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RESUMEN: En América Latina la presencia del arsénico en el ambiente y en las fuentes de agua para consumo humano, se
debe a factores naturales de origen geologico como a actividades antropogénicas. El arsénico en las aguas naturales se encuentr
principalmente como trivalente (arsenito) o pentavalente (arsenato). El objetivo de este trabajo fue determinar lassatieeacione
provoca el trioxido de arsénico a nivel de la morfologia del bazo de Rattsg norvegicus Sprague-Dawley). Se utilizaron 24 ratas
de ambos sexos de 55 dias de vida. Las ratas fueron pesadas y divididas en 3 grupos (4 hembras y 4 machos). Los glugmstratados
inyectados con 5 mg y 10 mg de,@grespectivamente, en dosis Unica diaria via intraperitoneal por 15 dias. Al grupo control se le
aplicé agua destilada sin arsénico. Después del tratamiento los animales fueron sacrificados por eutanasia conventinagl se ob
bazo, los cuales fueron lavados, pesados y seccionados en cuatro partes, que fueron fijadas en formol tamponado al £0%. Mediant
técnica histoldgica se obtuvieron 4 muestras seriadas de cada bagm de Bspesor con una separacion dgthd@ntre si. Posterior-
mente fueron tefiidas con H-E. Se analizaron 30 campos (120 campos por 6rgano). Los datos obtenidos permiten concluir que ratas
tratadas con triéxido de arsénico, presentan alteracion a nivel de los compartimentos del bazo, con un aumento del codgktiment
pulpa roja, una deplecion en el tamafio y nimero de foliculos linfoides y de la zona marginal. A su vez, se observo pérdida de |
celularidad de la vaina linfoide periarteriolar (PALS).

PALABRAS CLAVE: Bazo; Tri6xido de arsénico; Pulpa blanca; Pulpa roja; Rattus norvegicus.

INTRODUCCION

El arsénico se encuentra ampliamente distribuido en La exposicion crénica a compuestos de arsénico in-
nuestro entorno, de manera que la exposicion humanaogiéanico a través del agua potable y su inhalacion se han
arsénico es inevitable. La exposicién de la poblacién en gesociado a trastornos y neoplasias en multiples érganos
neral, a varias especies de arsénico (inorganico y organi{@attersoret al, 2004).
varia segun la geoquimica local y el nivel de actividad
antropogénica. Generalmente, el arsénico se presenta en Aproximadamente, 1 de cada 100 personas que be-
cantidades muy pequefias, encontrandose en las rocafesl agua de manera prolongada con una concentracion
suelo, el agua e incluso en suspension. Estudios recierdesarsénico superior a 0,05 mg/L, posiblemente muera de
revelan un efecto adverso importante en la salud de las pen-cancer asociado a la toxicidad producida por el arséni-
sonas que han sufrido una exposicién prolongada, e inclusn Esta proporcion puede ascender hasta el 10% si las
a concentraciones bajas de arsénico (Petrusshalki?007).  concentraciones sobrepasan los 0,5 mg/L (Setitél,

2000).

La mayor amenaza para la salud publica proviene
del consumo de agua potable, con bajas concentraciones de En la Region de Arica y Parinacota, en el norte de
arsénico inorganico. La Organizacién Mundial de la Salu@hile, el arsénico es un contaminante comun en los distin-
establecié un limite maximo de arsénico presente en el agaa sustratos. Bundschahal.(2008), determinaron rangos
potable de 0,01 mg/L, limite maximo establecido tambiéte arsénico para las aguas de la Quebrada de Camarones de
en Chile (INN, 2005). Esta norma rige también en la Com&000 a 510Qug/L, para el Valle de Lluta entre 30 a 289/
nidad Europea y en los Estados Unidos (EPA, 2001). Ly para el Valle de Azapa de RQ/L.
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El arsénico inorganico puede presentarse en el am-  Este estudio tuvo como objetivo determinar el dafio
biente de varias formas y con diferentes valencias; en la®rfolégico que se presenta en los diferentes
aguas naturales se encuentra principalmente como trivalegmnpartimentos del bazo cuando esta expuesto al trioxido
como arsenito (Ill) o pentavalente como arsenato (V) (Browde arsénico.
et al, 1990). Los compuestos de arsénico inorganico en los
que el arsénico esta presente en la forma trivalente, como el
trioxido de arsénico (As203), son muy toxicos (Chapgtell MATERIAL Y METODO
al., 1999).

La exposicion al arsénico inorganico se asocia al Se utilizaron 24 ratas (hembras y machos) Sprague-
desarrollo de enfermedad vascular periférica, cancer a la pighwley de 55 dias de vida, las cuales fueron separadas en 3
pulmoén, higado, vejiga, rifién y préstata (Abernathgl., grupos de 8 animales (cuatro machos y cuatro hembras), la
1999; Christensen & Poulsen, 1994; Cuzitkal., 1992; manutencién, manipulacion y procedimientos aplicados en
Rahmaret al.,1996; Ryaret al.,2000), a la atrofia del timo los animales experimentales, se realiz6 de acuerdo a las exi-
(Drela, 2006; Alfaro-Burgos & Valenzuela-Estrada, 2012)gencias de uso de animales de laboratorio y conté con la
asi como, a la depresion de la médula 6sea con manifestarobacion del Comité de Etica/Bioética de la Universidad
cion de anemia y leucopenia (Armstrogtcal, 1984). de Tarapaca (Arica, Chile).

Aso & Abiko (1978), demostraron que después de la La administracién del triéxido de arsénico se aplico
implantacion subcutanea de trioxido de arsénico en ratas, dosis Unica diaria, via intraperitoneal (i.p.) por un perio-
existia un alto contenido de arsénico a nivel de glébulde de 15 dias. La solucién de trioxido de arsénico se obtuvo
rojos y bazo que se mantuvo elevado hasta el final del expgzartir de arsénico comercial (Merck, Titrisol®). A los gru-
rimento. Bishayi & Sengupta (2003), determinaron un rgos tratados se les aplicaron dosis de 5 mg de As203 por kg
traso en el aclaramiento bacteriano a nivel del bazo en rate-peso corporal y de 10 mg dg@gpor kg de peso corpo-
nes tratados con arsénico respecto a los animales contrall, Al grupo control solo se le aplicé agua destilada sin ar-
poniendo de manifiesto un estado inmunocomprometigeénico (Patlolla & Tchounwou, 2005).
después de la exposicion al metal pesado.

Los animales fueron pesados diariamente y se mantu-

El bazo se compone de dos compartimentos funcigieron en jaulas acondicionadas con libre disposicion al ali-
nal y morfolégicamente diferentes: la pulpa roja y la pulpaento y agua. Luego de 15 dias de tratamiento los animales
blanca, esta ultima, se haya compuesta por trégeron pesadosy sacrificados por eutanasia segln estandares
subcompartimentos: la vaina linfoide periarteriolar (PALS;onvencionales. Mediante incision abdominal, se retir6 el bazo
el foliculo linfoide y la zona marginal (Cesta, 2006). de los animales. Posteriormente los 6rganos fueron lavados

con suero fisiolégico y pesados, para luego ser fijados en

El bazo combina el sistema inmune innato y adaptatiformol tamponado al 10%. Luego deshidratados en una bate-
de una forma Gnica y organizada, que permite eliminar los de alcoholes de concentracion creciente y colocados en
glébulos rojos defectuosos de la circulaciéon y conduce axdol para ser incluidos en parafina (Martinezal., 2011).
eliminacion eficiente de los microorganismos y restos celérevio a la inclusién, el bazo fue seccionado en cuatro por-
lares transmitidos por la sangre. Esta funcién, hace del baziones, ubicando dos trozos perpendiculares a los otros dos
el érgano mas importante de la reactividad inmunolégiatentro del molde de parafina, de manera de obtener cortes
antibacteriana y antifingica (Mebius & Kraal, 2005). longitudinales y transversales del 6rgano en estudio. Los 6r-

ganos en bloques de parafina fueron seccionados con

Los cambios tipicos que se pueden observar enmicrétomo, obteniéndose cortes seriados gienSde espe-
bazo cuando esta expuesto a un agente inmunomodulador, En total se obtuvieron 4 cortes de cada bazo con una
se relacionan directamente con alteracion en su tamafaeparacion de 100m entre si. Finalmente las muestras fue-
una variacion en el namero de foliculos con centrasn tefiidas con H-E siguiendo los protocolos para una tincion
germinales (Kupegt al, 2000). Germoleet al.(2004), tam- estandar. Por cada muestra histolégica se observé un nimero
bién sefialan que los cambios en la celularidad del folicude 30 campos (120 campos por érgano). El analisis histolégico
linfoide es un predictor sensible de una inmunotoxicidagdregistro fotografico se realiz6 utilizando un microscopio de
potencial. Mas aun, debido a la presencia de linfocitos Blyz (Olympus CX-31) con camara digital Moticam 1000 (1.3
T, los efectos inmunotéxicos de xenobidticos o sudpixel USB 2.0). Se determiné el tamafio de pulpa blanca
metabolitos, se pueden reflejar en este 6rgano (Elmofepna marginal y foliculo linfoide) y pulpa roja, mediante el
2006). programa Moticam 1000 con objetivo de 4x.
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Para el analisis de los datos, se realizé una pruebakfecto del tribxido de arsénico a nivel de pulpa roja y
normalidad, aplicando el Test de Shapiro-Wilks, con un n=lpa blanca. En las ratas tratadas con dosis de 5y 10 mg
(12 ratas machos y 12 hembras). Posteriormente se utild@triéxido de arsénico, tanto en hembras (Fig. 2a) como en
la prueba de Varianza (ANOVA) para determinar diferemnachos (Fig. 2b), se observé un aumento significativo del
cias significativas (§0,05), entre las medias de los diferentamafio de la pulpa roja en relacién con el grupo control.
tes tratamientos experimentales. Para separar las mediaRespecto a la pulpa blanca, los resultados muestran una re-
hizo un analisis de Comparaciones Mdltiples de Minimduccion significativa de tamafio de este compartimento en
Diferencia Significativa, ($0,05). Para separar las mediasas ratas hembras tratadas con 10 mg de arsénico. En las
del peso del bazo, se aplico el Test de Comparacién Mulitas machos esta disminucién de tamafio fue significativa
ple de Dunn’s §0,05). Se utilizé el software Statgraphicen los grupos tratados con 5y 10 mg de triéxido de arsénico
(version 10.0). respecto al grupo control.

Variacion de tamafio del foliculo linfoide y zona margi-
RESULTADOS nal en relacién a la pulpa roja En la Fig. 3a, se observa el
tamafio (area de tejido en mm2) de los compartimentos
esplénicos de ratas hembras tratadas y control. Los

Efecto del trioxido de arsénico en el peso del bazén las datos muestran una reduccion significativa del ta-
ratas tratadas con 10 mg de arsénico, tanto en las hembras ~ mafio tanto del compartimento folicular como de
(Fig 1a) como en los machos (Fig. 1b) se presentd un aumen- la zona marginal en las ratas tratadas con 10 mg de
to significativo del peso del bazo respecto al grupo control. trioxido de arsénico respecto al grupo control. Asu

vez, se observd un aumento de tamafio significati-
vo de la pulpa roja en ratas hembras tratadas con 5
y 10 mg de A$O, respecto al grupo control. En

A . los machos (Fig. 3b), se muestra una disminucion
N 53 significativa del tamafio del compartimento
& 054 folicular y zona marginal, en ambos grupos de ra-
R ol tas tratadas con arsenico (5 y 10 mg), en relacion
% al grupo control. A su vez, la pulpa roja, presento
e Ul un aumento significativo de tamafio en ratas trata-
§ 02 4 das con 5y 10 mg de As203 respecto al grupo
B control.
§ 0.14

0.0 A , . Andlisis histopatoldgico del bazoEn la Fig. 4, se
Smg 10mg observa el parénquima esplénico del bazo de una
Tratamiento con As;0, rata hembra control. Se distingue la pulpa blanca

B 07 - * (provista de foliculos linfoides que se muestran in-
B~ tensamente tefiidos con hematoxilina a causa de la
& heterocromatina densa de los nucleos de los nume-
N 051 rosos linfocitos) y el centro germinativo. Rodean-
5 041 do ala arteriola central se encuentra la vaina linfoide
; 034 periarteriolar o PALS. Se observan numerosos
% 02 | foliculos, de tamafos variables, rodeados por la
5 ' zona marginal de tonalidad méas suave, debido a la
§ 0.1 1 presencia de macrofagos residentes. Tanto los

00 foliculos linfoides como la zona marginal y el

tlo Ch e PALS, constituyen la pulpa blanca. Rodeando la

pulpa blanca se encuentra la pulpa roja muy rica
Fig. 1. Efecto del tri6xido de arsénico en el peso del bazo en rasagylobulos rojos y otros tipos celulares, como cé-
hembras (1a) y machos (1b) control y tratadas. Se muestra la vdtikas reticulares, dendriticas y macréfagos. En la
cion del peso relativo del bazo (relacion peso bazo/peso corporalFitg 5, correspondiente a una rata macho tratado
las ratas sometidas a diferentes concentraciones de arsénico. Ed#)5 mg de trioxido de arsénico, se observa atro-
indica diferencias estadisticamente significativas respecto al grdofolicular por pérdida de celularidad no obser-

control, (p=0,05). vandose centros germinativos. La arteriola central
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Fig. 2. Tamafio de pulpa roja y pulpa blanca
del bazo en ratas hembras (2a) y machos (2b)
control y tratadas. Se muestra el tamafio (en
porcentaje) de la pulpa roja y pulpa blanca
en ratas hembras y machos control y trata-
das. El (*) indica diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control,
(p<0,05).

Fig. 3. Variacion de tamafio de los
compartimentos esplénicos en ra-
tas hembras (3a) y machos (3b), so-
metidas a diferentes concentracio-
nes de arsénico. Se muestra el ta-
mafio del compartimento folicular,
zona marginal y pulpa roja en ra-
tas hembras y machos, control y
tratadas con arsénico. El (*) indica
diferencias estadisticamente signi-
ficativas respecto al grupo control,
(p=<0,05).
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se encuentra rodeada por una escasa o nula vaina linfoide
periarteriolar. La zona marginal (sefialada con flechas)
se observa en desproporcién al tamafio de uno de los
foliculos. La Fig. 6, muestra el parénquima esplénico de
una rata macho tratada con 10 mg de arsénico. El anali-
sis histopatolégico de estos animales mostré un
parénquima esplénico con una menor cantidad de
foliculos, y de un tamafio menor en comparacién con las
ratas control, predominando la pulpa roja.

DISCUSION

Bailey et al. (2004), sefialan que la comparacion
del peso del bazo en animales tratados con animales no
%%tados es a menudo complicado debido a las diferen-
cias en los pesos corporales que pudiera existir entre los
grupos. Por consiguiente, un parametro que es conve-
niente utilizar para el analisis del peso del 6rgano, es la
relacién existente entre el peso del bazo/peso corporal
del animal, que generalmente se describe como el peso
relativo del érgano.

Fig. 4. Parénquima esplénico del bazo de una rata hembra con
H-E (Barra = 10Qum).

Los resultados muestran que el bazo de las ratas
tratadas con 10 mg de arsénico, tanto en ratas hembras
como en machos, presenta un aumento de peso significa-
tivo respecto a las ratas control. Losco (1992), indicé que
la relacion peso bazo/peso corporal se mantiene constan-
te, independiente de la edad y que en ratas normales es
de alrededor del 0,20%. Del mismo modo, Furriagica
al. (2008), en un estudio estereoldgico del bazo en ratas
-, ; b : normales Sprague-Dawley, determinaron un peso relati-

y TS i vo del bazo de 0,30 %.

Fig. 5. Parénquima esplénico del bazo de una rata macho tratada con

5 mg de trioxido de arsénico. Las flechas sefialan la zona marginalde  En este estudio, el peso relativo del bazo de las
la pulpa blanca. H-E (Barra = 10@n). ratas control coincide con el rango obtenido por ambos
autores, lo que se expresa en un aumento significativo
del peso del bazo en el grupo de ratas (hembras y ma-
chos) tratadas con 10 mg de tridxido de arsénico.

Pfeiffer (1968) y Sellerst al (2007), sefialaron
que las diferencias de peso entre los grupos de animales
tratados y no tratados, son buenos indicadores para eva-
luar el efecto téxico del compuesto de prueba. Ademas,
Sellerset al, indican que el peso del bazo y del timo
deben relacionarse con los resultados histopatoldgicos.

Los resultados observados en los compartimentos
de pulpa roja y pulpa blanca en las ratas control (nor-

Fig. 6. Parénquima esplénico del bazo de una rata macho trata-
da con 10 mg de triéxido de arsénico. H-E (Barra =i
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males), muestran que ambos compartimentos se encuen- La zona marginal es una region Unica del bazo situa-
tran en proporciones similares a las reportadas pda en la zona de transicion de la pulpa roja y el foliculo.
Furriancaet al, quienes determinan en ratas normaleSonsiderada por muchos autores como un compartimento
Sprague-Dawley una proporcién de 54% para la pulpa r@gaparado y no como parte de la pulpa blanca. Esta disefiada
y un 42% para la pulpa blanca. En este trabajo los porc@ara detectar de la circulacién sistémica, antigenos y
tajes para ratas hembras de pulpa roja fue de un 57% ypd&dgenos, desempefiando un papel muy importante en el
pulpa blanca un 42%, en machos la pulpa roja fue de 5@¥dcesamiento de antigenos (Kupeal, 2002).
y pulpa blanca 41%.
Los resultados de la zona marginal, muestran que este

En las ratas tratadas con 5 y 10 mg de triéxido dmmpartimento disminuyé de tamafio junto con los foliculos
arsénico se observé un notorio aumento del compartiméinfoides. En las hembras, la zona marginal presenté una
to de la pulpa roja que probablemente ocurre a expensgasmninucion significativa de tamafo en el grupo de ratas
del compartimento de la pulpa blanca, que disminuy6 ¢latadas con 10 mg de arsénico respecto al grupo control.
tamafio. Los resultados muestran un aumento significatibel mismo modo, en el grupo de animales machos, se ob-
del tamafo de la pulpa roja en los grupos de ratas tratadas/é que ambos grupos experimentales (5 mg y 10 mg de
con 5y 10 mg de arsénico, tanto en ratas hembras y riraxido de arsénico) mostraron una reduccion significativa
chos con respecto al grupo control. Al contrario de lo ocdel tamafio de la zona marginal respecto al grupo control.
rrido en la pulpa roja, la pulpa blanca disminuyddéntica situacién fue observada por Elmore, en un trata-
significativamente de tamafio, tanto en la ratas hembmagnto con N,N-dimetil-p-toluidina donde esta sustancia
tratadas con 10 mg de arsénico, como en las ratas madifesto los compartimentos de la pulpa blanca, produciendo
tratadas con 5y 10 mg de trioxido de arsénico. una disminucion de su tamafio y de su celularidad.

Elmore, sugiere que en un estudio histopatolégico En consecuencia, el analisis de los datos evidencia
del bazo es muy valioso medir el tamafio por separadoglee las ratas tratadas con trioxido de arsénico muestran una
sus dos zonas funcionales, que son la pulpa roja hematégateracion a nivel de los compartimentos del bazo, presen-
y la pulpa blanca linfoide, con el fin de poder determindgando un aumento del compartimento de la pulpa roja, y una
diferencias de tamafo y de celularidad. deplecion en el tamafio y nimero de foliculos linfoides y de

la zona marginal. A su vez, se observa pérdida de celularidad

A su vez, Haleyet al. (2005), recomiendan medir de la vaina linfoide periarteriolar que probablemente afecte
por separado el compartimento correspondiente a lasfuncion inmune del érgano esplénico.
foliculos linfoides y zona marginal de la pulpa blanca, con
el fin de evaluar los cambios de tamafio y de celularidad
que pueden aumentar o disminuir en presencia de un agdd=ARO-BURGOS, S. Morphological alterations of the spleen
te inmunomodulador. En este trabajo, se midi6 por sepaPé—ratS Rattus norvegicystreated with arsenic trioxidént. J.
do los compartimentos correspondientes a la pulpa blanMgrphol., 31(3)1012-1019, 2013.
foliculo linfoide y zona marginal, para determinar si eran
ambos o un compartimento el que disminuia de tamafQ o,
respecto al grupo control.

SUMMARY: In Latin America, the presence of arsenic in
vironment and water sources for human consumption is due
to natural geological factors and anthropogenic activities. Arsenic
in natural waters is mainly found as trivalent (arsenite) or

Los datos obtenidos, muestran una disminucion sigentavalent (arsenate). The aim of this study was to determine the
nificativa del tamafio del compartimento folicular, tant@lterations causing arsenic trioxide-level morphology of the spleen
en el grupo de ratas hembras tratadas con 10 mg de arséfiats Rattus norvegicus Sprague-Dawley). Were used 24 rats
co, como en los grupos de ratas machos tratadas con® Rpth sexes of 55 days of life. The rats were weighed and divided
10 mg de arsénico. Estas diferencias de tamarfio fueron S 3 9roups (4 females and 4 males). The treated groups were

e injected with 5 mg and 10 mg of AS, respectively,
nificativas con respecto al grupo control. intraperitoneally daily dosing for 15 days. The control group was

. o ) administered arsenic-free distilled water. After treatment the animals

Suttie (2006), indico que la atrofia puede afectar gere euthanized conventionally, and spleen was removed, which

la pulpa blanca (foliculos, zona marginal y/o PALS) y qu@as washed, weighed and sectioned into four parts, which were
este proceso de deplecion puede relacionarse como un efigeel in 10% buffered formalin. Histological technique using four

to directo del tratamiento aplicado. Por ejemplo, en un esrial samples were obtained from each spleen of 5 microns thick

tudio realizado en ratones con metadona (AZT) se obseMigh a spacing of 100 microns between them. Subsequently these

una disminucién del tamafio de la pulpa blanca, con aus¥{§® stained with H-E. We analyzed 30 fields (120 fields per organ).
cia de foliculos y disminucién del PALS The data obtained indicates that rats treated with arsenic trioxide
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have an altered level of the compartments of the spleen, with an health effects following exposure to soluble or insoluble cobalt
increased red pulp chamber, depletion in the size and number of compounds in cobalt blue dyeSci. Total Environ., 150(1-
lymphoid follicles and marginal zone. Furthermore, loss of 3):95-104, 1994.
cellularity of periarteriolar lymphoid sheath (PALS) was observed.
Cuzick, J.; Sasieni, P. & Evans, S. Ingested arsenic, keratoses, and
KEY WORDS: Spleen; Arsenic trioxide; White pulp; bladder canceAm. J. Epidemiol., 136(#17-21, 1992.
Red pulp; Rattus norvegicus.
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