proporcién: 83% As’, 9 %

As" v 6% DMA, lo que sugiere un proceso de biotransformacién. Por el
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contrario en los dos herbivoros, D. Magna y N. denticulata, sélo se
acumuld el arsénico en sus formas inorgénicas, 44% y 56 % de As"y 9% y
91% de As', respectivamente. En los carnivoros que se alimentaron de los
herbivoros sélo se encontré en los tejidos especies de arsénico
inorganicas. Como se evidencia en numerosos estudios, al ascender en los
niveles tréficos la biotransformacidon de arsénico inorganico disminuye o
no se produce [29, 30, 31, 32, 33].

Por tanto la formacidon de arsenicales metilados es atribuible a
fitoplancton, bacterias y microbios de ambientes acuaticos, tanto marinos
como de agua dulce. Se ha comprobado que diatomeas y criptofitas
transforman el arsénico inorganico a DMA y MMA, respectivamente [12,
34, 35].

No obstante, la presencia de los arsenicales metilados en el medio
ambiente no es Unicamente atribuible al fendmeno de metilacién, sino
gue también se debe a la degradacion fisica, por fotodegradacién solar, y
bioldgica, por la accion de las bacterias sobre compuestos orgdnicos que
contienen arsénico [36, 37]. Es evidente que el fitoplancton toma el
arsénico en la zona fética y lo convierte, para después excretarlo, mientras
gue las bacterias y los microbios actlan preferentemente en zonas de
decantacién de materiales. Como ya se ha comentado antes hay
numerosas especies de bacterias y arqueobacterias que son capaces de
producir arsenicales metilados, tanto no volatiles, como volatiles como las
“metilarsinas” [38,39].

Otra familia de arsenicales que aparece en los procesos de
biotransformacion son los denominados tioarsenicales, que tienen una
estructura andloga a los oxoarsenicales, en los que el azufre reemplaza al
oxigeno. Su formacién habitualmente se debe a la exposicién de los
oxoarsenicales a sulfuro de hidrégeno [40]. Algunos autores basandose en
consideraciones geoquimicas predijeron las siguientes cuatro estructuras:
A53O3S'3, A50252'3, As0S;3> y AsS,> [41], s6lo recientemente se han
encontrado por primera vez tioarsenicales metilados
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[monometilmonotioarsenato, (CH3)AsOZSZ; monometilditioarsenato,
(CH3)AsOSZZ; dimetilmonotioarsenato (CH3),AsOS; y dimetilditioarsenato
(CH3),AsS;] en el medio ambiente, en aguas subterraneas contaminadas
con plaguicidas [42].

No existen evidencias de la biosintesis de tioarsenicales tanto orgdanicos
como inorganicos por el fitoplancton y las bacterias, sin embargo si se ha
comprobado en el metabolismo animal de oxoarsenicales [43,44]. Asi, se
han detectado en humanos, en el tracto gastrointestinal y en la orina de
personas expuestas a arsénico inorganico y DMA" [45, 46], posiblemente
debido a la conversién del DMA" en metabolitos con azufre por ciertos
microbios aerdbicos presentes en heces humanas y de ratdn son capaces
de convertir DMA' en metabolitos tiolados, como DMMTA
(dimetiltioarsenato), y metabolitos trimetilados como TMAO (oxido de
trimetilarsina) y TMAS (sulfuro de trimetilarsina) [47]. Posiblemente, la
presencia de estos microorganismos en el tracto gastrointestinal, unido a
un elevado pH, favorece la formacion de este tipo de compuestos [48].

Uno de los grupos de arsenicales mas numerosos en la naturaleza son los
arsenoazucares, estos compuestos son basicamente ribdsidos que
contienen arsénico metilado. La presencia de estos arsenicales en el
medio ambiente fue descrita por primera vez en 1981 al ser descubiertos
en el Kelp [49]. Actualmente se han identificado 15 arsenoazlcares en
diferentes familias de algas [50]. Los arsenoazucares (Asz) mas comunes
son habitualmente dimetilarsenoribésidos, aunque también se han
identificado trimetilarsenoribdsidos y trialquilarsenoribdsidos
diastereoisdmeros en algas [51, 52].

Aunque no estdn claros los mecanismos de formacién de los
arsenoaztcares, las hipétesis actuales se inclinan por una captacion de As”
del agua y una conversidn posterior por parte de las algas, como ya hemos
expuesto con antelacion [53]. La captacién del arsénico por parte de las

algas se produce a través de los canales de captacién del féosforo como

Pagina |54



, @
INTRODUCCION ‘.

ocurre en otras plantas marinas [54, 55, 56]. Sin embargo, los
mecanismos de absorcidon de arsénico no son idénticos para todos los
organismos, por lo que se prevén diferencias en los compuestos formados
[26].

Hay muchos estudios que demuestran que las algas producen
arsenoazucares [49, 50, 58, 59, 60, 61] como un producto de
detoxificacion del arsénico y es probable que siga ciertas rutas de
biosintesis de metilacién en Ila que estdn implicados algunos
microorganismos [53].

Hay autores que establecen una posible ruta para la metilacién vy
adenosilacién del arsénico [50, 53], rutas que se han confirmado por el
descubrimiento de un compuesto intermedio de dimetilarsinoiladenosina
en higado de Tridacna mdxima, un tipo de almeja gigante. No se han
hallado este tipo de compuestos mas alld de organismos marinos y de la
orina humana tras el consumo de alimentos de origen marino [63,64].

La arsenobetaina (AsB) es un arsenical muy frecuente en animales vy
organismos de diferentes niveles troficos [65, 66, 67, 68]. Tanto los
dimetilarsinoilribdsidos como los trimetilasrinoilribdsidos son precursores
de AsB [50,53], para lo que se precisa la rotura del enlace de los carbonos
tres y cuatro (C3-C4) del anillo de ribosa, y la posterior oxidacion vy
reduccion del C4, y finalmente una metilacién [50]. Aungue en numerosos
articulos publicados en distintas revistas se sefiala la coexistencia de AsB y
Asz en un mismo organismo, no esta muy claro que los mecanismos de
biosintesis y acumulacidn sean diferentes para ambos [69]. Un ejemplo lo
constituye Tridacna derasa, en el que la ruta de biotransformacién de Asz
en AsB parece ser la referida anteriormente, ya que los
dimetilarsoilribdsidos son degradados por oxidacién y decarboxilacién
hasta dimetilarsinoilacético [70], que Unicamente requiere un proceso de
metilacién para la conversion en AsB [53].
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1.4 Metabolismo del arsénico en humanos.

Debido al conocido efecto téxico del arsénico es conveniente conocer los
mecanismos naturales de defensa frente a este elemento. Los primeros
metabolitos descubiertos fueron MMA y DMA, los cuales se encontraron
en orina humana en los afios setenta del pasado siglo [71, 72, 73]. Afos
después se describid el primer esquema general de la metilacidon del
arsénico en humanos [74, 75], en el que el arsénico se reduce y se metila

varias veces, hasta DMA™ que es el punto final, como se ve en la Fig. 1.9.

AST0T 4 26> AsTOS + CH; — CHAS'0T + 2e— CHAS™0F + CH; > (CHyAS'0, + 26— (CH A0 + CH;.
iAs' iAs™ MAs" MAs™ DMAs" DMAs™

Fig. 1.9. Esquema general de metilacién en humanos [74].

Para que se produzca esta reaccion en cadena, se deben cumplir tres
premisas: (i) debe haber un grupo donador de electrones para que el As”
se reduzca, (ii) el proceso de metilacién debe ser oxidativo, por lo que
debe haber un aceptor de electrones, Yy (iii) debe existir un donador de
grupos metilo [76]. Se ha demostrado que el glutation (GSH) Fig. 1.10 se
comporta como donador de electrones en la reduccién del arseniato a
arsenito en soluciones acuosas y eritrocitos [77, 78, 79, 80], proceso que
se realiza mediante la formacién del complejo arsenotriglutation (As"
(GSH)3), en el que el arsénico se une al grupo tiol de la cisteina [78]. Los
procesos de reduccién de As’ a As" y de MMA" a MMA" son catalizados
por la enzima reductasa (homdloga funcional de la proteina bacteriana
del operdn Arsc) [81, 82]. Por lo que existe una vinculacion directa a la
actividad de las reductasas, la cual se ha demostrado muy variable [81,
83]. Estudios de enzimologia han revelado que el proceso de metilacién
estd regulado por metiltranferasas, las cuales se afectan de forma
importante por el tiempo y la tempertura [84, 85, 86, 87]. La conversion
de As" en MMA es mas rapida y extensa que a As’, asi mismo MMA" es

mas facilmente convertible en DMA que en MMA" [76], por lo que el
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proceso de metilacion en humano se da claramente en un Unico sentido.
SH
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HO - NH
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Figura. 1.10 Molécula de glutation.

A partir de los afios setenta se identificaron MMA y DMA como productos
del metabolismo del arsénico inorganico en humanos. Debido a que los
métodos existentes permiten conocer el estado de oxidacion del arsénico
inorganico, pero no del metilado, parece probable que la metilacidon de
arsénico era una via de detoxificacion [88]. En la actualidad, como se ha
comentado en apartados anteriores, esta via de metilacion no se
considera como tal debido a la existencia de especies intermediarias
metiladas de arsénico en estado de oxidacion +3, las cuales presentan
mayor toxicidad que las formas inorgdnicas.

La toxicidad de las especies inorgdnicas de arsénico con respecto a DMA 'y
MMA no esta clara por dos motivos, en primer lugar, porque hasta fecha
reciente no se ha conocido el grado de toxicidad de las especies metiladas
segun su estado de oxidacién, y en segundo lugar, porque se desconoce el
grado exacto de conversion del arsénico inorganico a MMA y DMA, ya que
hay multiples factores implicados, como se vera mas adelante [76].

En un estudio de exposicién oral a 0,6 y 60 ng As/g de tejido de DMA"'y

DMA" en ratas se certifica la presencia de As", MMA" y DMA" en orina,
sangre y organos después de dos horas en todos los casos. Sin embargo,
TMAO que aparece en orina e higado, no lo hizo en sangre, ni tampoco en
pulmén cuando la dosis fue de de 0,6 ng As/g en tejido de DMA”, ni en
rifién para 0,6 ng As/ g de tejido de DMA" [89].

Asimismo, se han detectado en sangre y bilis de rata, determinados
complejos de arsénico con glutation como se aprecia en el esquema Fig.
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1.11, comprobdndose que son producto de rutas metabdlicas mas
complejas a las descritas cldsicamente. Otra de las rutas que aparecen en
el mismo diagrama es la que se refiere a las especies de arsénico que
contienen algun grupo tiol, las cuales se han determinado en experiencias
de exposicién a dosis de DMA". El origen de estas especies con azufre se
encuentra, por una parte, en la transformacién microbiana de la flora
intestinal, y por otra, en una posible transformaciéon en el higado, En
cualquier caso, los arsenicales tiolados no han sido detectados en la
sangre de ratas expuestas, aunque si en la orina de éstas y en la orina y
lana de ovejas expuestas [89, 90].

OH CH, CH, CH, CH,
| | I | |
0 =ATV— OH o= Ai»"- OH o =A:"- CH,| |Is =A7"_ CHy s =A.;~"_ CH4|
OH OH OH OH SH
iAsY MMAY DMAY DMMTAY DMTAY
| Y] | |
” 7
OH ~ CHy . CH, CH,
I | | |
Aslll AS"I_ OH A.S"I_ CH Aslll_ CH
I | I s -y : 3
0 OH OH SH
iAs ! MMA! DMAM DMTA!!
JL JHL JﬂL A C
~
SG CH; CH, B
1 | I
As" As'_ s5G As' X
[ = | | — s, bloodstream
SG SG SG
iAs(SG), MMA"(SG), DMA! SG
bile

Fig. 1.11. Esquema del metabolismo de las especies de arsénico en humanos [89]. El
arsénico inorganico es reducido y metilado dando lugar a distintos arsenicales (MMA,
DMA, TMAO) en la fase (A) (gastrointestinal-urinario). Una vez en el torrente
sanguineo, las especies de arsénico pueden formar complejos con glutation, y pasar a la
bilis (B), Finalmente, también es posible que en el intestino las bacterias den lugar a
tioarsenicales (C) (también se han registrado en el higado, y otros 6rganos en presencia de
iones sulfuro).
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En este mismo trabajo llevado a cabo en ovejas, se propuso un posible
esquema de la transformacidon quimica y metabdlica de los compuestos
de arsénico Fig. 1.12 [104].

-— -c n y
I ‘}s H3 5. 7. Invitro/in vivo

CH, ; T nviroinvvo
A.T KI/H,S0,/S0, J # ?

?H clm SH OH
o=?.-cu,, 15-0}!, 4:-cl-|, s=+s-c:H,.
ma CHa CH3 CHQ
DMAY DMA" DMTA" DMMTAY

A ‘A L?

1.|Thiosulfate/bis ulfite

2./Limited and short expos ure to H.S

3.Excess and long exposure toH,S

Fig. 1.12. Esquema de la transformaciéon quimica y metabdlica de los compuestos de
arsénico en distintas condiciones [89].

En la Fig.ura 1.12 Se muestran ocho reacciones implicadas en la
transformacién de DMA a DMTA. Las reacciones 4 y 5 representan el paso
de DMA"' a DMA" y estan dentro de la zona A de la Fig.ura 1.10 [89]. Las
reacciones 1, 2, 3 y 6, dan lugar a distintas especies azufradas y se
producen como paso desde la zona A a la C en la Fig. 1.11 [89], el cual se
ve afectado por la flora bacteriana del intestino. Las reacciones 7 y 8 estan
asociadas a la inyeccion intravenosa de MMA", DMAY, DMA", en la que

se formaria mayoritariamente DMTA"y de forma secundaria DMTA".
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Este esquema sugiere que aunque la ruta descrita en la Figura 1.11 [89] es
valida, no todas las reacciones se completan totalmente y hay especies
intermedias resultantes del metabolismo del arsénico.

La mayoria de estudios sobre la transformacién metabdlica del arsénico se
han llevado a cabo partiendo de las especies inorganicas,
fundamentalmente por ser compuestos mas faciles de obtener y la causa
mas comun de intoxicacién, al encontrarse presentes en numerosos
episodios de aguas de uso doméstico contaminadas.

Debido a que el higado es el principal érgano donde tiene lugar la
metilacion del arsénico [91], se han llevado a cabo estudios sobre la
eficiencia de las células hepaticas en el hombre, los cuales han puesto de
manifiesto una menor eficiencia en humanos respecto a otros mamiferos
como perros, macacos y varios roedores. El proceso de metilacidon en
humanos es dependiente de la concentracion inicial, ya que a altas
concentraciones se ha comprobado que existe un menor porcentaje de
especies metiladas, fundamentalmente de DMA, respecto a experiencias
llevadas a cabo con bajas concentraciones. Ademas, se han encontrado
evidencias de una transformacién distinta entre los diferentes organismos
estudiados a lo largo del tiempo. De hecho, tanto las concentraciones de
las especies metiladas como la relacion DMA/MMA son distintas en los
organismos estudiados con respecto al tiempo utilizando una dosis
idéntica Fig. 1.13 [91].
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Fig. 1.13 Patrones de concentracidn-respuesta para la metilacién As" para hepatocitos de
perro, macaco, rata, conejo, raton, y hepatocitos humanos. Rendimientos de MMA (o) y
DMA (e) después de 24-h desde la exposicion As" y a las concentraciones iniciales de 0,3,
0,9, 3,9y 30 nmol As" / mg de proteina (media £ SD, n = 3) [91].

Una posible causa de esta variabilidad puede ser genética, mas
concretamente relacionada con la enzima As3mt, una metiltransferasa
qgue regula y es clave en la metilacion del arsénico, la cual estd mas
expresada en macacos, perros y ratas, lo que explicaria que dichos
organismos sean mas sensibles a la presencia de arsénico y mas eficaces
en su metilacién [91]. En cuanto a la entrada del arsénico en el organismo,
las formas inorganicas se absorben en el tracto gastrointestinal y se
distribuyen por los tejidos, acumuldandose en las estructuras bioldgicas
ricas en queratina como lo son las uias y el pelo (Los valores medios en
humanos no expuestos son: < 1 ug/g en pelo; < 1'5 ug/g en uiias) [91]. El
arsénico inorganico absorbido se elimina por la orina con una vida media
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de cuatro dias, siendo mds rapido en el caso de la sangre, en la que
desaparece en pocas horas. Las especies pentavalentes son menos tdxicas
que las trivalentes por varias razones, se absorben poco, tienden a una
mayor acumulacion celular y tienen un bajo flujo de salida. Sin embargo
las especies con azufre, en concreto DMMTA", incluso las pentavalentes
son hasta siete veces mas citotdxicas en células humanas procedentes de
la vejiga que las inorgdnicas [92,93].

Sin embargo, se sabe poco sobre la metabolizacién de especies mas
complejas que forman parte del ciclo metabdlico, como son las metiladas
o las tioladas. La ingesta de este tipo de arsenicales se produce a través de
los alimentos, fundamentalmente marinos, aunque también de productos
como el arroz o el trigo [94] que forman parte de la dieta basica.

En un estudio reciente en ratones [90], se ha comprobado que el MMA" se
absorbe y distribuye muy rapidamente, y se excreta hasta el 80% a través
de orina y heces. Dicha eliminacién depende de las dosis a la que hayan
sido expuestos, y como se ha descrito en parrafos anteriores la
eliminacidn urinaria a altas dosis de arsénico inorgdnico es peor que a
bajas dosis, de forma inversa a lo que ocurre por via fecal (la mayor
excrecidon urinaria se ha alcanzado para una dosis de 0,4 mg/Kg; sin
embargo en heces se produce con una dosis de 40 mg/Kg) Fig. 1.14. Al
parecer, el MMA" tiene una metilacién limitada debido a que la reduccién
previa a MMA"
parrafos anteriores [81, 83], sin embargo la metilacion del MMA

es catalizada por una reductasa, como se ha descrito en
"o estd
limitada y es mas extensa que la de su andlogo pentavalente. Este estudio
determind que los érganos en los que principalmente se retiene el
arsénico son la vejiga, el rifndn y el pulmdn. Se detectaron concentraciones
de MMA" similares en la sangre y el higado, lo que sugiere una captacién
hepatica limitada. El rindn tenia la mayor concentracién y la menor tasa
de aclaramiento. La acumulacién en los érganos fue detectada tan sélo
0,25 horas después de la exposicion a MMA. También se comprobd que
existia una relacién dosis-tiempo en los distintos érganos con respecto a la

concentracion acumulada Fig. 1.15 [90]. Asimismo, los periodos de
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semivida del arsénico radiactivo, al que se expusieron los ratones, mostrd

una variacion significativa entre los distintos érganos.

% Dose excreted

% Dose excreted
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100+
*
* *
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e
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-
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Fig. 1.14 Dosis excretada (%) respecto al tiempo en orina y heces de ratones expuestos
oralmente a MMA"- radioactivo a dos dosis distintas 0,4 mg/Kg (¢) y 40 mg/kg. *
Significativamente superior a 40 mg/kg. t Significativamente superior a 0.4 mg/kg. Los

datos

representan

la

media t SD para

n=4 [90].
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Fig. 1.15. Concentracién de MMA" radioactivo, basado en el porcentaje dosis/g, en tejidos de ratén expuestos
a lo largo del tiempo a dosis 0.4 (*) 6 40 (o) mg As/kg [14C]- MMA". Los datos representan la media = SD, N = 4,

excepto para la vejiga que para una dosis de 0.4 mg As/kg alos 15 min se corresponde con N = 3. [90]

También se comprobd la presencia de especies dimetiladas y TMAO en
orina y heces, sin embargo, TMAO no estaba presente en los érganos, lo
gue sugiere una rapida eliminacion una vez formado. MMTA aparecié en
la bilis, en un porcentaje residual (1 %) en cuanto a la concentracion total
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de arsénico eliminado. MMA" se metaboliza mucho mas que MMA" tanto

a dosis bajas como altas, y tanto en orina como en tejidos (ver tabla 1.5).

Orina (0,4 mg/Kg) No hay productos 10%

Orina (40 mg/Kg) 10% (DMA", DMA'yTMAO)  >90% (DMA", DMAY)
Tejidos <25% 75-100%

Tabla 1.5 Muestra el porcentaje de productos metabdlicos resultantes de la exposicion

de ratones a MMA" y MMA". [90]

. respecto a MMAY puede

Esta diferencia en la metabolizacién de MMA
deberse a tres razones: (i) MMA" tiene una peor absorcién por el higado,
(i) la reduccién de MMAY a MMA"

eliminaciéon de MMA" por parte del rifidn.

es limitante, y (iii) existe una rapida

"y DMA" siguen un

Segln otro estudio, los ratones expuestos a DMA
patrén similar de absorcidn, distribucion y excrecién al de los expuestos a
MMmA" y MMA". Sin embargo, tienen mayor afinidad a quedar absorbidos
en los pulmones, por lo que la probabilidad tumoral en dichos érganos es
mayor cuando hay una exposicién a especies dimetiladas. Finalmente, en
los ratones expuestos a especies dimetiladas aparece en orina dos
especies tioladas, DMTA y TMAS, que no lo hacen en las exposiciones a

MMA" y MMAY [90 b].

Uno de los grandes interrogantes en el metabolismo del arsénico lo
constituye el transporte celular, ya que al ser un téxico es poco probable
gue las células hayan evolucionado hasta desarrollar mecanismos para tal
fin. Si es bien sabido, que el arsénico inorganico carece de mecanismos
especificos para su transporte, ya que al tener una estructura similar a la
del fosfato, utiliza los de éste ultimo. Pero se supone que la acumulacion
de arsénico inorganico o sus metabolitos metilados en las células depende
de los procesos moleculares implicados en el transporte de estas especies
a través de las membranas celulares y no se puede considerar Unicamente
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el papel de la difusion pasiva a través de la membrana celular. Parece
evidente que las concentraciones intracelulares dependen de las
velocidades de entrada y salida de las correspondientes especies. Por
tanto la variacion de dichas concentraciones va a venir dado por las tasas
de flujo intracelular existentes.

Algunas de las proteinas que estan implicadas en el transporte son las
pertenecientes a la familia de las acuaporinas (acuagliceroporina). Se
trata de unas proteinas transmenbrana que facilitan el movimiento de
solutos no cargados a gradientes mds bajos. Se ha descubierto en
levaduras y oocitos de Xenopus laevis modificados para expresar la
proteina rAQP9, una acuaporina modificada genéticamente, que mejoraba
"'y DMA. En E. coli GlpF, un facilitador de
glicerol ha resultado ser un buen mecanismo de captacion de As y Sbh.

la captacidon y transporte de As

Fpslp y LmAQP1 realizan las funciones homodlogas en levadura y
patégenos humanos respectivamente. Es posible que dichas proteinas
sean el canal de transporte para especies que contengan azufre.

Otra de las familias implicadas son las HXT (permeasa transportadora de
hexosas), homdloga al GLUT permeasas de los mamiferos. Se han
identificado hasta 18 trasportadores de esta familia que funcionan como
catalizadores en la captacién de arsénico en la levadura S. Cerevisidae.

GLUT 1 resultd estar relacionado con la captacién de arsénico,

fundamentalmente As" ' (OH)s (forma en la que se encuentra el triéxido de

arsénico a pH fisiolégico) y MMA"

. Por otra parte, GLuUT 4 es una isoforma
sensible a la insulina, que también esta relacionada con el transporte de
As"(OH); y MMA" en células cardiacas donde no estan presentes ni GLUT

1, ni AQP9S.

Otra de las familias de proteinas implicadas son las denominadas ABC
(ATP-bidding cassette), que utilizan proteinas de hidrélisis para generar
ATP y que son resistentes a farmacos y a los efectos citotdxicos del
arsénico, y que se han asociado a la expresion de ARNm.
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Ciertas células cancerigenas (adenocarcinoma de pulmén) resisten el As",

y en ellas se produce un flujo de salida favorable de la As" y sus

metabolitos frente al de entradas.

Fig. 1.16 [23] Modelo conceptual de metabolismo de arsénico en células humanas, en
el que se incorporan componentes de los influjos, eflujos y transformaciones. (CH3),As"

metilarsenical (n= 0 a 3); AQP, acuoparinas; HXT, permeasa transportadora de hexosa;
AS3MT, arsénico (estado de oxidacion +3) metiltransferasa; GHS, glutatidén; GST,
glutatién-S-transferasa; (CHs),As"(GS)s.,, complejo de metilarsenical con glutatién (n=0 a

3); ABC; “ATP-binding cassete transporter”.
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La variabilidad de la presencia del arsénico tanto en tejidos como en
fluidos bioldgicos es consecuencia de una gran cantidad de factores que
intervienen en la metabolizacion y eliminacidn de los distintos arsenicales.

La dieta es importante en la acumulacién y metabolizacién del arsénico,
se ha demostrado en ratones que una dieta pobre en colina limita la
cantidad de S-adenosilmetionina disponible, y por tanto la metilacién del
arsénico [95]. El selenio, un elemento esencial para el organismo, modifica
el metabolismo, la retencidon y la toxicidad del arsénico, de ahi la
importancia de que esté presente dentro de un cierto rango de
concentraciones en el organismo [96, 97, 98], en este mismo sentido la
cantidad de caroteno B es un factor importante en la metilacion, y su
déficit puede estar asociado a enfermedades como el cancer de piel y la
enfermedad isquémica del corazén [99, 100]. Una dieta baja en metionina
o en proteinas puede ser responsable de una peor metilacién del arsénico,
asi mismo una alta presencia de antioxidantes, como Se, Zn, acido félico,
colina, metionina, niacina, vitamina B-12, cisteina, ferritina o a-tocoferol
modifican el metabolismo, la retencidn y toxicidad del arsénico, por tanto,
un factor muy importante cuando se habla de la dieta o la nutricidn es el
de la escasez de ciertos elementos que merman las defensas, de ahi que
se asocie la desnutricién a un mayor riesgo de sufrie intoxicaciones por
arsénico. Otros de los factores asociados con la dieta que influyen en la
metabolizacidn del arsénico son el alcohol, el café y el té, los cuales se han
asociado con una peor metilacion [101, 102, 103], aunque hay opiniones
disonantes sobre este hecho [104]. Los alimentos cuando son cocinados
pueden responder de tres formas con respecto al arsénico: uno, que este
elemento no sufra variacion, parece ser que la coccién de los alimentos no
varia la composicién de los arsenicales incluso por encima de 120 °C, dos,
qgue sufran alguna transformacidn, se ha registrado en alimentos la
transformacion de AsB en TMAO y TMA®. Y tres, que el lavado vy la
secrecion del jugo de los alimentos (una vez retirado este) disminuya la
concentracion de los arsenicales presentes en la ingesta final [102].
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Aunque algunas especies han sido consideradas como inocuas, como es el
caso de los arsenoazures, lo cierto es que el metabolismo de los mismos
los convierte en arsenicales que si lo son, como el DMAY, y en otros (hasta
cinco desconocidos se han encontrado de los que no se sabe su toxicidad).
Y aunque parezca obvio, la dosis también es muy importante en cuanto a
los niveles presentes en el organismo, pero no estd clara la proporcioén, asi
pues parece ser que a altas y bajas dosis el porcentaje eliminado via
urinaria es distinto, esto puede ser causa de la saturacién de las enzimas
implicadas en algunas fases de reduccion de unas especies a otras
[100,102].

El tabaquismo esta intimamente relacionado con una mayor presencia de
arsénico en el organismo, ya que los cigarrillos contienen arsénico, y otras
sustancias que inhiben enzimas o cofactores relacionados con el
metabolismo del mismo [102,105].

Uno de los factores a tener en cuenta en el metabolismo del arsénico es la
variacion genotipica, que conlleva un cambio en los efectos tdxicos y
cancerigenos. Habiéndose constatado la presencia de polimorfismos en la
metabolizaciéon del MMA [106, 107].

En un estudio se marco con 73As, un isétopo artificial del arsénico, a dos
cepas de ratones endogamicos y un hibrido, comprobandose diferencias
en las tasas de aclaramiento entre el hibrido y el resto de ratones, lo que
sugiere que alguno/s de los procesos de absorcidon, distribucion,
metabolismo o de eliminacién de arsenicales se encuentran bajo control
genético. También hay evidencias de polimorfismo interindividual y entre
cepas en relacion con la formaciéon de arsenicales metilados (DMA y
MMA) en cultivos celulares de rata y humanos (diferencias de hasta diez
veces) [108]. Este tipo de estudios en seres humanos requiere la
evaluaciéon de un gran numero de muestras, lo que se traduce en un
aumento de la variabilidad interindividual- Un reciente estudio sobre el
coeficiente de masa corporal (CMC) y el arsénico indica que hay una
relacion entre una mejor eficiencia en la metilaciéon y un alto CMC. Segun
este estudio las personas obesas tienen cierta inclinacion a tener cambios
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en el perfil de la expresion genética relacionado con la metilacién del
arsénico. Asi mismo; se han demostrado estos cambios en ratones, los
cuales modificaron hasta el 56% de los genes dependiendo de la dieta. En
este sentido, se ha demostrado que AS3MT tiene una correlacién con
CMC, de tal modo que a mayor CMC existe una menor expresion de
AS3MT. Asi pues, se han llegado a describir hasta 45 polimorfismos
relacionados con 7388 AS3MT. También han sido descritos polimorfismos
relacionados con la MMA metiltransferasa, y en concreto, el M287T, tiene
una relacion positiva con respecto al porcentaje de MMA presente en
orina, y negativo con respecto a la relacion MMA/DMA también en orina.
[101,105]. Por ultimo, el gen que expresa la cistoationina- B- sintetasa esta
relacionado con el metabolismo de MMA, y con la asociacion de éste
ultimo y el cancer de pulmdn, asi como a los niveles excretados de DMA
en orina en poblacién expuesta a arsénico [101].

Uno de los factores que se han estudiado y que mas controversia ha
suscitado es el de etnicidad, ya que hay estudios que muestran una
posible relacién entre el origen étnico y el metabolismo del arsénico,
como es el caso de los atacamefios mejicanos que metilan mejor el
arsénico que los de origen europeo debido a su exposicién desde milenios,
lo cierto es que hay muchas voces que ponen en cuestion este tipo de
estudios, ya que a menudo no se tienen en cuenta otros factores que
estan implicitos: Como podrian ser la mezcla genética en mucha de las
poblaciones estudiadas, los habitos alimenticios o los estilos de vida de
cada grupo étnico (distintas culturas) [101,102, 105]. Por otro lado, no se
han hallado evidencias de cambio intraindividual en un corto plazo de
tiempo (a lo largo de un afio) en el metabolismo, por lo que parece que
éste es estable, aunque si respecto a distintas fases de la vida (edad), asi,
de manera que los nifios tienen una mayor capacidad de metilacidon que
los adultos, y que los ancianos (> 63 afios) en los que disminuye la
capacidad de metilacién debido a disfunciones en los érganos implicados
en el metabolismo y a una mayor presencia de enfermedades
concurrentes. Durante el embarazo y la lactancia se ha comprobado que
existe una mejora de la eficacia de metilacion a medida que se desarrolla
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el feto, como se comprobd en una estudio con 26 mujeres chilenas de
Aguacon, en el que el arsénico urinario aumentaba a medida que
avanzaba el embarazo [102,109] (DMA es el principal arsenical que podria
pasar al feto, es por ello que se describié un aumento significativo en la
orina en mujeres embarazadas). La metilacién eficiente de arsénico
durante la infancia puede explicarse por la presencia de elevadas
concentraciones de folato y colina necesarios para la metilacion de
homocisteina a metionina. Los fetos las almacenan en el higado mientras
dura el embarazo y siguen recibiéndolas durante la lactancia a través de la
leche materna. Los estrégenos, que durante el embarazo cambian
notablemente en su concentracién, tienen un papel importante en las
rutas metabdlicas de la colina, la betaina, la vitamina B-12, el 4cido félicoy
en la metilacién del arsénico, por lo que su ajuste podria ser un posible
remedio en casos de exposicién crénica. Esta es una de las posibles
razones que explican la diferencia de metilacién seguin el sexo (la mujer
presenta mayor capacidad de metilacién el hombre) [102].

Finalmente, se ha demostrado que la metabolizacién y la capacidad
urinaria aumentan con el incremento de &cido sulfénico 2,3-
dimercaptopropano (DMPS), debido a la formacién de un quelato con
MMA en orina, y que es un producto muy usado como tratamiento en
toxicologia [76, 102].

1.5 El arsénico en el medio ambiente.

El arsénico y sus compuestos son muy abundantes en la naturaleza
apareciendo habitualmente en los suelos en forma de sulfuros asociados a
metales como plata, plomo, cobre, niquel, antimonio, cobaltoy hierro.
Puede encontrarse en niveles trazas tanto en el suelo como en otros
compartimientos. En aguas bien oxigenadas predomina el arseniato, sin
embargo, en condiciones reductoras, como son los casos de las aguas
subterraneas, la forma mas usual es el arsenito [110].
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El arsénico ocupa la posicidon 20 en cuanto a abundancia en la corteza
terrestre, con una concentracién media entre 2 a 3 mg Kg'l. Sin embargo,
su concentracion es muy variable, siendo en general mayor en rocas
sedimentarias que en las igneas. Se estima que mas del 99% de todo el
arsénico del medio ambiente estd asociado a minerales (245) y rocas. El
resto se reparte por el medio terrestre, el medio marino y la atmdsfera
[111, 112, 113].

El arsénico se distribuye en niveles de concentracion muy variables por el
medio ambiente debido a su alta movilidad y a su enorme capacidad de
transformacion, sorbiéndose o desorbiéndose del material particulado
presente, y reaccionando con el oxigeno u otras moléculas presentes en
el aire, lo que permite que cambie de estado de oxidacion. Por otra parte,
los microorganismos juegan también un papel muy importante en estos
procesos de movilizacion y transformacion [114,115].

Las concentraciones en la atmdsfera son muy variables debido a que las
fuentes de emisidn suelen ser puntuales. De forma natural destacan sobre
el resto las emisiones volcanicas, ya que el aporte de las particulas que
arrastra el viento o el de los exudados de las plantas representan un
porcentaje muy pequefio en cuanto al aporte de arsénico. Por el
contrario, los aportes antropogénicos a la atmdsfera son hasta tres veces
superiores a los de origen natural. Aunque las fuentes son numerosas,
destacan la quema de combustibles fdsiles como el carbdn, el uso de
plaguicidas con arsénico, no prohibida aun en numerosos paises, las
fundiciones de metales, su uso como pigmento y/o aislante para pinturas
[37,115].

Las concentraciones en la atmdsfera suelen estar entorno a 0,01 pg/m?,
concentraciones que pueden llegar a ser hasta 100 veces mas altas cerca
de ciudades o de zonas industrializadas [116]. El arsénico en el aire se
encuentra como especies inorgdnicas, normalmente como &éxido, vy
generalmente como arseniato [117,118]. Un ejemplo de todo ello lo
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encontramos en un reciente estudio realizado en Pekin, en el que ademas
se observa un cierto patrén estacional en las concentraciones de los
arsenicales. [119].

1.5.2.1 Presencia del arsénico en suelos y
sedimentos.

La presencia de este elemento en el suelo es mayoritariamente debido a
la proximidad de de rocas o minerales que contiernen este elemento, el
cual se libera por accidon de los procesos naturales (fundamentalmente
erosidon) o por la accién del hombre (fundamentalmente mineria). El
arsénico forma parte de 245 minerales y multiples tipos de rocas, dentro
de los minerales el mas abundante es la arsenopirita (FeAsS). También son
destacables minerales como arsenolita (As;0s), olivinita (Cu,OHAsQy), y la
proustita (AgsAsS3). El arsénico suele liberarse normalmente en estos
casos como arsenato, arsenito y tridxido de arsénico. Las concentraciones
medias en suelo se hallan entre 2 y 5 mg Kg*, aunque pueden ser mayores
como consecuencia de la contaminacion, habiéndose descrito en la
literatura niveles superiores a los 100 mg Kg'1 [6]. Al igual que en la
atmoésfera, en suelos y sedimentos predominan las formas inorganicas,
aunque también se ha encontrado arsénico organico, fundamentalmente
metilado [9,111].

En sedimentos de lagos continentales se han encontrado concentraciones
elevadas de arsénico, comprendidas entre 0.5 y 60 mg Kg'l, siendo la
causa mas probable el uso durante el pasado siglo del arsenato sddico
como biocida acudtico [117]

Otra de las causas de la presencia de arsénico en los suelos son los
lixiviados de vertederos, fundamentalmente en zonas y paises, en los que
los residuos no estan controlados. En estudios sobre estos lixiviados se
han determinado diferentes especies de arsénico, As' As" DMA, MMA,
AsB y TMAO [120]. En un reciente estudio realizado en lixiviados de

Pagina |73



o
“ INTRODUCCION

vertedero en Australia se han determinado DMMTA' y DMDTA'
(Dimetilditioarsénico), ademas de otros dos arsenicales desconocidos
[121].

1.5.3.1 Presencia del arsénico en aguas dulces.

La concentraciéon de arsénico en los sistemas de aguas continentales
superficiales (rios y lagos) varia en mas de cuatro érdenes de magnitud,
segun la fuente, la disponibilidad y la geoquimica de las cuencas [122].

La concentracion en rios contaminados de todo el mundo oscila entre 0,1
y2,1ug L™, con una media de 0,8 Mg L™. De forma natural, los niveles de
arsénico pueden ser muy altos si existe una fuente geolégica importante,
estos son los casos de algunos rios estadounidenses, australianos,
tailandeses y ghaneses con niveles superiores a 20 pg L™ [123].

La actividad minera es una importante fuente de aporte de arsénico al
medio acuatico continental; se han descrito niveles de concentracién de
556 pg L' en zonas mineras del Reino Unido, y hasta 13.900 pg L™ en
Australia asociados a la extraccién y procesado de arsenopirita [124,125].

Las concentraciones de arsénico en lagos son muy similares en término
medio a las existentes en los rios (0,2 a 2,8 ug L") pudiendo ser superiores
a 1000 pg L™. Igual que en el caso de los rios las fuentes suelen ser
geoldgicas, ya sea por procesos naturales o por actividad minera. Sin
embargo, en los lagos se produce una mayor acumulacion del elemento
en los lechos debido a la falta de corrientes [123, 124,126].

En los lagos se produce estratificacion térmica de las aguas motivada por
la temperatura, siendo los niveles disueltos de arsénico mayores en el
verano [124,127]. Este proceso origina un agotamiento de oxigeno en el
hipolimnion, debido a la alta actividad biolégica, lo que provoca que el
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arsénico pase a la columna de agua, produciéndose un efecto de
redistribucion por todo el lago [124,128].

1.5.3.1.1 Presencia del arsénico en aguas subterraneas.

El arsénico se ha detectado en niveles superiores a lo que establece la
normativa para consumo humano, 10 pg/L [129], en aguas subterrdneas
de un gran numero de paises. Aunque por lo general la presencia de este
metaloide estd relacionada con procesos geoldgicos, en otras ocasiones se
relaciona con la actividad humana. En los casos en los que la presencia de
arsénico es prolongada en el tiempo se producen afecciones crénicas en la
salud de la poblacién [122, 130, 131, 132, 133, 134, 135].

Se han descrito contaminacidon de aguas subterraneas en todo el mundo,
pero el riesgo es mucho mayor en paises pobres, en los que los medios
para la deteccidén y remediacion del problema son menores. Asi, las zonas
mas afectadas son Latinoamérica y los paises asidticos bafiados por el
Océano indico y fronterizos con la India. También se han encontrado
contaminaciones en ciertas zonas de Canadd, Estados Unidos y Australia
[136] y mas recientemente se han detectado contaminacidén en ciertas
zonas de la peninsula Ibérica [137]. Por lo general los andlisis en este tipo
de ambientes acudticos se han venido realizando sobre las especies
inorganicas, ya que las especies organicas se han considerado
tradicionalmente menos téxicas y menos abundantes en aguas
subterraneas. No obstante, existen casos en los que su presencia es
importante debido al uso de biocidas, que presentan un problema
importante de toxicidad, considerando las especies presentes y sus
derivasos, especialmente los tiolados.

Especies de arsénico en agua de mar.

El arsénico es el vigésimo segundo elemento quimico mas abundante en
las aguas marinas, y sus concentraciones medias tienden a ser menos
variables que las de agua dulce [123, 138]. La concentracion media en
aguas profundas es de 1,5 mg L™; en el océano Pacifico y el Atlantico oscila
entre 1y 1,8 mg L™, en la costa este de Espafia es de 1,5 mg L™, en el sur
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de Australia se determinaron concentraciones que variaban entre 1y 1,6
mg L™ [123]. Los niveles de arsénico en aguas oceanicas son mucho mas
constantes que en las zonas costeras y superficiales debido a las mareas y
a las contaminaciones puntuales, las cuales se disipan mar adentro [111].

Las concentraciones de arsénico en las aguas de estuarios son mas
uniformes que las de las aguas marinas abiertas. Las principales
variaciones se deben a episodios de contaminacién industrial o
geoquimica [122].

Una posible razén de esta baja variabilidad en estuarios es la simple
mezcla fisica entre agua dulce y salada, con concentraciones muy
diferentes; un ejemplo que representa éste fendmeno es el descrito en el
estuario del rio Krka, en Croacia, que presenta una concentracion media
de 0,13 mg L™ frente a los 1,8 mg L™ en el mar; otra razoén es la propia
salinidad de estos ambientes tan peculiares [139]. Otro factor que influye
de manera importante en la concentracion y tipo de los arsenicales
presentes es la actividad biolégica.

El agotamiento de la concentracion de fosfatos en aguas con elevado nivel
tréfico se relaciona también con la bajada en la concentracién de As',
cuyos niveles se incrementan ligeramente con la profundidad, sin
embargo las concentraciones de As", DMA "y DMA" son superiores en
capas altas de la columna de agua [140]. También existe una cierta
influencia de la estratificacidon térmica respecto a los niveles de arsénico
en estuarios [123].

Las fuentes hidrotermales de las dorsales oceanicas constituyen un
ambiente singular, asociado a la actividad volcanica, donde se desarrollan
animales extremodfilos, que resisten condiciones de alta temperatura y
presion, y altas concentraciones de elementos, téxicos para la mayoria de
los seres vivos. Entre ellos se encuentran el arsénico y el azufre, procesos
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que ocuren en la oscuridad en ausencia de fotosintesis. Sin embargo,
estos ambientes han sido muy poco estudiado [141].

El arsénico es un elemento practicamente omnipresente en los tejidos
bioldgicos en los que sufre procesos de oxidacidn, reduccion y metilacion.
La concentracién de fondo en la flora y fauna terrestre, y en la biota
marina es generalmente menor a 1 pg g Estos niveles son mucho mdas
elevados en tejidos biolégicos de organismos que estdn en contacto con
zonas ricas en arsénico. En los organismos marinos, especialmente los
crustdceos, hay concentraciones muy elevadas, incluso por encima de 100
ug g, aunque generalmente esta en su forma soluble en agua, como AsB,
gue es una especie sin actividad tdxica conocida para el ser humano [123].

1.5.4.1 Presencia de arsénico en la fauna y la flora terrestre.

La presencia del arsénico en zonas no contaminadas es mayor en
ambientes acuaticos, lo que declind la balanza hacia el estudio del
arsénico en la biota acuatica, en detrimento de la terrestre [142]. Una de
las principales causas de esta tendencia eran de caracter metodoldgico, ya
gue la mayoria de las muestras terrestres precisaban limites de deteccién
muy bajos debido a las bajas concentraciones existentes, aunque la
mejora de la instrumentacion analitica ha hecho hoy posible posible la
determinacion de arsenicales en este tipo de muestras [142].

Inicialmente, se pensd que los organismos terrestres dificilmente podian
biotransformar el arsénico en arsenicales simples (As’, As", DMA, MMA y
TMAO). Sin embargo, se han identificado un gran nimero de compuestos
de arsénico en el ambiente terrestre, en la mayoria de los casos en zonas
contaminadas [142] (ver tabla 1.6).
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Tabla 1.6. Muestra algunos de los arsenicales organicos identificados en organismos
terrestres y marinos.

En este sentido, se han determinado especies como AsB, AsC, TETRA y
TMAO en diversas especies de plantas, liquenes, hongos, lombrices de
tierra y hormigas [142]. En general, en los organismos terrestres (plantas y
animales) las formas inorgdnicas son mayoritarias frente a las organicas,
como el trigo (5 pg/Kg de DMA y MMA, y de 152 pg/Kg de arsénico
inorganico) [94]. Por otra parte, se ha determinado que ciertos hongos
son capaces de biosintetizar a partir de compuestos inorganicos otros
organicos, tales como, MMA, DMA, TMAO, e incluso AsB [143, 144].

En un estudio reciente en diversos alimentos vegetales de origen terrestre
se encontré6 TMAO, MMA y DMA en bambu procedente de china, sin
embargo en el resto, entre las que habia tubérculos (patatas, zanahorias,
etc.), Allium sp. (cebollas, ajos, puerros, etc.), varias especies de la familia
de la col (coliflor, colza, brocolli, etc.) y otros tipos de vegetales (lechuga,
tomate, espinacas, pepino, etc.) Unicamente se hallaron arsenicales
inorganicos. En ninguno de los casos la suma (arsénico organico e
inorganico) superd los 150 ug/Kg, siendo muy variable entre las diferentes
especies vegetales [145]. Sin embargo, otro estudio en una zona
contaminada de Polonia, encontré la presencia de MMA y DMA asi como
arsénico inorganico, dos especies silvestres, Athyrium filix-femina vy
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Calamagrostis arundinacea, con concentraciones, inferiores a los 150
ug/Kg, concentrandose mayoritariamente en raices y rizomas [146].

También se encontré6 DMA en arroz y paja, lo que tiene una gran
repercusion en la salud humana, por tratarse de un alimento de amplio
uso, en el caso del arroz, y en el segundo caso por su uso en ganaderia
[147,148].

Las concentraciones de arsénico en vegetales terrestres silvestres no
presentan por lo general un riesgo elevado para los herbivoros, ya que no
llegan a acumular cantidades suficientes del elemento [114], aunque
exisren algunas excepciones, como algunas especies de helecho que son
capaces de alcanzar niveles altos de arsénico [149, 150].

Una de las especies vegetales en las que la presencia de arsénico posee
mayor impacto en estos momentos es el arroz. Lo que ha generado
numerosos estudios y publicaciones en los ultimos afios. Una de las
conclusiones mas importantes de estos estudios es que al igual que en
otros vegetales terrestres, las especies de arsénico mayoritarias son
inorganicas, habiéndose hallado DMA vy algunos arsenicales no
identificados en harina de arroz japonés [151] y MMA y DMA en diez
variedades de todo el mundo (0,4-12 pug/Kg MMA y 10-166 pg/Kg DMA,
25-71 pg/Kg arsénico inorganico) [94]. Debido a ello, la Direccion General
de Salud y Consumo de la Comisidon Europea (Uniéon Europea) pidid la
realizacion de una evaluacién interlaboratorio para determinar la
fiabilidad de los métodos usados para este tipo de analisis. En dicho
programa participaron casi 100 grupos de investigacion [152].

Uno de los problemas importantes asociados a la presencia de arsénico en
el arroz es su empleo en la fabricacién de alimentos para bebés, lo que
conlleva un gran riesgo para la salud [153]. En este sentido se han
determinado los niveles de arsénico en cuarenta preparados alimenticios,
como el arroz inflado, que fundamentalmente contienen especies
inorganicas (75-91%) [154].
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El uso de ciertos medicamentos en el ganado y de fertilizantes aumentan
los contenidos de arsénico en las plantas y los animales que consumimos
como alimento. Un caso lo representan las harinas de plumas de pollo en
Estados Unidos, las cuales son usadas a menudo como fertilizantes y
alimento de otros animales y que contienen altos niveles de arsénico
inorganico, existiendo indicios de que su presencia se puede deber al
empleo del medicamento roxarsona en aves de corral, aunque esta
hipétesis no se ha llegado a confirmar [155].

1.5.4.2 Presencia de arsénico en la fauna y la flora acudtica.

La presencia del arsénico en los ambientes acuaticos es notable y por
tanto esta presente en muchos de los organismos que viven en ellos o se
nutren de éstos. La distribucidn, bioacumulacién y biotransformacion del
elemento a lo largo de la cadena trofica es muy relevantes a la hora de
comprender la gran variedad de arsenicales que hay en el medio natural.

Cada organismo sintetiza, metaboliza y acumula el arsénico en sus
cuerpos de distinta forma cuando esta expuesto a arsénico, ya sea a
través de la dieta o mediante otra ruta o fuente como pueden ser el agua,
el suelo o las particulas del medio, por lo que los arsenicales presentes, asi
como, sus concentraciones son muy variables [30,156, 157].

Las especies de arsénico mas abundantes en los medios acuaticos son las
inorganicas. El As' es termoestable en aguas oxicas, sin embargo As" es
predominante en aguas con ambiente reductor. En cualquier caso el
fitoplancton lo transforma en compuestos metilados y en arsenoazucares,
pasando facilmente a la cadena tréfica donde es transformado de nuevo
[51]. Los compuestos organicos del arsénico son mineralizados mediante
la accidén bacteriana cerrando el circulo [65]. Asi mismo, podemos afirmar
gue tanto el plancton como las bacterias ejercen un papel fundamental en
la especiacién de arsénico en los medios acuaticos [15, 34, 156, 158].

Uno de los procesos mas importantes que ocurren en el medio natural con
respecto al arsénico es la biomagnificacién de su presencia, la cual puede
ser definida como el aumento paulatino de la concentracion de este
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elemento quimico o compuesto a medida que avanzamos en la cadena

tréfica, como se representa en

la Fig. 1.16. De esta forma, la presencia de

elevados niveles de arsénico en los organismos marinos no sélo se debe a

un proceso de contaminacion,

sino también a la bioacumulacién, de tal

modo que a medida que subimos en la cadena trdéfica las concentraciones

acumuladas son mayores. Por tanto, el ser humano es muy afectado por

este fendmeno al estar en lo mads alto de esta piramide [81, 159].
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Fig. 1.17. Esquema general de la transformacion y presencia del arsénico en ciclo tréfico

marino. Biacumulacién y Deposicion.
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Es muy complicado generalizar en cuanto al grado de toxicidad del
arsénico en el medio natural, ya que ademds de las condiciones del
entorno en la que se encuentre y de la forma quimica en la que esté, su
toxicidad dependera de cada organismo. Aunque se sabe que las especies
inorganicas son de las mas tdxicas, existen numerosas excepciones. Un
ejemplo de ello lo encontramos en el fitoplancton. Generalmente el

"'y el de agua dulce a As” [18,

fitoplancton marino es mas sensible a As
160, 161]. Sin embargo, Dunaliella sp., y Polyphysa peniculus, ambos casos
de fitoplacnton marino, son mas sensibles a AsY [162, 163]. Stichococcus
bacillaris, un fitoplancton de agua dulce, es igualmente sensible a ambas
especies de arsénico a pH 8.2 [164]. Y aunque hay estudios que
demuestran que el As’ es mas toxico que As" a pH bajos [164], hay
organismos que no cumplen esta norma, como es el caso de Chlorella sp.

gue es igualmente sensible a ambas especies a pH 7.6 [161].

En cuanto a las concentraciones que encontramos en los organismos
marinos, la dinamica es muy similar a la del medio acuatico terrestre,
siendo casi imposible establecer un patron general de comportamiento.
Como ejemplos, MMA y DMA estan presentes en las plantas marinas,
aunque son mas frecuentes en las de agua dulce de alta productividad
[127, 128]. Algunas plantas marinas contienen mayoritariamente arsénico
inorganico [165, 166, 167, 168, 169, 170] y en menor medida especies
metiladas [149].

La mayoria de peces y moluscos marinos contienen mayoritariamente
AsB, AsC y DMA (entre el 85% vy el 90 % del contenido total), y en torno al
10% lo representa el arsénico inorganico. Por ejemplo, la concentraciéon
de AsB en algunos peces marinos (elasmobranquios y teledsteos)
representa el 94 % del total, y DMA y TMAO representan el 95 % del total
en langostas y camarones marinos [17].
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En macroalgas marinas los arsenicales solubles en lipidos son
mayoritarios, y en ellas se han identificado 16 arsenoazucares (cuatro son
los mayoritarios) [171].

Se han determinado grandes diferencias en la concentracion de
arsenicales entre las distintas clases de algas y entre los diversos habitat
(la tabla 1.7 muestra la relacién presencia-ausencia para las principales
algas comestibles), por ejemplo Pelagophycus porra (Kelp) tiene mayor
concentracion de arsenicales metilados que de especies inorgdnicas,
mientras que en otras macroalgas como Eisenia arborea, Agarum
fimbriatum y Cystoseira osmundacea, ocurre todo lo contrario.

Por otro lado Phaeophyceae, un tipo de macroalga marina, contiene un 22
% de arsénico inorganico respecto al arsénico total, pero en otras
macroalgas como las Chlorophyceae y Rhodophyceae, se encuentra
alrededor del 45%. A pesar de estas variaciones, a modo general, las algas
verdes tienen una mayor proporcién de arsenicales liposolubles (19-44%)
qgue las rojas (5-34%) o las que habitan en estuarios (10-24%), [172, 173,
174]. Por otra parte, otros estudios afirman que las algas de aguas dulces
y maritimas siguen patrones similares [175].

En general el contenido total de arsénico en algas pardas es 10 veces
superior al presente en algas verdes (230 pg/g frente a 2,3 ug/g), siendo
también superior al de las algas rojas (39 ug/g) [50]. Por otra parte las
concentraciones de arsénico en algas rojas son superiores a las de algas
verdes y azules [173].

Todas estas variaciones en las concentraciones de arsénico inorganico y
metilado en fitoplancton se deben en gran medida a la biotransformacién
metabdlica que dichos organismos efectian sobre el arsénico. Este
proceso es altamente dependiente de cada especie de fitoplancton, ya
gue hay diferencias significativas en la eficiencia segun el organismo que
la realiza. El As' es absorbido e introducido al organismo a través del agua
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circundante al mismo, y se une a estructuras hidrocarbonatadas, donde se
metaboliza a organoarsenicales [50]. La mayoria de los arsenicales
organicos presentes en el fitoplancton marino son arsenoazlcares y
representan los principales precursores de AsB y AsC [176, 177].

Las fuentes mas habituales de arsénico en organismos marinos son el agua
y los organismos de niveles troficos inferiores que sirven como alimento.

Es posible que As’ se convierta mayoritariamente a As"

por algunos
organismos, lo que explicaria la presencia de este mismo en organismos
de niveles tréficos superiores [17], alcanzando concentraciones de hasta el

5% en algunos peces y crustaceos [179].

Los productores primarios son los encargados de la transformacion o
sintesis de arsenicales inorganicos, ya que los animales marinos no son
capaces de realizarla. La AsB es el mayor arsenical presente en los
organismos marinos, como ya se ha comentado, y esta presente en todos
los niveles trdéficos (incluyendo peces crustdceos - langostas y camarones-
y moluscos), y aunque es también biosintetizado en todos ellos, parece
existir una biomagnificacion al respecto, por el incremento que se produce
al progresar en la cadena trdfica [51].

Existe una gran variedad de arsenicales en organismos marinos y de agua
dulce, incluyendo muchos desconocidos, que aun no se han podido
identificar [37, 180, 181].

Las dorsales oceanicas albergan uno de los hdbitats mdas extremos del
mundo, con temperaturas muy altas, contenidos elevados de arsénico y
azufre, una gran presién, escaso oxigeno y poca luz. Pero a pesar de ello
estas fuentes de origen volcanico albergan animales adaptados a tales
condiciones (extremdfilos), dos ejemplos son, Rimicaris exoculata y
Bathymodiolus puteoserpentis, que son fundamentalmente
guimiolitoautrotofos, en los que se han encontrado una gran variedad de
arsenicales.
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La concentracion de arsénico media en el camardn (Rimicaris exoculata)
es de 3 a 5 veces menor al de la misma especie en superficie, sin embargo
en Bathymodiolus puteoserpenti las concentraciones fueron inferiores a
las halladas en especies de almejas similares de la costa [156].

Alaas deshidrargy,

Brodacto mata s
COMAeTUATen & ronhay,

UETI DE M
thalia Elogare

Fig. 1.18 Fotografias de algunas algas que forman parte de alimentos y productos
dietéticos. De derecha a izquierda y de arriba abajo (Ulva rigida , Sargassum fusiforme ,
Ecklonia cava, Hizikia fusiformis, Himanthalia elongate)
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AsB-2,
AsC,
TMAO,
Nombre del As
alga As(lll) (V) DMA MMA AsB DMAE A
Kelp X X
Sargassum
fusiforme X X X X
Enteromorpha
prolifera X X X
Laver
X
Eisenia
arborea X X
Fucus
vesiculosus X X X
Himanthalia
elongate X X
Sargassum
fulvellum X X
Laminaria
ochrolenca X X
Laminaria
digitata X
Hizikia
fusiformis X X X
Undaria
pinnatifida X X
Porphyra
umbilicalis X
Ceramiun sp. X X
X
Gelidium sp. X X
X
Polisyphonia X
sp. X

B C D
X
X X X
X X X
X
X
X X X
X
X X X
X
X
X X X
X
X
X
X
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Ulva rigida X X X X
Enteromorpha X X

sp.

Cystoseira X X X
barbata X

Fucus X X X X
Virsoides X

Padina X X X
pavonica X

Sargassum X X X
piluliferum

Melanosiphen X X X
intestinalis

Ecklonia cava X X X
Myelophycus X X X
simplex

Tabla 1.7. Tabla presencia-ausencia de los principales arsenicales en algas.

A medida que subimos en la cadena tréfica dejamos de encontrar
arsenoazucares en los tejidos de los organismos, lo cual es facilmente
apreciable en la Tabla 1.8, que representa la presencia-ausencia de
arsenicales en  diferentes especies marinas, que se corresponden a
distintos estratos tréficos. Asi podemos comprobar que aquellos animales
gue tienen wuna alimentacién puramente carnivora no contienen
arsenoazucares.
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Nombre Ref
Desco-

del animal As(lll) | As (V) | DMA | MMA | AsB | AsB-2 | AsC | TMAO | TETRA | DMAE | DMAz A | DMAz B | DMAz C | DMAz D | DMAz G | nocidos

Littorina litorea [192]
X X X X X

Cyclope neritea X X X X X X X X X X X [188]

Chlamys islandica X X X X X X [191]

Placopecten [191]

maellanicus X X X X X X X

Bathymodiolus [141]

puteoserpentis X X X X X X X

Arenicola marina | X X X X |X X X X [190]
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Caretta caretta X X X [189]

Chelonia mydas [186,189]
X X X X X X X X

Eretmochelys [186,189]

imbricate X X X X X X X X




Larus crassirostris [186,189]
X X X X X

Phocoenoides dalli [186,189]
X X X X X

Globicephala [189]

melas X X X X X X

Globicephala [189]

macrorhynchus X X X X X X

Delphinapterus [189]

leucas X X X X X

Dugong dugon X X X [189]

Tabla 1.8. Presencia-ausencia de los principales arsenicales en distintos
CLAVE grupos de organismos marinos.

Moluscos Anélidos

Reptiles (Tortugas) | Aves Cetaceos y dugong
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" son los arsenicales mayoritarios

En las aguas continentales As’ y As
disueltos en ellas [195, 196]. Estos pasan a los organismos a través de las
branquias o tegumentos, o bien, a través de la dieta. La concentracidn
suele ser mayor que en agua de mar debido fundamentalmente a la
deposicion atmosférica [197] y directa de las fuentes geotérmicas y
antropogénicas, asi como a los efluentes procedentes de las minas [180,
198, 199]. Por lo tanto, los organismos de agua dulce estardn expuestos
potencialmente a mayores concentraciones de arsénico que sus
homdlogos marinos, lo que podria resultar en una mayor bioacumulacion
de arsénico en la cadena tréfica de las aguas continentales. Al igual que en
aguas marinas, tanto el fitoplacton como las macroalgas son los
principales productores primarios en las cadenas tréficas en agua dulce.
Sin embargo, el arsénico contenido en las algas de agua dulce es menor
gue en las algas marinas y la mayoria de los compuestos de arsénico en
ellas son solubles en agua [200, 201, 202]. En las cianobacterias Nostoc.
Sp., que se encuentran en la base trdéfica, el 93% del contenido de arsénico
es oxo-arsenoazucar-glicerol, aunque también se encontré As’ [203].

El Oxo-arsenoazucar-glicerol es el principal arsenoazicar en algas verdes
(Cladophora sp.) de agua dulce y en varias algas del rio Danubio, de las
gue, a su vez, era su principal constituyente, mientras que el As” resulté
ser minoritario [204]. Dentro de los arsenicales solubles en agua, DMA, es
significativamente mayor al de otras especies en algas continentales. En
otros estudios en algas verdes y diatomeas se determind como principal
componente arsenical el DMA (mds del 80% en ambos casos), mientras
que el arsénico inorganico estaba en una proporcién menor del 10% del
total, lo que probaria que el arsénico inorganico es convertido en DMA
por estos organismos [176].

Existe una gran controversia en cuanto a las especies de arsénico

presentes en la fauna y la flora de las aguas continentales, asi en las larvas
y pupas de tricépteros (insectos que tienen una fase acuatica) el DMA es
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mayoritario con porcetajes del 86 y 56 %, respectivamente, mientras que
en el caracol de pantano representa solamente el 27%. En este caracol los
contenidos  mayoritarios corresponden a especies organicas
(principlamente AsC y AsB) y en menor medida a las inorganicas [28]. Sin
embargo, en los peces del rio Hayakawa, el 93% de la concentracion de
arsénico correspondia a arsénico inorgdnico y el resto a trimetilados [176]

Hay investigadores afirman que ASB es el principal arsenical en peces de
agua dulce [205, 206] mientras que otros encontraron pequefias
cantidades de ASB [207] o no las detectaron [208].

Por otro lado, hay autores que afirman que los arsenicales predominantes
en peces de agua dulce son los arsenoazucares y que AsB es minoritario
[209, 210]. Por el contrario, hay estudios que sefialan que los
trimetilarsenicales estan en mayor proporcién que los dimetilados tanto
en peces como en caracoles de pantano a excepcién del Hakoensis
tribolodon [176]. La concentracién de arsénico en peces de niveles tréficos
inferiores es mayor que en peces de niveles suoeriores [211]. En
salmédnidos la AsB es la principal especie de arsénico (97%), mientras que
en la lota (Lota lota) es el DMA (75 %) y el resto AsB [206]. A pesar de
todo, parece evidente que AsB y DMA son las principales especies de
arsénico en peces de agua dulce [212], pero lo cierto es que la distribucidn
y especiacion en organismos de agua dulce resultan ser mas complicadas
gue en los de agua salada. Dicha diferencia puede deberse a una mayor
variabilidad espacial y temporal en la movilizacion del arsénico. Otro
factor importante es la influencia mas directa de la contaminacién [17].
Como conclusion podemos decir que seria imposible establecer unos
patrones de concentracién por grupos de organismos (familias, por
ejemplo) o por hdbitat, seguramente resultado de la inmensidad y
complejidad que el propio estudio conlleva.
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1.6 El arsénico en los alimentos de origen marino.

1.6.1 Anemonia Sulcata

Anemonia sulcata, conocida con el nombre comun de ortiguilla o
anémona de mar comun, es una especie de cnidario antozoo, del orden de
los Hexacoralarios y de la familia Actiniidae. La anatomia habitual de las
anémonas, con un cuerpo blando y contractil, y con numerosas filas de
tentdculos urticantes que son usados para cazar, que rodean a la boca
superior, hacen que este animal se confunda con una planta marina [213].

Fig. 1.19 Fotografias de Anemonia sulcata.
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Fig. 1.20 Esquema general de un antozoo. Clase ANTOZOOS. Estructura de la anémona de
mar Metridium. Parte del cuerpo ha sido cortada para mostrar rasgos internos. Las
secciones transversales, a través de la citofaringe y por debajo de ella, muestran la
disposicidn de los septos [214].

La anatomia de los cnidarios es relativamente simple, son animales con
simetria radial, sin cefalizacion, con extremo oral y aboral. Las anémonas
son podlipos con un disco basal que se une a una superficie de manera
permanente, por lo que son sésiles. En el otro extremo se situa el disco
bucal, que hace las funciones de boca y ano. Su cuerpo estad formado por
dos capas (diblastos), una exterior, epidermis, y otra exterior,
gastrodermis, entre ellas se sitla la mesoglea, muy gelatinosa, compuesta
mayoritariamente por colageno. En su interior se encuentra la cavidad
gastrovascular, que hace las veces de estdmago, tanto en dicha cavidad,
como en los numerosos tentaculos hay un tipo de célula especializada,
cnidos, que a modo de arpdn inyecta veneno a sus presas. Carecen de
sistema nervioso (funcionan por plexos) y de sistema muscular, se mueve
mediante proteinas contractiles. Tampoco tienen sistema respiratorio, ya
gue esta funcidn la realizan mediante difusién. Su reproduccién puede ser
asexual mediante germinacion de alguna parte del individuo o sexual (en
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el caso de la Anemonia sulcata es una especie con separacion de sexos
(monoica) y ovipara (los évulos se liberan de mayo a julio). Las anémonas
pueden reproducirse también por biparticion, sobre todo cuando alcanzan
un gran tamafo, si la particiéon se da en la zona basal, dara lugar a dos
anémonas idénticas, si este proceso se da en la zona de la corona o collar
los individuos resultantes son distintos.

Como todas las anémonas, la Anemonia sulcata es un animal sésil, que se
ancla a través de su base a los lechos marinos, en zonas rocosas Yy
someras. Su alimentacién la realiza mediante la captura de pequefios
artrépodos con sus tentdculos, aunque también se alimenta de
copépodos, anfipodos, o peces de pequefio tamafio y de detritos que
vienen arrastradas por la corriente. Es un animal que alcanza por término
medio un tamano de 6 cm de alto y tres de ancho, pudiendo llegar hasta
los 20 cm. Tiene dos ecotipos que se diferencia en su aspecto externo
influido por el habitat: una de ellas (tipo I) tiene de 70 a 192 tentdculos y
el tipo Il es mas grande y tiene mas de 192 tentaculos.

Son de coloracién muy variada desde verde oliva con las puntas de los
tentdculos violaceos a blanquecino, las que se sitian a mayor profundidad
tienden a ser blanquecinas ya que deben su coloracién a que vive en
simbiosis con zooxanthelas (algas) ubicadas en el tubo digestivo bajo el
ectodermo. Esta especie habita sobre rocas expuestas a la luz, desde la
linea de mareas hasta los 6 m. Con frecuencia se da abundantemente en
aguas poco profundas de bahias tranquilas y soporta bien las aguas sucias.
El ecotipo | aparece en aguas medianamente movidas y en colonias mas o
menos densas hasta unos 5 metros de profundidad. El ecotipo Il aparece
en profundidades entre los 3 y 25 metros. [214, 215, 216]

Puede asociarse con otras especies como: Gobius bucchichii, Leptomysis
mediterranea, decapodos del género Periclimenes, |las arafias de mar Maja
crispata, los cangrejos Maia verrucosa, Inachus phalangium y Scyllarus
artus y juveniles de Chromis chromis (castafiuela) [215, 216, 217]
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Su drea de distribucion es amplia, abarcando todo el mediterraneo y gran
parte del océano atlantico [218]. Es, ademds, una especie muy
abundante, por lo que no es extrafio que tenga cierta importancia
gastrondmica en las zonas costeras del mediterraneo, de hecho esta
reconocida como especie de pesca o acuicultura [219]. En Andalucia se
consumen rebozadas en harina o pan rallado y fritas, si el individuo es
pequeiio se frien enteros, si es grande se suele trocear previamente [220,
221].

1.6.1.1 Especiacion de arsénico en anémonas.

Desde hace unos afios se conoce que las especies de arsénico o
arsenicales que aparecen en mayor proporcién en animales marinos y
algas son AsB y Arsenoazucares. En cuanto a las anémonas de mar, TEMA
ha sido identificado como el arsénico mas importante en Entacmaea
actinostoloides (originaria de Filipinas) (antes llamado actinostoloides
Parasicyonis), mientras que AsB y arsenicales desconocidos han sido
detectados en Actinia equina, ambas anémonas de la clase antozoo, como
las ortiguillas [222, 223, 224].

En estudios previos sobre anémonas de mar no comestibles se
determinaron patrones de concentracién de arsenicales diferentes a las
de otras especies marinas, siendo en estos casos el TEMA un arsenical con
una proporcidn muy elevada. Segun un estudio realizado en nueve
anémonas, el rango de concentraciones de arsénico se encuentra entre
1,6 y 7 ug/g. Ademas, se ha identificado en ellas un arsenical poco comun,
el TMAP (Trimetiltioarsoniopropionato), mediante LC-ESI-MS de m/z 193.
Por otra parte, la AsB es el arsenical predominante en algunas especies de
anémonas (S. gigantea, S.haddoni y M. senil ), sin embargo, no es un
patrén aplicable a todas las especies de anémonas, segin se pudo
comprobar en el estudio realizado sobre nueve anemonas originarias de
Japén [225]. Los resultados de este estudio se presentan en la Tabla 1.9.
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Nombre del | Arsenicales Imagen
organismo presentes
(ng/g)
Anthopleura | AsB (1,2)
asidtica AsB-2 (0,47)
AsC (0,31)
TETRA (1,4)
Actinia AsB (0,18)
equine AsB-2 (0,11)
AsC (0,33)
TETRA (1,4)
Actinodendro | AsB (0.17)
n arboretum AsB-2 (0,03)
AsC (1)
TETRA (0.03)
Phymanthus | AsB (0,29)
loligo AsB-2 (0,19)
AsC (1,3)
TETRA (0,96)
Entacmaea AsB (0,0)
actinostoloid AsB-2 (0,0)
es
AsC (0,53)
TETRA (5,4)
Stichodactyla | AsB (3.0)
gigantean AsB-2 (0,25)
AsC (0,06)
TETRA (1,4)
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Stichodactyla | AsB (2,8)
haddoni AsB-2 (1,3)
AsC (0,07)
TETRA (2.5)

Stichodactyla | AsB (1,4)
mertensii AsB-2 (0,0)
AsC (0,0)
TETRA (3,4)

Metridium AsB (3,7)
senile AsB-2 (0,22)
AsC (0,13)
TETRA (0,22)

Tabla 1.9. Concentracidn de los principales arsenicales en anémonas marinas [225]

Aunque el uso de arsénico como veneno es bien conocido, lo cierto es que
los casos agudos de intoxicacidon son anecddticos frente a la intoxicacidon
crénica. Ademas de la inhalacién de particulas y el contacto dérmico, la
ingesta de agua y alimentos contaminados es una de las vias de exposicion
mas importante a especies de arsénico.

Por ello tiene gran importancia el control de los alimentos en cuanto a sus
niveles de arsénico y su posible transformacién durante el cocinado,
habida cuenta del distinto nivel toxico que presentan los diferentes
arsenicales.

Uno de los procesos de cocinado mas comunes es la aplicacién de calor a
los alimentos, lo que provoca distintos cambios que hay que tener en
cuenta, como son la pérdida de agua y otros compuestos solubles como
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proteinas y vitaminas, asi como, la solubilizacién y la transformacion
guimica de ciertos compuestos[226].

Hay numerosos estudios que citan un aumento o disminuciéon de la
concentracion de arsénico en el alimento cocinado frente al crudo. El
aumento de temperatura en el alimento tiene como consecuencia la
pérdida de agua, lo que provoca, a su vez, que pueda eliminarse el
arsénico si es soluble o que aumente su concentracién si no lo es. Dabeka
[227] llegd a cabo un amplio estudio en Canadd, tanto en peces marinos
como de aguas continentales, en los que observaron una disminucién
clara de la concentracion de arsénico después del cocinado. Algo similar
ocurre cuando se cocina la lubina mediante microondas o fritas, como
detallan Ersoy et al. [228]. Sin embargo, Devesa et al. [229] comprobaron
gue durante el cocinado de diferentes muestras marinas se producen
tanto pérdidas como aumentos de la concentracién, de hecho, se
determind un aumento de hasta un 37% en muestras de bacalao y
bivalvos, a causa de la pérdida de agua y otros compuestos solubles, a la
vez que cierta pérdida en peces, bivalvos y crustaceos, que fue motivada
por la vaporizacién y solubilizacién del propio arsénico. En este estudio, la
solubilizacién fue comprobada mediante el andlisis del liquido de coccidn
en el que se hallé AsB para el caso de crustaceos, y AsB y DMA en bivalvos.

Por su importancia en el consumo, sobre todo en paises como Japdn, cada
vez toman mayor importancia los estudios sobre macroalgas. Hay estudios
[230, 231, 232] que afirman que el lavado de Hizikia fusiforme disminuye
hasta en un 60% el arsénico total presente en este alimento, sin embargo,
el cocinado en algas verdes, rojas y marrones no se produce esta
disminucion [231, 232, 233].

La mayoria de estudios sobre el cocinado de vegetales que contienen
arsénico se centran en zonas donde ya de por si el agua usada estd
contaminada. Sin embargo, de los escasos estudios sobre alimentos que
contienen arsénico no procedente del agua de cocinado, se concluye que
al hervir verduras o pastas se reduce notablemente la concentracién total
de arsénico hasta en un 60 %. Cuando el agua de cocinado estd
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contaminada, se han llegado a determinar niveles tan altos como 2 ug/g
(peso seco) en verduras y pastas [226]. La concentracion final de arsénico
gque podemos encontrar en un alimento vegetal, viene dada por la
concentracion en el ambiente de crecimiento de la planta en cuestion y
por los procesos empleados en la elaboracién culinaria de la misma,
siendo enormemente importante la concentracién del agua empleada en
el cocinado, por ejemplo, se han observado aumentos hasta del 50 % en la
concentracion total de arsénico tras cocinarse arroz con agua
contaminada debido a su alta capacidad de absorcion [234].

Mads alld de la pérdida total de arsénico durante el cocinado de alimentos
es importante conocer la interconversién de especies en el mismo
durante este proceso. Para ello, se han estudiado varias especies de
arsénico [235], sometiéndolas a una temperatura de 160 2C durante 24
horas, observdndose que AsB se transformé en TMAO (11%) y TMA®
(68%), DMA en MMA (5%), AsOs> (3%) y otros productos volatiles de
degradacion y MMA a AsO;> (39%) y AsO,> (9%). Devesa et. al. [236]
realizaron un estudio similar en el que se comprobd la respuesta de
diferentes arsenicales en un rango de temperaturas de entre 85y 190 °Cy
de tiempos entre 15 y 44 minutos, comprobandose que el AsB se
transforma parcialmente en TMAO (16%) a 150 °C y en TMA (2%) a 160
°C. También se observd la transformacién de AsC en TMAO (<1%) a
temperaturas de entre 150 y 180 °C y de AsC en DMA (0,1%) a
temperaturas superiores a 170 °C.

Se ha establecido de forma generalizada que la transformacién en
alimentos del arsénico es poco habitual porque se deben superar los 150
°C. Asi, en un estudio reciente [237] se observd el aumento de arsénico
inorganico, DMA y TMA en algunos tipos de mariscos tras su cocinado,
siempre que estos fueron fritos, asados o cocinados a la parrilla, todos
procesos en los que es posible que la superficie del alimento alcance
temperaturas superiores a los 150 °C. Otro estudio [238] realizado sobre
un alga roja, Yakinori, que se consume habitualmente tostada mostré un
leve aumento de organoarsenicales (DMA vy arsenoazlcares) frente a la
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cruda. Sin embargo, si las algas son cocinadas al modo tradicional, es
decir, lavado y coccién no sélo no hay transformacién sino que, y como se
ha comentado con anterioridad, hay una pérdida sustancial de arsénico
inorganico, que en el mejor de los casos puede ser de hasta el 87 % [226],
por lo que parece evidente que el tipo de cocinado es fundamental para
determinar el grado de transformacion del arsénico, la pérdida de
arsenicales y el grado de toxicidad final.

En los vegetales, que contienen en su mayoria especies inorganicas, se
producen poca variabilidad después del cocinado, ya que estos arsenicales
son muy estables, sélo el uso de agua contaminada puede aumentar la
concentracion final (el arroz puede incrementar su concentracién de
arsénico hasta diecisiete veces) [226].

En cuanto a los productos marinos en conserva, lo cuales son cocinados a
altas temperaturas, la solubilizacidn del arsénico es notable, pero no hay
una reduccién del mismo, ya que dichos productos son envasados en su
liguido de coccidon. AsB y DMA son los principales arsenicales que se han
encontrado en dichos productos; por ejemplo, en un estudio sobre
cangrejo se detectaron en el liquido del alimento AsB, DMA vy algunos
arsenoazucares. No hay en la bibliografia estudios sobre la transformacion
de arsénico en productos de conserva. El proceso de esterilizacién no
produce ninguna transformacién aparente en los arsenicales presentes
[239].

La actividad microbiana es una de las principales causas de transformacién
de los arsenicales presentes en los alimentos, la cual puede reducirse
mediante métodos de refrigeracion , como reconoce la FAO (Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacidn y la Agricultura) [240]. Se ha
demostrado en Procambarus clarkii que a 8 °C las especies TMAO, TMA,
DMA y MMA no sufren transformacién alguna durante 29 dias, mientras
que AsC y AsB sufren alteraciones a dicha temperatura. La AsB se
transforma en DMA, MMA, TMAO y un arsenical desconocido que podria
ser dimetilarsinoylacetato, por su parte, la AsC se transforma rapidamente
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en AsB. La Pseudomonas putida es la Unica especie bacteriana con
actividad a esa temperatura [241].

No existen estudios suficientemente contrastados como para hacer
afirmaciones concluyentes sobre la transformacién que pudieran sufrir los
arsenicales durante los procesos de congelacidn, aunque si hay cierta
informacién que puede acercarnos un poco mas a entender dichos
procesos. El porcentaje total de arsénico en los productos del mar
congelados (<18-82%) es menor que los porcentajes hallados en
productos frescos (50-119%), lo que sugiere que esto podria deberse a la
descomposicidon de AB durante el proceso de congelacién [240].
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1.7 Metodologias analiticas para la caracterizacion y
cuantificacion de especies quimicas.

El concepto de especiacidn es relativamente moderno en quimica
analitica y se definié por primera vez como “la presencia de un elemento
en formas separadas e identificables, tanto en forma quimica, como fisica
o estado morfolégico” en el Second International Symposium on
Speciation of Elements in Toxicology and Evironmental and Biological
Sciences (Loen, Noruega, 15-18 de junio 1994) [242].

Una definicion mas reciente y aceptada es la que hace Templenton en
2000 [243] segun la cual, una especie quimica queda definida como
aquella forma quimica en la que se encuentra un elemento quimico
definida por su composicién isotdpica, su estado electrdnico o estado de
oxidacion, asi como, la estructura molecular o complejo del que forma
parte.

A través de la especiacidon es posible determinar las diversas formas
quimicas de un elemento (tanto atémicas como moleculares), las
respuestas especificas que los sistemas vivos dan a la presencia o
ausencia de cada especie, la participacidon en procesos de asimilacion de
nutrientes por via intra- y extracelular, y su papel biolégico. La
distribucién, movilidad, toxicidad, bioacumulacién y biodegradabilidad de
los elementos depende no sélo de su concentracidn, sino también de la
forma quimica en la que éstos se encuentran. Por lo que la especiacidon se
convierte en una potente herramienta que nos permite profundizar en el
estudio de cada elemento y en sus diversos comportamientos quimicos,
siendo posible conocer en cada caso las propiedades, singularidades y
posibles interacciones en el ambiente. Todo ello es aplicable en diferentes
areas, como la tecnologia, la industria, la toxicologia, la biologia o Ila
medicina, entre otras.

Existen ciertos aspectos a tener en cuenta a la hora de desarollar un
método de especiacion quimica, fundamentalmente si se tratan de
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muestras bioldgicas complejas, ya que existen algunas dificultades que es
necesario considerar. Estas son fundamentalmente: La estabilidad
termodinamica de los compuestos, que no es siempre la misma, ya que
depende de la propia matriz, y en segundo lugar, la cinética de
transformacion de las diversas especies.

A menudo el tiempo durante el que los analitos son estables no sobrepasa
unas pocas horas y siempre en condiciones de refrigeracion, por lo que es
vital para el buen desarrollo del analisis que éste se ajuste lo mas posible
al tiempo de vida de la especie en cuestidn. Este proceso de inestabilidad
guimica viene dado por equilibrios acido-base, de oxidacién-reduccién o
de complejacién. Habida cuenta de lo fragiles que pueden resultar algunos
de estos equilibrios a las condiciones ambientales es preciso tener un
especial cuidado en que la muestra esté bajo en condiciones éptimas
antes de ser analizada.

El arsénico en los organismos vivos se encuentra a menudo en
concentraciones muy bajas (ugL™ o ngL™*) y como especies desconocidas,
de las que no hay patrones para su comprobacion. Esto ha supuesto dos
grandes retos que afrontar, el primero de ellos se ha resuelto con técnicas
analiticas mucho mas sensibles, ya que las dosis letales de algunos
arsenicales suelen establecerse en concentraciones del orden del ugL'l, sin
embargo, en la misma matriz suelen convivir con otras especies que se
encuentran en mayor concentraciéon. Este problema se ha resuelto
combinando de técnicas espectroscopicas y cromatograficas [244, 245]. El
segundo aspecto es de vital importancia, ya que no se conocen en muchos
casos ciertas especies por lo que resulta una incégnita su papel en las
muestras de origen bioldgico. Como se ha visto previamente, las formas
de arsénico resultan claves para la comprension del metabolismo de
muchos organismos, de su bioacumulacion y de la posible toxicidad de los
mismos tanto en humanos como en otros organismos vivos. Lo que
supone un reto para futuros estudios en los campos del medio ambiente,
la calidad de los alimentos vy la salud.
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A grandes rasgos, podemos distinguir dos grandes grupos de especies
quimicas, las que se forman a través de la unién de un metaloide, por
ejemplo el arsénico con una pequefia molécula, por ejemplo azlcares
como la ribosa, y en segundo lugar, las que forman parte de grandes
moléculas, como proteinas o grupos proteicos.

Por tanto, en los ultimos afios se ha producido un cambio notable en este
campo, que ha llevado del andlisis de especies quimicas conocidas y
relativamente simples, al andlisis de especies a menudo desconocidas y en
gran medida mas complejas. Por ello ademas de las técnicas de
especiacion ya citadas, se ha hecho imprescindible el uso de otras técnicas
y metodologias, y sobre todo el empleo de plataformas instrumentales
utilizadas offline u online, lo que ha configurado una nueva disciplina, la
metaldmica. Esta comprende el estudio cualitativo/cuantitativo del
metaloma o conjunto de especies de metales o metaloides en una célula o
tejido, ya sean idnicas (ionoma) o complejos con proteinas
(metaloproteoma). En dichos andlisis metalémicos hay un triple enfoque:
Deteccién de la presencia de la especie en cuestién, su cuantificacidon y su
identificacion o establecimiento de su estructura. En muchos casos los
estudios tienen una segunda fase que integra la metalédmica con los
estudios del analito dentro del metabolismo de un organismo
(metaboldmica). Por ello, la metaboldémica se asocia cada vez mas a
estudios metaboldmicos, proteédmicos (proteinas) etc. que conforman la
familia de las comunmente conocidas como -6micas. Todo ello resulta
razén mas que suficiente para que, ademds de los acoplamientos
utilizados en especiacion, se haga necesario el uso en paralelo de nuevas
técnicas analiticas, fundamentalmente de identificacién de moléculas,
siendo la mas usual la espectrometria de masas con distintas fuentes de
ionizacion: Electrospray (ESI), ionizacidon quimica a presiéon atmosférica
(APCI), fotospray (APPI), ionizacién-desorcién por laser asistida por la
matriz (MALDI), etc. [246, 247, 248].
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A pesar de los grandes resultados obtenidos con la especiacion debido
fundamentalmente a su gran fiabilidad y bajos limites de deteccion, y del
gran interés existente por los organismos oficiales y la empresa privada
para su aplicacidon en biomedicina, toxicologia, calidad de los alimentos o
el control medioambiental, su aplicacion fuera del mundo académico es
casi anecdético, ya que resultan a menudo costosa y tediosa, ademas de
necesitar de personal altamente cualificado en la materia para realizar los
acoplamientos oportunos y aplicar los diferentes métodos analiticos.

Otro aspecto que actualmente resulta un inconveniente, es la dificultad
existente en la validacion de las metodologias analiticas desarrolladas por
los diferentes grupos para su aplicacién al andlisis de rutina. Aunque ha
habido avances en la normativa que regula este tipo de especies quimicas
tanto en los campos de la salud como del medio ambiente, aun queda
mucho para que se ponga a la altura de los avances metodoldgicos ya
existentes, y a menudo se siguen utilizando métodos cldsicos para el
analisis de estos compuestos. Como ejemplo la UE (Unién Europea) estd
realizando un borrador que establecera los limites de arsénico inorganico
en arroz y sus derivados, cuando ya es posible la identificacidon y
cuantificacién de una mayor variedad de arsenicales, mas aun teniendo en
cuenta su distinta capacidad téxica [152].

Una de las etapas criticas del proceso de especiacién de arsénico es la de
preparacion de la muestra. Habida cuenta que las metodologias de
separacion mas usadas se basa en la cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), es habitual la necesidad de realizar algun tipo de
extraccidén. Por lo que hay que tener presente la diferente naturaleza
polar de los arsenicales presentes en una muestra real (arsenolipidos,
arsénico inorganico, arsenoazucares, etcétera) lo que dificulta dicha
etapa. Asi mismo, la simplicacién de los procedimientos de especiacion en
muestras complejas con el fin de que se puedan utilizar de modo
rutinario, constituye un reto a dia de hoy [10].

Pagina | 106



, @
IINTRODUCCION ‘.

En la preparacion de la muestra la diferente polaridad de las especies de
arsénico presentes en la muestra (arsenolipidos, arsénico inorganico,
arsenoazucares, etc) puede anadir complejidad a esta etapa.

La extraccion de las especies a partir de la matriz se realiza normalmente
con agua y metanol, por separado o formando una mezcla de diferente
proporcién dependiendo de la muestra. Tradicionalmente, sobre todo en
la década de los noventa, la mezcla que se considerd mas éptima era la de
agua y metanol a partes iguales, con un rendimiento de extraccidon del
90%, sin embargo, la mayoria de las muestras analizadas eran de origen
marino y con elevadas concentraciones de AsB. En la actualidad, los
estudios que se han venido realizando en otro tipo de muestras,
fundamentalmente en algas, han demostrado que no es posible
determinar un porcentaje dptimo para todo tipo de muestra, ya que los
rendimientos pueden variar en un rango entre el 50% y 80%. La variacion
de las proporciones de ambos disolventes se ha mostrado clave a la hora
de mejorar el rendimiento extractivo.

El El uso del agua como unico disolvente es la mejor opcidn para algunas
muestras de origen terrestre, como es el caso de distintas especies de
helecho, sin embargo, en otro tipo de muestras como melocotones vy
manzanas la mejor opcién es una mezcla de metanol y agua en una
proporcidn de 3:1. En muestras de arroz la mezcla de metanol y agua
resultd ser poco eficaz segun algunos estudios y por ello ha sido necesario
el uso del acido trifluoroacético, debido posiblemente a la poca cantidad
de agua del grano de arroz con respecto a otras muestras. Otra forma
alternativa de extraccion es el uso de acido fosfdrico para muestras que
contengan tioarsenicales ya que es mas eficaz para romper los enlaces As-
S. Los arsenolipidos también requieren condiciones especificas para su
extraccién eficiente por lo que es posible que sobre una misma muestra
compleja se tengan que hacer distintas extracciones, dependiendo de los
arsenicales a determinar.
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La eficacia de la extraccién no depende uUnicamente del disolvente o
mezcla de ellos, sino por el sistema de extraccidén utilizado. Los mas
habituales son la extraccion liquido-liquido o sélido-liquido, la extraccion
con ultrasonidos y los sistemas de extraccidén por presion. El rendimiento
de la extraccion mejora considerablemente cuando se realiza una
extraccién asistida por microondas o mediante el uso de un sistema de
extraccion acelerada por disolventes (ASE), sin embargo, este ultimo
método tiene algunos inconvenientes, ya que la muestra debe dispersarse
en un medio inerte y homogéneo, y a menudo algunos arsenicales pueden
guedar retenidos en el material usado como medio de dispersion, por lo
gue es poco utilizado.

Brisbin y Caruso [249] compararon distintos sistemas de extraccidon de
compuestos de arsénico a partir de langosta (Tort-2), utilizando soxhlet,
agitacion mecanica, ultrasonidos, microondas-calefaccién asistida, y la
extraccion de fluidos super- y subcriticos con didxido de carbono o agua,.
Los resultados obtenidos mostraron un gran rendimiento para todas ellas,
a excepcion de la extraccién por fluidos supercriticos, y finalmente se
considerd que la extraccion asistida por microondas era el mas adecuado
por razones de operatividad [10].

Un avance en este sentido lo proporciona el método de extraccidn asistida
por microondas focalizado, que permite mantener temperaturas mas
estables y en un amplio rango, lo cual es muy importante para aquellos
arsenicales que se degradan térmicamente a bajas temperaturas.

La etapa de limpieza o clean-up también es critica habitualmente puesto
gue puede implicar la pérdida de las especies de arsénico antes de su
analisis. Sin embargo, también tiene importantes ventajas si se efectua de
un modo correcto, ya que permite la concentracién de especies
inorganicas, metiladas y solubles en lipidos, que en ocasiones estan en
concentraciones por debajo del limite de deteccién, por lo que el simple
hecho de detectarlas puede ser de gran utilidad en muestras reales en
cuanto a su potencial riesgo téxico. Los métodos de limpieza mas usuales
para la determinaciéon de arsénico suelen estar basados en métodos
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cromatograficos bi-, tri- o multidimensionales, ya sean acoplados en linea
con el método de deteccidon, o utilizados secuencialmente. Asimismo,
también se ha utilizado extensamente la extraccion y/o purificacion
mediante fase sélida [10].

La estabilidad de la muestra es clave, como hemos visto en puntos
anteriores, a la hora de llevar a cabo el andlisis. En agua el As (V) se
convierte en As (lll) tras 24 horas, tanto con luz como en la oscuridad.
Ademas, la matriz de la muestra tiene una gran importancia en la
estabilidad de los arsenicales, asi como el estado de oxidacion, por lo que
hay estudios que ponen de manifiesto una gran estabilidad de As (V), DMA
y MMA en aguas residuales durante mds de 4 mesesa pH entre 1,6 y 7,3 y
a temperaturas de entre 4 y 40 °C, mientras que el As (Ill) se comporta de
distinto modo en estas aguas y su estabilidad depende enormemente de
la temperatura, el pH y la matriz. Para especies descubiertas
recientemente y mads complejas no existen estudios de estabilidad
exhaustivos por lo que resulta un desafio a tener en cuenta [10].

En cuanto a la estabilidad de arsenicales en muestras bioldgicas estd muy
influenciada por la matriz, como demuestra un estudio [250] reciente con
dos algas comestibles, Sargaso (Sargassum fulvellum) y Hijiki (Hizikia
fusiformis), que pone de manifiesto la necesidad de llevar a cabo estudios
de estabilidad para cada tipo de muestra estudiada. Este mismo estudio
establece que las muestras liofilizadas son muy estables incluso a
temperatura ambiente, sin embargo en el caso de los extractos acuosos, la
estabilidad se reduce a menos de 15 dias y siempre en condiciones de
oscuridad y baja temperatura (-18 °C). Asi pues, es posible decir que la
liofilizacidon es el mejor método de conservacidon de muestra, y que una
vez extraidos los analitos, el analisis debe hacerse en unos dias como
maximo. Sin embargo, la liofilizacion supone en determinados casos la
pérdida sustancial de determinadas especies volatiles [10].

La posibilidad de interconversién de los distintos arsenicales, hace mas
complejo el desarrollo de un método analitico ya que las condiciones, por
ejemplo de pH, que favorecen la estabilidad de unos arsenicales son
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perjudiciales para la de otros. Por este motivo, es imprescindible llevar a
cabo estudios de estabilidad particulares [10].

La técnica de separacion utilizada habitualmente para la determinacién de
las distintas especies de arsénico es la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC), fundamentalmente basada en los mecanismos de fase
reversa (RP) e intercambio idnico (IEC). Para la separacion de especies de
arsénico mediante intercambio anidnico (AEC) la columna mas utilizada es
PRP-X 100, normalmente con fases mdviles con diferentes proporciones
de fosfatos, menos para los casos en los que hay una fase previa de
generacién de hidruros, en cuyo caso se utilizan fases moviles con
distintas proporciones de carbonatos. Sin embargo, para la separaciéon
mediante intercambio catiénico (CEC) no hay ninguna columna o fase
movil que destaque por ser la mas utilizada.

En cuanto a la deteccion existen numerosos sistemas que hacen posible
la determinaciéon de especies de arsénico con diferentes pardmetros
analiticos. Por un lado, las mas tradicionales como la espectroscopia de
emision atdmica (AES) y de absorcion atomica (AAS) no presentan buena
sensibilidad. Sin embargo, la fluorescencia atdmica (AFS) soluciona este
problema ya que tiene una gran sensibilidad, similar a la del plasma de
acoplamiento inductivo con detector de masas (ICP-MS) para ciertos
arsenicales, fundamentalmente aquellos que dan arsinas con facilidad, ya
gue permite el uso previo de una etapa de generacién de hidruros (HG),
por lo que es una buena alternativa para analisis de aguas y orina, debido
fundamentalmente a su bajo coste frente a ICP-MS. Es posible la
deteccion mediante AFS de arsenicales que no forman arsinas con
facilidad siempre y cuando se le aflada una etapa previa para la
descomposicion de estos compuestos. Una de las mas utilizadas es una
etapa de fotooxidaccion mediante una lampara de emision ultravioleta
(UV).
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Fig. 1.21. Esquema de un sistema HPLC-UV-HG-AFS

Sanchez-Rodas et. al. [251] realizé un estudio con un sistema similar al
que se representa en la imagen y con el que detectaron una especie
desconocida de arsénico en ostras. En dicho trabajo, el efecto matriz
resultd muy importante ya que la cuantificacion no concordaba con la
proporcién establecida en el cromatograma obtenido previamente
mediante AFS, y en el que destacaba un gran pico perteneciente al
arsenical desconocido.

Sin embargo, uno de los detectores mas utilizados en la actualidad es el
ICP-MS, debido fundamentalmente a su sensibilidad (menos de 1 ug de As
por litro), estabilidad, alta tolerancia a la matriz, amplio rango lineal y
posibilidad de llevar a cabo analisis multiisotépico. Ademas, la sensibilidad
puede mejorarse mediante una etapa previa de HG, tal y como se ha
explicado para los sistemas de deteccion mediante AFS (la fotooxidacion
no tiene sentido si tenemos un plasma). Pero sin duda, el avance mas
significativo en la técnica ICP-MS ha sido el desarrollo de celdas de
colisidén-reaccién, que ha permitido una eliminacién eficiente de
interferencias, sobre todo en aquellas muestras con altos contenidos de
cloro, como el suero o la orina, ya que la suma de CI" y Ar" dan como
resultado una interferencia isobarica con el Unico isétopo del arsénico de
m/z 75. En este sentido el uso de la celda de colisidn (o reaccién), en cuyo
interior se da un contraflujo entre la muestra y el He (o H,), elimina gran
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parte de las interferencias isobaricas, por iones poliatdmicos o aductos,
por 6xidos e hidrdxidos e iones con doble carga. Légicamente este contra
flujo provoca cierta pérdida de sensibilidad en la deteccion final, mas
apreciable en metodologias cromatograficas, por lo que gran parte del
éxito de la medicién en especiacion esta en el ajuste previo de los gases
tanto de nebulizacién, como de colisién [10].
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Fig. 1.22 Esquema de un ICP-MS con celda de colisién [252]

En la imagen superior se puede ver un esquema de un ICP-MS con celda de colisidn, y en
la inferior, la colision entre una interferencia presente en la muestra (rojo) y el gas de
colision (azul), la esfera roja cambia su direccidn inicial y sale del cuadrupolo, por lo que
no llega al electromultiplicador y no es detectada. http://www.youtube.com/watch?v=L-
FYh2z9mi0

COLLISION MODE COLUISION MODE
-

-
- -
\ s

Fig. 1.23 Colisién de moléculas en la celda de colisién de un ICP-MS.

La espectrometria de masas molecular permite por su parte detectar y
realizar anadlisis cualitativos de nuevos arsenicales. Son numerosos los
trabajos realizados al respecto, fundamentalmente basados en el
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acoplamiento de la espectrometria de masas orgdnicas al HPLC, los cuales
han permitido en los ultimos afios la identificacion de arsenicales
desconocidos hasta la fecha.

Dentro de la espectrometria de masas molecular, los analizadores de
masas con uno o varios cuadrupolos son los mas habituales y han dado
grandes resultados. No obstante los espectrémetros de masas hibridos
con uno o mas cuadrupolos asociados a tiempo de vuelo (Q-TOF-MS) o
cuadrupolo con transformada de Fourier de resonancia de ién ciclotrén
(Q-FTICR-MS) representan una gran alternativa. Ambos sistemas en
tandem tiene una elevada resolucién de masas, lo que los convierte en
instrumentos muy potentes para la identificacién de especies de arsénico
desconocidas, como se ha demostrado en numerosos trabajos [10].

Uno de los retos actuales es la simplificacién en la deteccion del arsénico,
eliminando la mayor cantidad de etapas posible y creando métodos mas
sencillos. Sin embargo, a dia de hoy, la especiacidon de arsénico requiere
del uso combinado de HPLC-ICP-MS y HPLC-MS-MS como alternativa mas
habitual.

De forma tradicional, para la especiacion de arsénico en matrices
bioldgicas, se han utilizado fundamentalmente técnicas analiticas basadas
en la espectroscopia, como ya se ha comentado con anterioridad. Asi
mismo para la separacion previa de arsenicales la HPLC resulta la mas
utilizada debido a su mejor versatilidad y su buena reproducibilidad frente
a otros métodos cromatograficos como por ejemplo la cromatografia de
gases (GC) o la electroforesis capilar (CE). La combinacién de ambas
técnicas, cromatograficas y espectroscépicas, resulta ser la mas atractiva y
versatil actualmente en biomedicina [253].

En el caso de la especiacién en biomedicina, el estudio y desarrollo de
nuevos métodos y aplicaciones se ha centrado en la orina, la cual se ha
considerado una matriz adecuada para los estudios del metabolismo de
arsénico. Sin embargo, la falta de medios econdmicos por parte de centros
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médicos y de métodos de andlisis sencillos y rdpidos, que no requieran de
personal altamente especializado, ha provocado que la determinacion de
arsénico total sea el parametro de uso habitual en dichos centros.

Dentro de los sistemas instrumentales mas utilizados, como son HPLC-HG-
ICP-MS, HPLC-HG-AFS y HG-ASS, parece ser que por coste y sensibilidad,
HPLC-HG-AFS se ajusta mads a las necesidades en el andlisis de orina por
parte de los centros médicos.

La especiacion de arsénico en muestras bioldgicas es importante para la
evaluacién de exposiciones agudas o crénicas a través del medio
ambiente, alimentos o el ambiente laboral. En este sentido se han
desarrollado niumeros estudios que intentan establecer métodos sencillos
para el estudio en el ambiente laboral, como es el caso del realizado por
Morton [254], en el que se llega a establecer una correlacidon entre la
exposicion de trabajadores a cinco arsenicales y ciertas enfermedades
utilizando una técnica basada en intercambio aniénico e ICP-MS.

Mediante HPLC-ICP-MS Christian et al. [255], correlacion6 los efectos de
As y Se, en mujeres embarazadas de una zona contaminada de Chile,
llegando a la conclusién de que habia una alteracién del metabolismo
urinario. Xu, et al [256] realizd un estudio peculiar por tratarse de un
grupo de trabajadores expuestos de forma aguda, ya que en la mayoria de
estudios las personas estan expuestas de forma crénica. Dicho trabajo
realizado mediante HG-ASS con trampa fria, concluyé que la biometilacion
sufre un proceso claro de dosis dependencia, ya que los niveles de
arsénico (fundamentalmente MMA) fueron descendiendo con el tiempo
una vez que los trabajadores fueron alejados de la fuente contaminante.

Pero no sélo el ambiente es un foco importante de arsénico, la dieta cobra
cada dia mas importancia en los estudios relacionados con la presencia de
arsenicales en el metabolismo humano, y en la orina. Hay numerosos
estudios a este respecto, Raml et. al. [257] determind mediante HPLC-ICP-
MS siete arsenicales en la orina de humanos que ingirieron un
arsenoazucar, tres de ellos desconocidos hasta la fecha. La mayoria de
estudios de especiacion de arsénico se hacen a escala poblacional, sin
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tener en cuenta la dosis concreta de cada individuo, y en la mayoria de los
casos se efectlan en zonas ya contaminadas, como Bangladesh con altas
concentraciones de arsénico en el agua. Sin embargo, hay estudios, como
el de Schmeisser [258] que aportan informacién muy valiosa sobre la
ingesta de un determinado alimento y en personas voluntarias no
expuestas. En este estudio los dos voluntarios ingirieron higado de
bacalao, y tras el andlisis de la orina mediante HPLC-ICP-MS, se
encontraron DMA y cuatro arsenolipidos.

Todos estos estudios en orina deben ir ajustados a los cambios
metabdlicos que se producen en los organismos debidos a distintas causas
como la edad, el indice de masa corporal, el ejercicio fisico, la dieta o el
embarazo entre otros. Para ello uno de los ajustes mas comunes es el que
se realiza mediante la medicién de la creatinina en orina, un producto de
tranformaciéon de la creatina, que tiene gran vinculaciéon al metabolismo
renal. El ajuste se realiza dividiendo la concentracidn de arsénico entre el
de creatinina, siempre y cuando los niveles de creatinina no muestren una
disfuncion (niveles normales entre 50 y 550 mg de creatinina/dL de orina).
Si bien para estudios poblacionales es posible no utilizar este ajuste sin
grandes consecuencias en los resultados [259], se hace imprescindible
para el estudio de un metabolito concreto en voluntarios.

En muestras de sangre el uso de HPLC-ICP-MS es también el mas comun
debido, como ya hemos comentado con anterioridad, a que permite
obtener buenos limites de deteccidon y escaso efecto matriz. Con este
método se ha logrado la deteccién de diferentes arsenicales en sangre,
tanto inorganicos (arsenito, arsenato) como orgdnicos (AsB, AsC, DMA,
MMA). Ademas el arsénico, en forma de trioxido de arsénico, se ha
utilizado para el tratamiento de enfermos de leucemia promielocitica
aguda a los que se ha hecho el seguimiento mediante HPLC-ICP-MS. Uno
de los aspectos mas importantes en este tipo de muestra es su
preparacién, a fin de evitar la presencia de posibles artefactos, que
puedan inducir a errores en el analisis [253].
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El andlisis de metales pesados y metaloides en ufias y pelo son muy
habituales tanto en estudios de exposicién como de control terapedutico,
ya que son muestras accesibles por medios no invasivos, y que a
diferencia de la orina y el suero, permiten conocer la exposicién crénica a
contaminantes. La especiacion de arsénico en pelo y ufias, tanto de las
manos como de los pies, también se lleva a cabo generalmente mediante
el acoplamiento HPLC-ICP-MS. Como ya se ha comentado con anterioridad
para otro tipo de muestras, la fase de preparacion de muestra es basica,
ya que el estado 6ptimo de las mismas es clave para evitar errores de
cuantificaciéon e identificacién. En ese sentido Raab y Feldmann [260]
realizaron un estudio de estabilidad para distintos arsenicales utilizando
un método de extraccion habitual para este tipo de muestras, el cual
consiste en una extraccion con agua en ebullicion, comprobando que
mientras el arsénico inorgdnico y metilado con estado de oxidacién cinco
se mantenian estables, no ocurria lo mismo con las formas reducidas.

En 2007 se dio a conocer en los medios de comunicacién el hallazgo del
contenido de arsénico en el pelo de Napoleén Bonaparte, en el que se
descubrio que la alta concentracion de arsénico se debid a un
envenenamiento y no a una exposicidn crénica [261].

Aunque de manera menos habitual, y a veces mas discutida, la
especiacion de arsénico se ha realizado en otros fluidos bioldgicos, como
la saliva. Asi Yuan [262] realizd analisis de arsénico en saliva humana
usando HPLC-ICP-MS y pudo relacionar la incidencia de enfermedades de
la piel con ciertas concentraciones de arsénico en la saliva.

En 1995 se dio a conocer el primer mapa gendmico de un organismo
procedente del medio natural, Haemophilus influenzae, un bacilo cuya
carga genética es muy pequena. A posteriori se ha descubierto el genoma
de otras especies mas complejas, incluida el ser humano, en el afio 2002, y
se han desarrollado numerosas técnicas y metodologias que tienen como
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objetivo el analisis masivos de genes, proteinas, metalobiomoléculas o
metabolitos de los organismos vivos, definidas bajo el nombre de —émicas.

Una de las édmicas mas significativas, mas alla de la precursora, gendmica,
es la protedmica basada en el estudio del conjunto de proteinas
pertenecientes a una célula, érgano u organismo, ademds del de la
localizacidn, estructura, estabilidad e interacciones de las mismas. Todo
ello ha sido posible gracias al uso de la espectrometria de masas y de la
técnica MALDI (ionizacién/desorcion laser asistida por matriz). Uno de los
estudios de mayor interés en protedémica es el de los cofactores en
proteinas con estructura terciaria, ya que el papel de éstos es
fundamental para el funcionamiento de las proteinas, muchos cofactores
son simplemente algin metal como son los casos de Cu, Zn, Mo, Fe o
metaloides como As y Se. Las proteinas realizan funciones imprescindibles
para el organismo, dentro de las diversas rutas metabdlicas, en la
distribuciéon de sustancias intra y extracelular y en la regulaciéon de
numerosos procesos que tienen lugar en los seres vivos, la lista es casi
ilimitada [263].

Ahondando mas en las —Omicas y en el papel de los cofactores, es
importante la definicion de metaloma y por consiguiente de |Ia
metalémica. El metaloma fue definido por primera vez por Williams, como
la distribucidon de un elemento, la concentracién de equilibrio de iones
metalicos libres o como el contenido de un elemento libre en un
compartimento celular, en una célula u organismo [264]. Un estudio
metaldmico implica:

- La presencia de metales o metaloides en sistema biolégico.

- La existencia de una cierta correlacién con el genoma, ya sea
estadistica o funcional.

- La existencia de un enfoque sistematico, integral o global. La mera
identificacién de un elemento no significa que sea un estudio
metaldmico [263].
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Un término asociado y que tiene cierta importancia es el de
metalometabolito, definido como: el complejo formado por un metal y un
ligando producido por una reaccién quimica o biosintetizado por un
organismo, que esta expuesto al estrés por el metal, o bien como una
metalobiomolécula que ha sido alterada bioldgicamente [263]. La
formacién de nuevos arsenicales organicos en los procesos de
detoxificacion en el metabolismo de los distintos seres vivos puede ser
enfocados bajo este término.

Las areas donde la metalémica tiene mayor presencia son la catélisis
bioldgica (por ejemplo catdlisis enzimdtica), biogeoquimica y quimica
ambiental, bioquimica de las plantas (por ejemplo, en la captacién de
elementos trazas o pocos solubles por las plantas), quimica clinica (por
ejemplo la mutacién de genes por presencia de metales) y nutricion y
suplementos alimenticios (por ejemplo el estudio de metales o metaloides
(Zn o Se) en la dieta como suplemento para evitar ciertas
enfermedades)[263].
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Fig. 1.24. En la Figura se representa a través de los procesos de transcripcion genética,
sintesis de proteinas y de formacién de metametabolitos, las distintas —6micas. Notese la
presencia de iones metalicos en todo el proceso.

Como en el caso de la especiacidn, las distintas —dmicas precisan de una
fase de separacion de muestras, que se consigue generalmente mediante
cromatografia, ya sea HPLC o electroforesis capilar. Es frecuente el uso
conjunto de distintas técnicas cromatografias complementarias u
ortogonales, que permite obtener separaciones multidimensionales.
Entre ellas podemos destacar la exclusidon de tamafio (SEC), fase reversa
(RPC), de intercambio idnico (IEC), de interaccién hidrofilica (HILIC) y de
afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC).

En cuanto a a la etapa de deteccidon, es posible hacer una divisién
dependiendo si es in vivo, in vitro o in silico, como establece Mounicou
[263].

a) In vivo: Dentro del analisis de biomoléculas procedentes del medio
natural que contienen algin metal, es necesario evitar lo maximo posible
la transformacién de la matriz original, ya que a menudo, este hecho
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puede provocar la pérdida o transformacién del analito. Por ello el uso de
espectroscopia de absorcién por rayos X (XAS) es una buena eleccion, ya
qgue proporciona informacidén sobre la coordinacion del metal y su estado
de oxidacion. Sin embargo, ésta técnica tiene varios inconvenientes que
no la hacen la mas utilizada, ya que necesita de una muestra de gran
pureza y con alta concentracion del metal en cuestidn, lo que la limita a
muy pOCoS Organismos Vivos.

Sin embargo, estas carencias son facilmente salvables mediante el uso
conjunto de técnicas de separacion (HPLC, CE) y de espectrometria (ICP-
MS 6 MS). La ventaja de esta combinacién es que permite el andlisis de
trazas, ya que ademads de la sensibilidad de los detectores, mediante la
separacion se gana en resolucion y se eliminan posibles interferentes en la
ionizacion. Como se comenté en el punto dedicado a la especiacion hay
gue tener especial cuidado con el estado de la muestra, por lo que es
imprescindible que sea inerte cinéticamente, que tenga cierta estabilidad
termodinamica y que no sufra transformaciéon durante los procesos de
medicién como los previos, como puede ser la extraccion. Por tanto, y
como ya se dijo anteriormente, se hace necesario realizar estudios previos
en ese sentido y comprobar que las recuperaciones son aceptables como
para considerar valido nuestros analisis. Por ello se deben adaptar el
método extractivo, de separacion o deteccién a la muestra en cuestion. Si
bien la combinacion HPLC- ICP-MS, es la mas habitual debido como hemos
dicho anteriormente a su alta sensibilidad, elevado rango lineal y a su
caracter multielemental [265,266]. Su principal inconveniente es el
caracter destructivo de la mismaque, lo que la invalida para el analisis
molecular, es por ello que se hace imprescindible el uso combinado de
analizadores atémicos y moleculares, como ya esbozamos en puntos
anteriores. En ese sentido la espectrometria de masas molecular como ESI
o MALDI ofrecen un potencial analitico considerable en la determinacién
estructural de los complejos formados en metaloprotedmica, ya que en
muchos casos permiten que la estructura de las proteinas y los enlaces
metal-biomolécula se conserven [267]. Los espectrometros de masas de
alta resolucién tales como los sistemas hibridos cuadrupolo- tiempo de
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vuelo (Q-TOF), triple cuadrupolo (gQgq), triple cuadrupolo tiempo vuelo
(QgQTOF), trampa de iones (IT), cuadrupolo-trampa (QTrap) o resonancia
de ion ciclotréon con transformada de Fourier (FTIRC) proporcionan una
caracterizacion de biomoléculas muy precisa. Ademas, la espectrometria
de masas de alta resoluciéon combinada con la espectrometria de masas en
tandem (MS") es una herramienta indispensable para la elucidacion
estructural de metaloproteinas. La espectometria de masas en tandem
(ESI-Q-TOF-MS y MALDI-TOF-MS) es frecuentemente usada para el
analisis de biomoléculas, asi mismo, qQq resulta una técnica muy atractiva
para el analisis cuantitavo de metalomoléculas, dad su alta sensibilidad y
alta selectividad [269, 270].

b) Métodos basados en la modificacion in vitro del ADN de un organismoy
la determinacion del impacto que produce en el metaloma.

c) In silico. Que estudia la unién de metales a proteinas mediante su
secuencia través de bases de datos.

1.8 Biaccesibilidad del arsénico.

Los contaminantes presentes en el medio, entre los que se encuentran los
metales y metaloides, como es el caso del arsénico, no acceden siempre
en su totalidad a los organismos, debido a que deben salvar distintas
barreras quimicas, fisicas y bioldgicas. Es muy importante conocer cuales
son las vias por las que dichos contaminantes acceden a los organismos
vivos, y fundamentalmente, al ser humano, asi como, la proporcién en la
gue se incorporan al organismo [271].

De manera general se ha adoptado que la biodisponibilidad es del 100%
en el caso de que la sustancia en cuestiéon sea introducida por via
intravenosa, sin embargo, es muy variable si es por otra via y depende del
compuesto (debido a la absorcién incompleta y a los primeros pasos del
metabolismo), asi como a otros factores [271].

La NCR (The Committee on Bioavailability of Contaminants in Soils and
Sediments) en 2003 definid biodisponibilidad como la cantidad de un
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contaminante que es absorbido por un organismo debido al contacto con
la piel del cuerpo, a la ingestidn o la inhalacion [271].

Para el estudio de este proceso se define la biodisponibilidad de dos
formas, de tal modo que, se adjetiva como absoluta, para referirse a la
fraccion o proporcion de un compuesto que realmente se adsorbe, se
ingiere o se inhala y que finalmente llega al sistema circulatorio. Debido a
que no siempre es posible comparar un compuesto por su nivel en sangre,
se utiliza la biodisponiblidad relativa que relaciona una fraccién absorbida
en una exposicion estandar conocida frente a la del estudio (dosis) en
cuestion [271].

Por otro lado, se define Bioaccesibilidad, como la fraccion de un
compuesto que es soluble en el tracto gastrointestinal y por tanto es
biodisponible para su absorcion. Es muy comun el uso de Bioaccesibilidad
y Biodisponibilidad como sinénimos, sin embargo es un error sustancial,
ya la biodisponibilidad es un proceso mas largo y complejo que va desde
gue el contaminante se encuentra en el medio hasta que pasa al torrente
sanguineo y la bioaccesibilidad se centra en el sistema gastrico [271].

Aunque parece que incorporar los estudios de biodisponibilidad-
bioaccesibilidad como parte de los estudios de toxicologia rutinarios
parece algo légico, no siempre suele hacerse por las siguientes razones:

- Los resultados de los estudios de bioaccesibilidad vy
biodisponibilidad son muy variables dependiendo de Ia
metodologia de analisis, la matriz y el contaminante en cuestion.

- Existe una alta dificultad para validar los métodos, ya que varian
sustancialmente de un compuesto a otro.

- lgualmente son dificilmente validables para un mismo compuesto,
ya que varia de un tipo de matriz a otra.

- No existen materiales de referencia para validar los resultados y la
reproducibilidad de los mismos. En la mayoria de paises no se
consideran validos los estudios in vitro y solicitan estudios
paralelos in vivo [271].
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Dentro de los procesos que ponen en contacto a los contaminantes con el
hombre: inhalacién, contacto cutaneo e ingestion, es el mas comun. Por
ello los estudios de biodisponibilidad y bioaccesibilidad in vitro imitan los
procesos de ingestion y asimilacion, desde la trituracién y corte dental y la
consecuente salivacidn, hasta el transporte celular. Hay que decir, que
llevar a cabo un estudio completo es muy complicado y laborioso, por lo
gue frecuentemente se suele parcelar. En los estudios a nivel gastrico, se
simulan los pasos del bolo alimenticio desde la boca hasta su excrecidn
final, simuldndose, tanto las condiciones del medio, por ejemplo el pH,
como las condiciones enzimaticas. Por otro lado, y dependiendo del
contaminante, es necesario conocer como se moviliza a nivel celular,
cuales son los transportadores moleculares (normalmente proteicos)
implicados, si forman o no aductos, si pueden afectar al ADN o si pueden
dar lugar a radicales libres.

Dentro de los metales-metaloides el arsénico es ampliamente estudiado,
porque utiliza los canales del fosforo y a su capacidad para formar
aductos, radicales libres, inhibir la reparacion del ADN y por ser
mutagénico y carcinogénico, es extremadamente téxico, dependiendo de
su forma quimica o especie [271].

Los estudios in-vivo suelen utilizar mamiferos para comprobar la
biodisponibilidad y biaccesibilidad, los mas comunes son los roedores
(ratones, ratas y conejos) por su alta tasa natal, precio, tamafio y facil
manejo, aunque tienen como principal inconveniente que a veces su
metabolismo es muy distinto al humano para un contaminante
determinado, por ello se han utilizado otros modelos animales, como
perros, ganado o primates. Estos ultimos tienen grandes dificultades
éticas y de coste. Un caso habitual es el uso de lechones para simular la
biodisponibilidad a un contaminante en nifos.

Como puntos finales de los estudios de biodisponibilidad se pueden incluir
la determinacion del analito en sangre, heces y érganos (rifidn, higado),
de metabolitos en la orina (por ejemplo DMA, MMA), de los aductos de
ADN y la induccién de enzimas.
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Centrdndonos en el arsénico, que es junto al plomo el elemento mas
estudiado desde el punto de su biodisponibilidad, se puede afirmar que su
coeficiente de absorcion es elevado (0,7-0,98), lo cual lo convierte en un
elemento facilmente accesible, fundamentalmente si hablamos de
arsenicales solubles. Tras una Unica dosis oral en animales de laboratorio
el arsénico inorganico tanto tri- como pentavalente es rapidamente y
ampliamente absorbido.

Como se ha comentado con anterioridad en esta Tesis, el grado de
absorcion en las diferentes fases de la ingestion, va a depender de
manera trascendente de la forma quimica que presente el arsénico. Asi, y
como también se ha comentado, el arsenito se absorbe mejor a dosis
bajas que el arsenato, ocurriendo todo lo contrario a altas dosis.

Uno de los factores mas importantes en los estudios de Bioaccesibilidad es
la dieta, ya que, una dieta rica en fibra provoca una rapida excrecién con
una menor absorcion. Otro caso claro, lo establecen los estudios
realizados en ratones por Vahter y Odanaka [272,273], el primero no
alimentd a los ratones durante el estudio en el que se suministraba de
forma oral arsenicales, mientras que Odanaka, si lo hizo, y como
resultado, para una misma dosis, los ratones alimentados absorbieron
menos arsénico que los no alimentados.

La solubilidad del arsénico en la dieta es muy variable, ya que es muy
dependiente de la constitucidon de los alimentos y nutrientes y del pH a lo
largo del tracto digestivo. Los ambientes quimicos a los que se enfrenta un
mismo analito varian sustancialmente dependiendo de la composicién del
bolo alimenticio, ya que puede haber variaciones quimicas sustanciales en
los alimentos (por ejemplo diferentes proporciones de lipidos, azucares o
proteinas), en el pH, la salivacién o la concentracién enzimdtica, por poner
algunos ejemplos. También es significativo el tamafio de particula en el
gue se encuentre el contaminante al ser ingerido, ya que a menor tamano
(<250 um) mayor absorcién, siendo este hecho muy importante para
microcontaminantes, como particulas de polvo.
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Otro aspecto a tener en cuenta a la hora de hacer un estudio de
bioaccesibilidad, es la distinta capacidad de absorcidon que se establece en
el tracto gdstrico e intestinal, por lo que habitualmente se simulan ambas
fases de forma diferencial. Una muestra de este hecho la constituye un
estudio reciente [274] realizado sobre alimentos silvestres canadienses en
el que se analizan tanto plantas, como hongos y animales. Por otra parte,
en este estudio, se concluyé que dependiendo del alimento y de la fase
digestiva, el porcentaje de absorcién es muy variable. Asi, las bayas y
plantas, tuvieron menor porcentaje de absorcion que en las setas y
animales, y la composicion de arsenicales presentes en unos y otros
alimentos era notablemente distinto, ya que en bayas y plantas
destacaban las formas inorgdnicas de arsénicas frente a las orgdnicas mas
abundantes en setas y animales, sin embargo, no se puede generalizar
este hecho para otros casos.

En resumen, los estudios de bioaccesibilidad son de gran utilidad para
estimar la posible toxicidad de un alimento, pero a la vez son complejos
de realizar debido a la diversidad de factores que afectan a los resultados
obtenidos, como puede ser la muestra en cuestion sobre la que se hace el
estudio, la fase del proceso digestivo, el organismo que se estudia, su
genética, habitos de vida, y otros muchos factores.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Instrumentacion Analitica.

2.1.1 Espectometros de masas atéomico, ICP-MS.

Durante los trabajos que se desarrollaron en esta Tesis se utilizdé un
sistema ICP-MS para la determinacion de arsénico elemental, asi
como para la especiacidon y los andlisis metaldmicos. El ICP-MS
presenta ciertas caracteristicas, que lo hacen una herramienta
ideal para este tipo de analisis, como son su alta sensibilidad, su
amplio rango lineal, la posibilidad de andlisis multielemental,
escaso efecto matrizy menor nivel de interferencias.

En la mayor parte de los trabajos realizados se utilizé un ICP-MS
Agilent 7500ce (Agilent Technologies, Tokio, Japdn) equipado con
una celda de colision/reaccion de tipo octapolo (ORC) vy
nebulizador MicroMist de Glass Expansion (Melbourne, Australia).
El equipo posee una elevada tolerancia a sales disueltas. El uso del
sistema ORGC; permite la eliminacion de interferencias
poliatémicas, por éxidos e hidréxidos, dobles cargas e isobaricas.

En el caso del arsénico, al tratarse de un elemento monoisotdpico,
el uso de la celda de colisién permite eliminar eficazmente las
interferencias, pudiendo destacarse por su abundancia en
muestras bioldgicas la correspondiente al ion poliatémico “°Ar+*Cl
(Fig.ura 2.1).
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Fig.. 2.1 Muestra de forma esquemdtica los procesos pérdida de energia y
fraccionamiento de una molécula ArCl en un ICP-MS con celda de colisidn.
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Los valores tipicos de sensibilidad obtenidos, en el sistema ICP-MS
Agilent 7500ce, para una disolucion de 1 ug L de Li, Y, Tl'y Ce, en
modo estandar (sin celda colisién/reaccion) son para ’Li > 4000 cps
(cuentas por segundo), 8y > 8000 cpsy 29571 > 5000 cps, siendo la
RSD inferior al 10% en los tres casos. El nivel de éxidos (MO?) se

| 1*%Ce se une al

mide a partir de la relacion CeO/Ce, ya que e
oxigeno formando un enlace muy fuerte, siendo CeO muy estable
en el plasma, y por tanto esta relacion nos informa de los dxidos
generados en el plasma, que debe ser menor al 2%. La reduccién
de dobles cargas M?* se optimiza a un porcentaje inferior al 2,5%
teniendo en cuenta la relacidn Ba2+/Ba+. Para eliminar las
interferencias se utilizé un flujo de helio en la celda de colisién de
3,9 mL min, y como el arsénico es monoisotépico, se monitorizd

Unicamente ">As, usando Rh como patrén interno.

En la Ultima etapa de la investigacion se utilizé otro modelo de ICP-
MS, el Thermo Scientific XSeries 2, que mejora la sensibilidad del
analisis. Este ICP-MS también presenta la posibilidad de uso de una
celda de colisién. Con este ultimo instrumento, se ha utilizado un
nebulizador micromist (Burgener, Mississauga, Ontario, Canada) y
conos de niquel. .

2.1.2 Separacion Cromatografica.

Como se ha descrito en la introduccion, uno de los sistemas mas
eficaces de separacion para muestras reales es la cromatografia
basada en el uso del HPLC, en nuestro caso hemos utilizado el
sistema Agilent modelo 1100 (Agilent Technologies, Wilminton, DE,
USA) equipado con una vélvula Rheodyne de seis vias. Se utilizaron,
segun la metodologia analitica dos bucles o “loops” de carga, con
volimenes de 50 y 100 pL. Se utilizaron dos columnas
cromatograficas distintas, una de intercambio anidnico (PRP X 100,
25 cm x 4.6 mm, 5 um, Hamilton) y otra de intercambio catidnico,
(Supelcosil LC-SCX, 25 cm x 4.6 mm, 5 um, Supelcosil).
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Las condiciones operativas son las que aparecen en la tabla 2.1.

Intercambio | Columna Hamilton PRPX-100  (250mmx4.6

anidnico mmx5um)
Fase mévil | Carbonato amdnico, 50 mM pH 8.5
Flujo 0,8 mL/min

Volumen de | 50 uL
inyeccion
Intercambio | Columna Supelcosil SCX (250mmx4.6 mmx5um)

cationico Fase movil Pyridine,20 mM (pH 2,5)

Flujo 1 mL/min
Volumen de | 50 pL
inyeccion

Tabla 2.1. Condiciones cromatograficas utilizadas para la separacion de
arsenicales.

2.1.3 Espectrometro de masas.

Para identificar de manera inequivoca las especies de arsénico
presentes en muestras de anémonas y fluidos bioldgicos,
considerando que en determinados casos no se disponian de
patrones, se utilizé una segunda dimension analitica basada en el
uso de un espectrémetro de masas con triple cuadrupolo, modelo
APl 2000 (AB/MDS, Sciex, Concord, Canada) y fuente de
electroespray (ESI), acoplado a un sistema de cromatografia liquida
provisto de un dispositivo de division de flujo post-columna, para
mejorar la resolucion e ionizacién de las especies. A la fase movil se
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le afiadid un 10% (v/v) de 4acido formico para favorecer la
ionizacion de los analitos. Los datos se obtuvieron en modo
positivo (ES*) y con el modo de adquisicién de barrido completo,
desde 50 a 500 m/z, que comprende las masas habituales de las
especies de arsénico. Asimismo, las especies de arsénico para las
gue no disponiamos de patrones, se identificaron mediante el
modo de adquisicion MRM. La cuantificacién de arsénico en cada
pico cromatografico se llevd a cabo mediante el acoplamiento
HPLC-MS, utilizando DMA como patron.

Fig. 2.2. Fotografia de un API 2000.
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Las condiciones operacionales se muestran en la Tabla 2.2.

Temperatura de la fuente 400 °C
Voltaje de lonizacién 5500V

Gas de arrastre 15 unidades
Gas de Nebulizacién 10 unidades
Gas de colision 5 unidades
Energia de ionizacion 0,5V

Voltaje electro-multiplicador | 2500 V

Potencial de entrada oV
Celda de colision -20V
Tiempo de barrido 0,5s
Potencial Declustering 30V
Potencial Focusing 400V

Tabla 2.2. Muestra las condiciones empleadas en el uso de MS. Se utilizd
Nitrégeno de alta pureza

2.1.4 Otra instrumentacion.

Para la determinacion atdmica del arsénico es necesario
mineralizar las muestras, lo cual se realiza utilizando reactores de
Tefldn cerrados herméticamente del modelo MARSXpress asistido
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por un horno microondas modelo MARS (CEM corporation,
Mattews, Carolina del Norte, Estados Unidos), que acelera el
proceso. El sistema permite ajustar la temperatura en los
reactores, pero no la presion.

Para la extraccion de arsénico de las muestras de Anemonia
sulcata se probaron diferentes procedimientos que se indican a
continuacion:

- Bafio de ultrasonidos Powersonic 510 (Hwashin Tecnology,
Korea) con una potencia de 510 W durante 30 min y 25 °C.

- Sonda de ultrasonidos modelo Sonoplus HD UW 2200
(Bandelin Electronic, Berlin, Germany) equipada con una punta
MS72. La potencia usada fue de 550 W durante 3 min. No fue
posible controlar la temperatura.

- Microondas focalizado, para la extraccién de especies de
arsénico a bajas temperaturas, el sistema permite mantener
una temperatura y presién constantes, mediante una corriente
de aire. Las muestras se disponen en tubos de pyrex cerrados
herméticamente. El sistema estd constituido constituido por
un microondas modelo Discover vy un muestreador
automatico, dotado de brazo mecdanico, modelo Explorer (
CEM Corporation, Matthews, USA) que permite la toma de
muestra secuencial. La optimizacion de la temperatura de
operacién permitié fijarla en 100 °C, ya que a temperaturas
superiores algunos arsenicales pueden La eficiencia dptima de
extraccion se fijé6 en 50 °C durante 5 min, utilizando una
potencia de 150 W.

La extraccién se completd con centrifugacion de los extractos a
10.000 r.p.m durante 10 min usando una centrifuga del modelo
5804 R (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). El sobrenadante se
filtrd con filtros de vidrio GF/C usando una cdmara de vacio. Para
concentrar la muestra se evapord hasta sequedad mediante un
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rota-evaporador Buchi-R114, posteriormente se redisolvié y se
filtré nuevamente.

Fig. 2.3 Microondas focalizado CEM, con auto-muestreador.

Las medidas de absorbancia, para la determinaciéon de creatinina
en orina, se llevaron a cabo mediante un espectrofotémetro
UV/Vis modelo Ultrospec 3100 pro (biochromm Ltd, Cambrige,
Reino Unido).

Las determinaciones de pH se realizaron con una sonda combinada
modelo Crison micropH 2000 (Crison Intruments, S.A. Barcelona,
Espafia).

Antes de realizar la medidas metaboldmicas las muestras de suero,
se centrifugaron, para lo cual se utilizé una ultracentrifuga modelo
L9-90 K de Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) provista de un
rotor Beckman 70.1 Ti (Beckman Coulter) y tubos de policarbonato
de 10 ml (Beckman Coulter). Previamente dichas muestras, se
homogeneizaron con un criomogeneizador SPEX SamplePrep
(freezer/Mills 6770), y posteriormente se extrajeron mediante un
pellet mixer (VWR, England, United Kingdom). Las medidas
metaboldmicas se realizaron con un espectrometro de masas
QSTAR XL Hybrid system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
usando una fuente de ionizacion por electroespray (ESI).
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En la fase final del estudio metaboldmico en drganos de ratén de
laboratorio Mus musculus, los biomarcadores se identificaron
mediante QqQ-TOF/MS, y algunos de ellos se cuantificaron
mediante GC/MS, en este ultimo caso, tras derivatizar la muestra.
El GC/MS utilizado fue un Trace GC ULTRA acoplado a un
espectrometro con trampa de iones ITQ900, ambos de Thermo
Fisher Scientific. La columna capilar utilizada fue la VF-5MS 30m x
0,25 mm de didametro interno (Varian).

2.2 Reactivos y Patrones.

Todos los reactivos y patrones tienen la maxima pureza posible y
todas las disoluciones acuosas se prepararon con agua ultrapura
(18,2 MQ) obtenida mediante un sistema Milli-Q Gradiente de
Millipore (Watford, Reino Unido).

El arsenito de sodio y el arsenato de sodio utilizados para la

"y As¥, asi como la AsB fueron

preparacion de los patrones de As
adquiridos en Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). El acido
monometilarsénico (MMA") y el dacido dimetilarsinico (DMAY)
fueron suministrados por Supelco (Bellefonte, Estados Unidos). El
acido dimetilmonotioarsinico (DMAS) fue sintetizado y
suministrado por las doctoras Vélez y Devesa (Instintuto de
Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC), Valencia,
Spain). El ion tetrametilarsonio (TETRA) y el éxido de trimetilarsina
(TMAO) fueron donados por la Dra. Riansares Mufioz (Universidad

Complutense de Madrid).

Para la mineralizacién de la muestra se utilizé acido nitrico (65 %) y
agua oxigenada (30 %) Suprapure grade (Merck, Darmstadt,
Alemania).

Como material certificado para la validacién de los andlisis en
anémonas de mar se utilizdé musculo de pez-perro (DORM-2) vy
hepatopancreas de langosta (TORT-2) (National Research Council
Canada). Y para las muestras de orina y suero se utilizé orina
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liofilizada (Clinchek, Level Il) y suero (nivel 1) (Ricipe Chemicals,
Munich, Alemania).

La creatinina se determind mediante la reaccion de Jaffe utilizando
un kit comercial (Spinreact, Barcelona, Espaia).

Para la preparacion de las fases moviles empleadas en
cromatografia se utilizd carbonato de amonio (Fluka, Seelze,
Alemania), hidroxido de amonio (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
Estados Unidos), acido férmico (>98%, Fluka, purisimo, p.a) y
piridina (Sigma Aldrich, St Louis, MO, Estados Unidos). El metanol
fue suministrado por Aldrich (Aldrich, Steinheim, Alemania).

Para realizar la calibracién del ICP-MS se utilizé una disolucion de
sintonia con Li, Y, Tl, Co y Ce (1 pL' de cada elemento)
suministrado por Agilent Technologies (Estados Unidos) y otra con
Li, In, U, Coy Ce (1 uL'1 de cada elemento) de Thermo Fisher
Scientific (Bremen, Alemania).

Los espectrometros de masas se calibraron con un kit estandar de
AB Sciex (AB Sciex, Foster City, CA, Estados Unidos). La digestidn in-
vitro se realiz6 mediante tratamiento enzimatico (pepsina porcina,
pancreatna porcina y amilasa) y sales biliares (aproximadamente
50 % colato de sodio y 50% de deoxycolato de sodio) que fueros
suministradas por Sigma Aldrich Sigma Aldrich, St Louis, MO,
Estados Unidos).

Las anémonas se se compraron a buceadores profesionales que se
encargan del suministro de este alimento a restaurantes de
Huelva, la procedencia de las mismas era Tavira (Portugal).

La orina y el suero se obtuvo de cinco voluntarios que ingirieron
una cantidad de 100 g de la anémona cocinada, que es la habitual
en una racion.
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2.3 Procedimientos

La determinaciéon de la concentraciéon total de arsénico en
Anemonia sulcata se realizd sobre un pool de veinte anemonas
liofilizadas, analizando independientemente las crudas y las
cocinadas. De cada mezcla se tomaron 100 mg que se
mineralizaron con 800 pL de una mezcla HNO3:H,0; (4:1 v/v) en un
microondas Mars 5, al que se aplicé una rampa de temperaturas
desde 252C hasta 160 °C, manteniéndose esta Ultima durante 45
min. La digestidn se diluyd posteriormente hasta 10 ml y se filtrd
(25 mm de diametro, 0,45 um de tamano de poro).

Para la determinacién de la concentracion total de arsénico en
suero y orina se modificaron las condiciones descritas en el parrafo
anterior, diluyendo las muestras de orina en proporcién 1:5 con
agua ultrapura y centrifugando a 4000 r.p.m. durante 5 min. Para
el analisis de suero se ajustaron las cantidades a la muestra
disponible, de tal modo, que tomamos alicuotas de 0,2000 g a las
que afiadimos 800 pL de una mezcla HNO3:H,0, (4:1 v/v). Las
condiciones operacionales del microondas fueron idénticas a las ya
descritas.

2.4 Especiacion de arsénico en Anemonia sulcata.

Como ya hemos citado previamente se realizaron dos pool de
anémonas, una cocinada y otra cruda, que posteriormente se
liofilizaron.

Las especies de arsénico se extrajeron con 5 ml de una mezcla de
metanol y agua (1:1) por cada 0,1 g de muestra, posteriormente el
extracto se centrifugd a 10.000 r.p.m durante 10 min, y el
sobrenadante se filtré6 mediante filtros de vidrio GF/C usando una
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camara de vacio. A continuacidn se concentrd la muestra mediante
evaporacion hasta sequedad utilizando un rotavapor. Finalmente,
se redisolvid y se filtré6 nuevamente con filtros PVDF de 0,45 um.
Entre los métodos de preparacion de la muestra utilizados, el que
presenta mejores caracteristicas analiticas es el microondas
focalizado.

Tras la etapa de preparacion de la muestra, los extractos de
analizaron mediante el acoplamiento HPLC-ICP-MS, para lo que se
utilizaron dos columnas distintas, una de intercambio catiénico y
otra de intercambio idnico (las condiciones utilizadas con ambas
columnas se resumen en la tabla 2.1.). El uso de ambas columnas
se justifica por la coelucién de AB, TETRA, TMAO y DMAS en
intercambio aniénico y de DMA y DMAS en intercambio catidnico.

2.5 Especiacion de arsénico en orina y suero.

La especiacidn de arsénico se realizd con el procedimiento descrito
en el epigrafe anterior, basado en el uso combinado de AEC y CEC
acopladas a ICP-MS. Sin embargo, el procedimiento de extraccion
se modificé para adaptarlo a esta tipo de muestras.

Las muestras de orina se diluyeron en proporcion 1:5 con agua
ultrapura, posteriormente se centrifugaron durante 5 min a 4.000
g y por ultimo se filtraron. Para el andlisis de muestras de suero, se
llevd a cabo una precipitacidon previa de proteinas, adicionando
500 pL de una mezcla de metanol y agua (2:1) por cada 0,1 g de
muestra. La mezcla resultante se agitdé con vigorosidad en un
vortex durante 5 minutos y posteriormente se centrifugd durante
10 min a 4.000 g y 4 °C. El sobrenadante se evapord con una
corriente de nitrégeno hasta sequedad, y se conservd a— 80 °C
hasta su andlisis. Antes de su uso se reconstituyé con fase moévil y
se centrifugd nuevamente, inyectando en el HPLC el sobrenadante.
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2.6 Determinacion de creatinina en orina.

Las concentraciones de arsénico en orina se normalizaron con la
concentracion de creatinina, la cual representa la actividad renal
de los diferentes individuos. En todos los casos comprobamos que
el funcionamiento renal de los individuos se ajustaba a los
parametros que establece la Organizacion Mundial de la Salud
(WHO) situados entre 0,3 y 3 g L, y que se definen como
normales. Dichas medidas se realizaron mediante la medida la
absorbancia con un espectrofotémetro UV/VIS empleando un
método basado en la reaccidon de Jaffe. Una vez realizadas las
medidas, se ajustaron matematicamente los valores obtenidos por
HPLC-ICP-MS.

2.7 Determinacion de la fraccion bioaccesible.

Como se ha descrito en la Introduccidn, la fraccion bioaccesible de
un alimento es la que esta biodisponible para absorcién en el
tracto digestivo. Dicha proporcion nos informard sobre la parte que
puede ser asimilada del total que estd presente en el alimento.

La digestion in vitro de las muestras se realizé mediante el
siguiente procedimiento [276].

1. Simulacidn absorcidn gastrica: se tomé 1 g de un pool de
anemonas cocinadas vy liofilizadas y se le afiadieron 10 ml
de jugo gastrico artificial, compuesto por—100 mg de
pepsina y 10 ml de cloruro sédico (15 mM, pH 2,5). Dicha
mezcla se mantuvo a 37 °C (temperatura corporal) durante
4 horas con una agitacién de 150 r.p.m. en un agitador
orbital-horizontal.

2. Simulacién absorcidn intestinal: Se tomdé 1 g del pool, se
ajusté el pH a 7,4 y se le adiciond el jugo intestinal,
compuesto por un 3% (peso/volumen) de pancreanina, un
1% (peso/volumen) de amilasa y 1,5 gL de bilis disuelta en
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agua ultrapura. Dicha mezcla se mantuvo a 37 °C
(temperatura corporal) durante 4 horas con una agitacion
de 150 r.p.m. en un agitador orbital-horizontal.

Ambos extractos se centrifugaron a 8000 g durante 30 min
a 4 °Cy el sobrenadante se separé para la determinacién de
arsénico total y sus especies.

3. Para la determinacion de la concentracion total de arsénico
de los extractos, se tomé 1 g de muestra y se mineralizé
mediante digestién acida en un microondas, siguiendo el
protocolo descrito en el Apartado 2.3.

2.8 Identificacion de arsenicales mediante HPLC-MS.

Algunas especies de arsénic se han identificdo por los tiempos de
retencién de patrones en el sistema HPLC-MS otras, en cambio
pecisan del detector de masas para su identificaciéon, al no
disponer de patrones. En todos los casos se precisa conocer las
masas de las diversas especies para completar la identificacién.

Es fundamental tener en cuenta que los arsenicales o sus
fragmentos poseen masas entre 50 y 500 m/z. Mediante una base
de datos elaborada a partir de la bibliografia existente recopilamos
la mayor parte de los arsenicales descritos, asi como sus
fragmentos.

Los arsenicales se identificaron de dos formas:

a) Mediante inyeccién directa, para obtener un
espectro completo de todas las masas, y hacer barridos
de masas concretas y de sus patrones de
fraccionamiento.

b) Mediante cromatografia, para relacionar las masas
de las especies con los tiempos de retencién.. La
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separacion cromatografica diluye los arsenicales
presentes, por lo que se mejora la seiial acidificando
con acido férmico.

Después de las dos etapas anteriores se procede a la identificacidn
de las especies utilizando un software y base de datos adecuados
basado en la bibliografia exsitente.

Se comprobé la presencia de especies de arsénico relacionadas con
los patrones y otras cuatro desconocidas: GPAsC , AsC, DMAS y
DMAE (dimetil arsinoilmetanol), como puede verse en la Fig. 2.6.

Pagina | 141



@
“ EXPERIMENTAL

MSMS Experiment
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Fig. 2.4 Muestra los espectros obtenidos mediante HPLC-(CEC)-ESI-QqQ-MS, en
modo MS/MS y MRM.

En modo MS/MS se fragmenta una masa concreta, en el caso de la
Figura, la correspondiente a 167 m/z, el patrén de fragmentacion
nos permite saber si se trata de una molécula u otra, ya que dichos
patrones son Unicos para cada una de ellas. En el modo MRM, se
busca una transicidn concreta, en este caso 167-121 m/z, que
constituye es una prueba de confirmacién del patrén de
fragmentacion para un tiempo cromatografico concreto, en este
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caso, 4,9 min, por lo que se puede confirmar que el analito de
masa 167 es DMAE.

2.9 Estudio metaboldomico en organismos modelo.

Para evaluar la respuesta bioldgica a arsénico en organismos
modelo, se llevd a cabo una experiencia de exposiciéon a este
elemento en el ratén de laboratorio Mus musculus. Para ello, los
ratones se aclimataron y posteriormente se les suministré una
" en forma de As,03;, de 3 mg/kg de peso
corporal. Los ratones se sacrificaron al sexto y duodécimo dia,

dosis oral diaria de As

comparando estos grupos con el control (no expuesto a As).
Posteriormente, los dérganos se limpiaron con NaCl (0,9%) y se
almacenaron a -80 °C hasta su analisis. Por otra parte, se extrajo
también plasma, el cual se centrifugd (4000 g, 30 miny 4 °C) y se
le anadié heparina como anticoagulante. Estas muestras biolégicas
se analizaron mediante un procedimiento metaboldmico, que se
muestran en el siguiente esquema:

1. EXPERIMENT EXPOSURE 2. ORGANSDISECCTION 3, SAMPLE PREPARATION - METABOLIC PROFILING
BY DI-ESI-QqQ-TOF/MS 5. SAMPLE DATA AND
DISCRIMINANT
g v ANALYSIS
% 8 ’
&
& L)
PR’ ¥\ it
9. BIOCHEMICAL 8. CONFIRMATION AND 7.SAMPLE 6. BIOMARKERS
INTERPRETATION ~ QUANTIFICATION BY CG-MS  DERIVATIZATION IDENTIFICATION

|

kL

Fig. 2.5 Esquema del estudio metabolémico realizado en ratones expuestos a

arsénico.

La preparacién de los extractos para su analisis posterior mediante
DI-ESI(+)-QTOF-MS, se llevé a cabo de la siguiente forma:

Pagina | 143



@
“ EXPERIMENTAL

a) Estractos polares. Las muestras se extrajeron con 500 uL de una
mezcla metanol/agua (1:1 v/v) por cada 50 mg de drgano,
posteriormente se agitaron manualmente durante 5 min. La rotura
celular se llevé a cabo por centrifugacion a 4000 g durante 10
minutos a 4°C. Se extrajo el sobrenadante y se realizé una segunda
extraccion al precipitado con 100 plL metanol/agua (1:1), que se
centrifugd de nuevo bajo las mismas condiciones ya descritas,
separando nuevamente el sobrenadante. Por ultimo se mezclaron
ambos sobrenadantes y se conservaron a — 80 °C.

b) Extractos apolares. Del precipitado anterior se extrajo su
parte lipdfila adicionando 500 pL de una mezcla
cloroformo/metanol (2:1) y agitando durante 2 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 10.000 g a 4 °C durante 10
minutos, y el sobrenadante resultante se llevé a sequedad
con nitrégeno para su conservacion final a— 80 °C.

Para eliminar las proteinas del plasma se afiadieron 400 plL de una
mezcla metanol/etanol (1:1) a 100 pL de plasma, posteriormente
se agitd manualmente durante 5 min y después se centrifugd (4000
g, 10 min y 4 °C). El sobrenadante se recogié y se llevé a sequedad,
posteriormente se conservd a -80 °C. El precipitado se
homogeneizé con 200 uL de cloroformo/metanol (2:1) usando un
mezclador durante 2 min, para extraer la parte lipofilica por
centrifugacion de esta mezcla (10.000 g, 4 °C, 10 minutos).
Finalmente, el sobrenadante resultante se llevd a sequedad bajo
corriente de nitrégeno y se almacené a -80 2 C hasta su analisis.

Tanto los extractos polares, como los lipofilicos se reconstituyeron
con 200 pL de una mezcla cloroformo/agua (1:1) antes de su
analisis. Mientras que en modo negativo ambos extractos se
analizaron directamente, en modo positivo se afiadié acido férmico
0,1% a los extractos polares y 30 mM de acetato amodnico a los
lipofilicos.

Las condiciones operacionales aparecen en la siguiente tabla.
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Flujo 5uL min*

Tiempo de adquisicion 0.2 min (1.005 segundos por escaner)
Rango masa/carga (m/z) 50-1100

Gas cortina (N,) 1.13 L min*

Gas de nebolucizacion (N,) 1.56 L min*

Temperatura de la fuente 60 °C

Modo de Adquisicion

Positivo Negativo
Voltaje del aerosol iénico (IS) 3500 V -4000 V
Potencial Declustering (DP) 60 V -100 V
Potential de focalizacion (FP) 250 V -250 V
Energia de iones (IE) 20V 20V
Canal electron multiplicador (CEM) 2400 V 2400 V

Tabla 2.3 Condiciones utilizadas para DI-ESI-QTOF-MS.

A partir de los espectros obtenidos mediante infusién directa y
utilizando los iones como descriptores, se llevd a cabo un analisis
estadistico que permitié identificar las variables (iones)
responsables de la discriminacién entre grupo control, expuesto a
arsénico durante 6 y 12 dias. Finalmente, estos metabolitos se
identificaron mediante MS/MS utilizando bases de datos de
metabolitos. Algunos de ellos se cuantificaron en plasma mediante
GC/MS con patrones comerciales, después de su derivatizacion.
Para la extraccidon de metabolitos a partir de plasma, se mezclaron
100 pl de plasma con 400 ul de una mezcla 1:1 de metanol /etanol
en un tubo Eppendorf y se agité durante 5 min a temperatura
ambiente, seguidamente se centrifugd a 4000 g durante 10 min a 4
° C. El sobrenadante se transfirio a otro vial vy se secd bajo
corriente de nitrégeno. Todas las muestras secas se derivatizaron
con 50 ul de disolucién de hidrocloruro de metoxilamina ( 20 mg
ml™ en piridina) a 70 ¢ C durante 40 min para la proteger los
grupos carbonilo por metoximacion. Seguidamente se afadieron
50 wl MSTFA (N-metil-Ntrimetilsililtriflouroacetamida) con 1 % de
TMCS (trimetilclorosilano) a 50 2 C durante 40 min consiguiendo
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con ello, la derivatizacién de aminas primarias y los grupos hidroxi
primarios y secundarios en el caso de MTSFA, y de amidas, aminas
secundarias y grupos hidroxilos impedidos con TMCS. Finalmente,
las muestras derivatizadas se mezclaron en un vortex durante 2
minutos, se centrifugaron a 4.000 g durante 5 min y se analizé el
sobrenadante.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO I. Especiacion quimica de arsénico en
alimentos de origen marino (Anemonia sulcata)
mediante espectrometria de masas orgdnicas e
inorgdnicas. Estudio de los efectos del cocinado en la
interconversion de especies

M. Contreras Acufia, T. Garcia-Barrera, J.L. Gomez-Ariza,
“Speciation of arsenic in marine food (Anemonia sulcata) by liquid
chromatography coupled to inductively coupled plasma mass
spectrometry”. J. Chromatogr. A, 1282 (2013) 133-141

En este Capitulo se describe la optimizacion y aplicacién de un
método analitico basado en la extraccién de especies de arsénico
con microondas focalizado y determinacion mediante
cromatografia de intercambio anidnico y catiénico acopladas a
plasma de acoplamiento inductivo con detector de masas
(AEC/CEC-ICP-MS). Este método se ha aplicado al estudio de
especiacién quimica de arsénico en anémonas de mar (Anemonia
sulcata), un alimento de origen marino de elevado consumo en
Andalucia, especialmente en Huelva y Cadiz, y para el que no
existen estudios previos.

Para ello, se compararon tres métodos de extraccion de especies
de arsénico, basados en el uso del bafio de ultrasonidos, sonda de
ultrasonidos y microondas focalizado. Estos tres métodos se
validaron con un material de referencia (dogfish muscle, DORM-2),
asi como con anémonas fortificadas con las distintas especies de
arsénico (AB, DMA, MA, As’, As" TMAO y TETRA), comprobandose
gue la eficiencia de extraccién de arsenobetaina (AB) es mejor con
el microondas focalizado y con la sonda de ultrasonidos (85%),
mientras que con el bafio de ultrasonidos ésta es ligeramente
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inferior (80%). Para el resto de las especies de arsénico, los
resultados son muy similares y superiores al 80% utilizando sonda
de ultrasonidos o microondas focalizado. Asimismo, el tiempo de
analisis con la sonda de ultrasonidos y microondas focalizado es
muy inferior (3-5 min) al requerido con el bafio de ultrasonidos (30
min). Finalmente, se utilizd el microondas focalizado en
experiencias posteriores ya que, aunque las caracteristicas
analiticas son muy similares a la sonda de ultrasonidos, se trata de
un método automatizado por lo que el analisis se simplifica
significativamente. La aplicacién de este método al material de
referencia permitié comprobar una recuperacién de DMA y TETRA
de 90 y 95 %, respectivamente. El arsénico total en las muestras se
determind mediante ICP-MS tras una mineralizacion en
microondas utilizando HNOs y H,0,.

Para la separacion de las especies de arsénico en anémonas de
mar, se utilizaron dos mecanismos de separacién cromatografica
complementarios, como son la cromatografia de intercambio
anidnico y catidnico. Con ello, se consiguié la resolucién de AB,
DMA, MA, AsV, As'”, TMAO y TETRA, con dos cromatogramas de 12
minutos. La separacion mediante intercambio catidnico permite
separar AB, TMAO y TETRA que coeluyen en la anidnica, mientras

1l c .
, que coeluyen en la catidnica.

gue ésta permite separar MA y As
Asimismo, la combinacion de estos dos mecanismos, permite
cuantificar DMA ya que éste coeluye con DMAS en la catidnica
pero no en la anidnica. El analisis de las muestras mediante
AEC/CEC acopladas triple cuadrupolo (QgQ), permitié la
identificacion de GPAsC y DMAS en las muestras, con lo que por
primera vez se consigue identificar un derivado de la AsC en un
organismo no expuesto previamente a ésta, y de DMAS en un

alimento.

La cuantificacion de las especies permitid establecer una
concentracion media (n=10 pool de 20 anémonas) de arsénico
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total de 4905 y 1758 ng/g en anémonas crudas y cocinadas,
respectivamente, lo que implica que aproximadamente el 64 % del
arsénico total se pierde tras el cocinado, del cual, el 90% pasa al
aceite utilizado para freirlas. El orden de abundancia de las
especies de arsénico en anémonas crudas es:
DMA>AB>DMAS>AsC>As’ >TETRA>GPAsC>MA>TMAO, al igual que
en las cocinadas, debiendo sefalarse que en estas ultimas, GPAsCy
MA no se detectaron. Por otro lado, como es habitual en
alimentos de origen marino, el arsénico inorganico no representa
mas del 10% del total (6 y 5% en crudas y cocinadas,
respectivamente).
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CAPITULO II. Metabolitos de arsénico en suero y orina
tras el consumo de alimentos de origen marino
(Anemonia sulcata) y estudio de la bioaccesibilidad de
las especies.

M. Contreras Acufia, T. Garcia-Barrera, M.A. Garcia-Sevillano, J.L.
Gomez-Ariza, “Arsenic metabolites in human serum and urine after
seafood (Anemonia sulcata) consumption and bioaccesibility
assesment using liquid chromatography coupled to inorganic and
organic mass spectrometry”. Microchem. J., 112 (2014) 56-64

En este trabajo se ha aplicado la metodologia optimizada y descrita
en el capitulo anterior a la especiacidn de arsénico en suero y orina
de voluntarios que consumieron previamente las anémonas de
mar. Ademas, se ha llevado a cabo un estudio de estabilidad de
especies de arsénico en extractos, para comprobar la posible
interconversion de las mismas, asi como un estudio de su
bioaccesibilidad en anémonas cocinadas.

El analisis de la estabilidad de las especies de arsénico se llevd a
cabo en muestras de orina y suero fortificadas con las distintas
especies de arsénico y analizadas durante 2 meses y cada 15 dias
mediante AEC/CEC-ICP-MS. Se observd que la concentracion de AB
disminuye ligeramente durante el almacenamiento de las muestras
a -809C, lo cual puede deberse a su transformaciéon en DMA.
También se determinaron disminuciones de las concentraciones de
MA y DMA tras 45 dias, aunque resultaron ser insignificantes. Por
el contrario, las concentraciones de As' aumentan durante el
almacenamiento, especialmente en las muestras de orina,

" disminuyen ligeramente. Todo ello pone

mientras que las de As
de manifiesto que durante 2 meses de almacenamiento, aunque se
producen interconversiones entre las especies, éstas no son

significativas, pero el tiempo de almacenamiento no debe superar
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este periodo, y ademas, es necesario tener en cuenta que el tipo
de matriz influye en la estabilidad de las especies.

En este capitulo se analizaron nuevamente muestras de anémonas,
gue posteriormente se utilizaron para el estudio con voluntarios.
La concentracidn total media (n=12 anémonas) de arsénico en las
mismas es de 12,20 y 6,62 pg/g en anémonas crudas y cocinadas,
respectivamente. Como puede observarse, las concentraciones son
superiores a las descritas en el Capitulo I, lo cual puede explicarse
por la diferente concentracién de arsénico en el agua en que éstas
habitaban en el momento de su captura. Se comprobé, que el 54%
del arsénico en anémonas crudas se pierde tras el cocinado, frente
a un 64 % descrito en el capitulo anterior. El orden de abundancia
de especies de arsénico en las anémonas cocinadas de este estudio
es: AB (48% of total As)>DMA
(26%)>DMAS(12%)>AsC(5%)>TETRA(4%)>TMAO(2%)>As ' >GPAsC>
MA>DMAE. Como puede observarse, aunque DMA y MA son
especies poco abundantes en alimentos de origen marino, en
anémonas, DMA es una de las especies predominantes. Del estudio
de bioaccesibilidad realizado puede concluirse que el 95% del
arsénico total presente en anémonas cocinadas es bioaccesible
tras una digestion gastrointestinal in vitro, siendo las especies mas
bioaccesibles As’ y MA, que presentan porcentajes superiores al
100% indicando la conversidn de otras especies en éstas.

Para este estudio se seleccionaron 5 individuos a los que se les
analizé la orina y la sangre antes y después del consumo de 100 g
de anémonas de mar, previamente analizadas. Antes del consumo,
los analisis de orina se repitieron hasta que la concentracidon de
arsénico fue minima y constante, y durante el experimento, los
voluntarios no consumieron otros alimentos de origen marino. Los
voluntarios consumieron las anémonas por la mafiana y se
analizaron todas las muestras de orina de los cinco voluntarios
hasta las 90 h siguientes a su consumo. Las muestras de sangre se
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recogieron inmediatamente después del consumo y cada media
hora, hasta transcurridas dos horas desde el inicio del
experimento. Las concentraciones de arsénico en orina se
normalizaron con la concentracidn de creatinina para evitar sesgos
debidos a la diferencia en actividad renal de los voluntarios. La
especiacion de arsénico en muestras de orina mediante CEC-ICP-
MS y —QgQ permitio identificar DMAE en las mismas, lo cual puede
explicarse por su presencia en las anémonas utilizadas en este
estudio, ya que en la bibliografia se ha detectado esta especie tras
el consumo de arsenoazulcares en alimentos de origen marino, que
en este caso no se detectaron en las anémonas. Antes del consumo
de las anémonas AB y DMA son los metabolitos principales en
orina, como ya han comprobado otros autores. En este estudio no
se observaron grandes diferencias entre los distintos individuos y
se comprobd que transcurridas 10 h del consumo, la abundancia
de las especies en orina sigue el orden: AB~DMA
>AsC>TETRA>STMAO>MA>As'>SDMAE, mientras que en las
anémonas cocinadas analizadas sigue el orden:
AB>DMA>DMAS>AsC>TETRASTMAO>As">GPAsC>MA>DMAE. Asi,
la especie dominante en orina tras 20 h después del consumo es
AB con una media de AB excretada en este periodo de 140 ug de
As/g de creatinina, lo que representa el 40 % de la AB total en la
anémona cocinada, y la concentracion decrece hasta 23 ug de As/g
de creatinina después de 80 h (88% de la AB total en anémonas
cocinadas se excreta en 90 h). Estos datos concuerdan con otros
gue se han publicado previamente, en los que se establecié que en
36 h se eliminaba el 66% de la AB presente en gambas. También se
ha comprobado en estudios previos que la AsC puede convertirse
en AB, MA y DMA, siendo inexistente o despreciable la cantidad
transformada en arsénico inorganico. Por otro lado, en este trabajo
se demuestra que el DMA no se elimina completamente del
cuerpo, como ya han descrito otros autores. Alrededor del 130%
de DMA presente en las ortiguillas, se excreta por la orina en 90 h
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(408 pg de As/g de creatinina), lo cual puede explicarse por la
conversion de otras especies en DMA, como el DMAS, el cual estd
presente en orina y no en las anémonas analizadas en este estudio.
Otras especies de arsénico son menos abundantes en orina,
especialmente As', MA y DMAE. Unas especies de arsénico se
eliminan rdpidamente, como AsC, TETRA, TMAO vy As' o
progresivamente como MA y DMAE. En este estudio se demuestra
que el 89y el 93 % del TMAO y TETRA, respectivamente, presentes
en las anémonas cocinadas, se eliminan en 10-30 h sin
transformacién.

En relacion con las muestras de suero analizadas, sélamente se
detectaron AB, AsV, MA, DMA y AsC. Transcurridas 30 h desde el
consumo de las anémonas, la especie predominante en suero es
DMA, seguida de AB, MA y AsC. Después de este periodo, y
durante 2 h, la cantidad de AsC en suero es constante, pero la
concentracion de otras especies aumenta progresivamente,
mientras que el As’ sélo se detecta después de 1 h. Este ultimo
hecho puede explicarse segun la bibliografia, porque tras la
absorcion del As’ por el tracto gastrointestinal, éste se reduce

rapidamente a As’, el cual cruza rdpidamente las membranas

celulares a pH fisioldgico, para finalmente metilarse y oxidarse.

Finalmente, podemos concluir que aproximadamente el 54% del
arsénico total en las anémonas de mar se pierde tras el cocinado,
que sobre el 95% presente en las anémonas cocinadas es
bioaccesible, y que transcurridas 10 h desde su consumo, se
elimina el 85% a través de la orina.
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CAPITULO III. Estudio metabolémico en plasma, higado
y rindn del raton de laboratorio Mus musculus expuesto
a arsénico.

M.A. Garcia-Sevillano, M. Contreras Acuna, T. Garcia-Barrera, J.L.

Goémez-Ariza, “Metabolomic study of plasma, liver and kidney of

mice exposed to inorganic arsenic based on mass spectrometry”.
Anal. Bioanal. Chem. (2014) DOI: 10.1007/5s00216-013-7564-z

Puesto que el mecanismo de accién tdxica del arsénico no esta en
la actualidad suficientemente claro, en este capitulo se describe el
estudio de la respuesta bioldgica del ratén de laboratorio Mus
musculus expuesto a arsénico inorgdnico. Para ello, como se ha
descrito previamente en el apartado “Procedimientos” de esta
Tesis, se tomaron 32 ratones de siete semanas de edad,
alimentados ad libitum con un pienso que contiene < 0.35 pg/g de
As. Los ratones se dividieron en dos grupos, uno de ellos utilizado
como control, mientras que al otro grupo se le suministré una

dosis oral diaria de As"

(como As,03) de 3 mg/kg de peso corporal.
Los ratones se sacrificaron a los 6 y 12 dias, para poder establecer
comparaciones. Posteriormente se extrajeron el higado y rifidn,
por ser los érganos metabdlicamente mas activos, y el plasma. A
partir de las muestras, se prepararon dos tipos de extractos para el
analisis metabolémico, uno de ellos polar y otro apolar.
Finalmente, estos extractos se analizaron mediante infusién
directa a un triple cuadrupolo tiempo de vuelo con fuente de
electrospray, y utilizando los modos de ionizacién positivo y
negativo (DI-ESI(+)-QTOF-MS). A partir de los espectros obtenidos
mediante infusidn directa y utilizando los iones como descriptores,
se llevé a cabo un analisis estadistico que permitié identificar las
variables (iones) responsables de la discriminacién entre grupo
control, expuesto a arsénico durante 6 dias y durante 12 dias.
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Finalmente, estos metabolitos se identificaron mediante MS/MS y
bases de datos. A partir de estos datos se detectaron alteraciones
en el metabolismo de la energia, aminodacidos, degradacion de los
fosfolipidos de la membrana, ciclo de degradacién de la colina y
ciclo de la metionina, asi como apoptosis y aumento del riesgo
vascular. Algunos de estos metabolitos se cuantificaron
posteriormente en plasma mediante GC/MS con patrones
comerciales, después de su derivatizacién.

Se comprobd que los metabolitos intermediarios en el
metabolismo de la energia, como la glucosa, gliceraldehido-3-
fosfato, piruvato y acido citrico, se alteran tras la exposicidon a
arsénico inorganico. Los niveles de estos metabolitos disminuyen
con la exposicidn a As en higado y plasma. En plasma, se comprobd
por GC-MS que el acido lactico y alanina disminuyen en los ratones
expuestos, mientras que aumentan las concentraciones de acido
isocitrico, a-cetoglutarato, acido glutdmico y acido citrico. Este
hecho puede relacionarse con alteraciones en el metabolismo de
los carbohidratos y con el agotamiento de la glucosa, como ya han
seflalado otros autores en relacion a la exposicién a arsénico
inorgdnico. La disminucién de piruvato en higado de los ratones
expuestos, el cual es un producto final del ciclo de la glicolisis,
también confirma este hecho. Por otro lado, en el ciclo de Krebs, el
acetil-CoA transforma los atomos de carbono del grupo acetilo en
acido citrico, el cual se oxida para producir energia. En este estudio
se ha detectado un aumento de acido citrico conforme aumenta la
exposicién a arsénico en higado, rifién y plasma. También se han
observado en higado y plasma, aumentos en la concentracién de
lipidos (acidos grasos libres, triacilgliceroles, diacilgliceroles y
lisofosfocolinas) como resultado de la apoptosis inducida por el
arsénico. Por otra parte, se han observado incrementos de
carnitina y acetilcarnitina en plasma. Este hecho se explica porque
la carnitina se requiere para transportar acidos grasos desde el

Pagina | 174



3 (€]
RESULTADOS Y DISCUSION “

citosol hasta la mitocondria durante la ruptura de lipidos para la
generacion de energia metabdlica por B-oxidacion.

Los ratones expuestos a arsénico también mostraron alteraciones
en el metabolismo de los aminoacidos como disminuciones en los
niveles de arginina en higado, riién y plasma, la cual presenta
actividad antioxidante. Se observaron también aumentos en los
niveles de cisteina y acido glutdamico en higado y plasma, y
disminuciones correlativas de glutation reducido, el cual puede
sintetizarse a partir de los primeros y es un antioxidante que
protege a la célula de radicales libres que pueden ser importantes
contra la carcinogénesis provocada por el As, debido a su actividad
como dador de electrones en la metilacién del arsénico. Por otro

" inhibe la actividad de la encima GSSG

lado, se sabe que el As
reductasa. Ademas, la metionina, que estd implicada en la sintesis
de cisteina, carnitina, taurina, lecitina, fosfatidilcolina y otros
fosfolipidos aumenta en higado, rifiéon y plasma, lo cual se
explicaria por el hecho de que la metionina interviene en la
metilacion del arsénico, convirtiéndose en S-adenosilmetionina

gue dona el grupo metilo al arsénico.

Se detectaron también niveles elevados de colina y fosforilcolina
en higado y plasma, los cuales pueden estar relacionados con la
ruptura de la membrana celular inducida por el arsénico.
Asimismo, se detectaron aumentos en los niveles de acidos grasos
libres como el araquiddnico pipecélico, oleico, linoléico, gamma-
linoléico, docosahexandico, piranarico y dacido ladrico, que son
productos de degradacion de las fosfatidilcolinas, las cuales son
mayoritarias en los fosfolipidos de las membranas celulares. Por
otro lado, la degradacién de los fosfolipidos de las membranas
celulares conllevan una acumulacién de colina en plasma y tejidos,
produciéndose perturbaciones en el ciclo de la colina, que en
nuestro estudio se observan por el aumento de betaina aldehido
en rifidn, la cual es un intermediario en la oxidacion de la colina en
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betaina, y ésta una fuente de grupos metilo para el arsénico, la
cual aumenta en higado. También se detectaron cambios en los
niveles de taurina en higado, rifién y plasma la cual interviene en la
conjugacién de 4cidos biliares, actia como antioxidante,
estabilizador de membrana, modulaciéon de la sefalizacion del
calcio y osmoregulacion.

Finalmente, este estudio también pone de manifiesto el
incremento de di- y triglicéridos en plasma e higado de ratones
expuestos, lo cual unido al ya comentado aumento de 4cidos
grasos, puede relacionarse con hiperlipidemia, que constituye uno
de los factores de riesgo vasculares mas importantes.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la presente memoria se

pueden extraer las siguientes conclusiones generales:

1)

2)

3)

4)

5)

Se ha desarrollado un método analitico basado en la
extraccién de especies de arsénico con microondas
focalizado. Este método se ha aplicado satisfactoriamente a
muestras de alimentos de origen marino (Anemonia
sulcata), y es simple, automatizado, con tiempos cortos de
analisis (5 min) y recuperaciones para AB, TETRA y DMA del
85, 90 y 95%, respectivamente.

Se ha optimizado un método de separacién cromatografica
de especies de arsénico basado en el uso combinado de la
cromatografia de intercambio anidnico y catidnico. Con
ello, se consiguid la resolucién de AB, DMA, MA, As’, As",
TMAO y TETRA, con dos cromatogramas de 12 minutos.
Estas columnas cromatograficas se han acoplado a un ICP-
MS permitiendo una deteccidén sensible y selectiva de las
especies de arsénico.

El andlisis de las muestras mediante AEC/CEC acopladas
triple cuadrupolo (QgQ), permitié la identificacion de
GPAsC y DMAS en anémonas de mar, con lo que por
primera vez se consigue identificar un derivado de la AsC en
un organismo no expuesto previamente a ésta, y de DMAS
en un alimento.

Se ha comprobado que entre el 54 y el 64 % del arsénico
total se pierde tras el cocinado, del cual, el 90% pasa al
aceite utilizado.

El orden de abundancia de las especies de arsénico en
anémonas crudas es: DMA~AB>DMAS>AsC. El orden de
abundancia del resto de las especies se altera ligeramente
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al analizar muestras tomadas en momentos y sitios
diferentes.

6) Como es habitual en alimentos de origen marino, el
arsénico inorganico no representa mas del 10% del total (6
y 5% en anémonas crudas y cocinadas, respectivamente).

7) El estudio de estabilidad de especies de arsénico en fluidos
biolégicos pone de manifiesto la ausencia de
interconversiones significativas durante un periodo maximo
de 2 meses, no obstante, la estabilidad depende de la
matriz de la muestra.

8) El 95% del arsénico total presente en anémonas cocinadas
es bioaccesible tras una digestion gastrointestinal in vitro,
siendo las especies mas bioaccesibles As” y MA, que
presentan porcentajes superiores al 100% indicando la
conversion de otras especies en éstas.

9) Se ha aplicado la metodologia descrita a la especiacién de
arsénico en suero y orina de voluntarios que consumieron
previamente las anémonas de mar. Se comprobdé que
transcurridas 10 h del consumo, la abundancia de las
especies en orina sigue el orden: AB~DMA
>AsC>TETRASTMAO>MA>As'>DMAE, siendo la especie
dominante en orina tras 20 h después del consumo AB, lo
qgue representa el 40 % de la AB total en la anémona
cocinada (88% de la AB total en anémonas cocinadas se
excreta en 90 h).

10) Alrededor del 130% de DMA presente en las anémonas de
mar, se excreta por la orina en 90 h, lo cual puede
explicarse por la conversion de otras especies en DMA,
como el DMAS, el cual estad presente en orina y no en las
anémonas analizadas en este estudio.

11) En las muestras de suero, sdlamente se detectaron AB, As',
MA, DMA y AsC. Transcurridas 30 h desde el consumo de
las anémonas, la especie predominante en suero es DMA,
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seguida de AB, MA y AsC, mientras que el As’ sélo se
detecta después de 1 h. Este ultimo hecho puede explicarse

12) segun la bibliografia, porque tras la absorcién del As' por el
i

7

tracto gastrointestinal, éste se reduce rapidamente a As
el cual cruza rdpidamente las membranas celulares a pH
fisioldgico, para finalmente metilarse y oxidarse.

13) El estudio metabolémico del organismo modelo Mus
musculus expuesto a arsénico inorgdnico muestra que éste
provoca alteraciones en el metabolismo de la energia,
aminodacidos, degradacién de los fosfolipidos de Ia
membrana, ciclo de degradacién de la colina y ciclo de la
metionina, asi como apoptosis y aumento del riesgo
vascular.
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El arsénico es un elemento presente en la naturaleza
que esta en distintas formas quimicas o especies. Su
toxicidad es variable dependiendo de la especie, la
matriz en la que se encuentre y el cocinado.

La importancia en el control de la calidad de los
alimentos es vital, y por ello se han desarrollado y se
sigue investigando metodologias de analisis, que nos
permitan conocer las concentraciones de las distintas
especies, su distribucion en la cadena tréfica, su
biodisponibilidad y su comportamiento en el
metabolismo humano.

a través de este comunicado que:
No todos estamos contaminados por
arsénico del mismo modo, y
reinvindicamos a los gobiernos que
inviertan en investigarlo...y se dejen
de coches oficiales.

?/ La fauna y la flora marina manifiesta \‘%
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Poco después J.F. Peskenedi fue asesinado por un
arpén disparado desde la borda de un lujoso yate.
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