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I.-Lista de abreviaturas

a: Factor de selectividad

As'™: Acido arsenioso, arsenito o As(III)
AsY: Acido arsénico, arseniato o As(V)
iAs: Arsénico inorganico

AB: Arsenobetaina

AC: Arsenocolina

AcONH4: Acetato amonico

ALDH: Aldehido deshidrogenasa
AM: Media aritmética

AMD: Drenado 4cido de minas

APL: Leucemia promielocitica aguda
AsSug: Arsenoazlcar

AsLip: Arsenolipido

AsHCs: Arsenohidrocarburos
AsFAs: Arsenoacidos grasos

AsPCs: Arsenofosfatidilcolinas
AsPLs: Arsenofosfolipidos

As3MT: Arsénico-3 metiltransferasa
ATP: Adenosin trifosfato

BER: Base Excision Repair

CCD: Charge-coupled device

Correlacion de Pearson (r): Factor de evaluacion de la tendencia entre dos variables



CV(%): Coeficiente de variacion

DARB: Dissimilatory Arsenic-Respiring Bacteria
DIRB: Dissimilatory Iron-Respiring Bacteria
DMAV: Acido dimetilarsinico o acido cacodilico
DMAA: Acido dimetilarsenoacético

DMTAV: Acido dimetilmonotioarsinico

DRC: Celda dindmica de reaccion

GM: Media geométrica

GSH: Glutation

GSTO: Glutation-S-transferasa-omega o Glutation-S-transferasa- w
HFO: Oxihidroxidos de hierro

HNOs: Acido nitrico

IC: Cromatografia de intercambio 16nico

IMC: Indice de masa corporal

INSPQ: Instituto nacional de salud publica de Quebec
IS: Patrén interno

k: Factor de retencion

KED: Discrimacion por energia cinética

LDso: Dosis letal 50

LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacién

m: Valor de la pendiente del calibrado

MDR: Proteinas multirresistentes a drogas

MeOH: Metanol
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MMA": Acido monometilarsénico

MMTAY: Acido monometilmonotioarsénico

N: Numero total de observaciones

NaBHj4: Borohidruro sédico

NaCNBH3;: Cianoborohidruro sddico

NER: Nucleotide Excision Repair

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey
NH4H2PO4: Fosfato monobasico de amonio

(NH4)2HPO4: Fosfato dibasico de amonio

PDH: Piruvato deshidrogenasa

PMI: indice primario de metilacion

PSDVB: Poliestireno divinil benceno

PTS: Proficiency Testing Samples

r?: Coeficiente de correlacion de la pendiente del calibrado
Rs: Factor de resolucion cromatografica

ROS: Especies reactivas de oxigeno

Sig (bilateral): P-value, medida de la significancia estadistica de una correlacion
SAM: S-adenosil meteonina

SMI: Indice secundario de metilacion

tr: Tiempo de retencidon

TAs: Concentracion de arsénco total medido por ICP/MS

TSAs: Suma total de las concentraciones de las especies de arsénico medido por HPLC-

ICP/MS
TMAO: Oxido de trimetilarsénico

Tio-AsSug: Tioarsenoazicar
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Tio-DMAA: Acido monotiodimetilarsenoacético

UA: Unidades de area
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I1.-Resumen

El arsénico es un elemento altamente reactivo que se encuentra en el medioambiente de
manera frecuente y abundante, principalmente en forma de minerales, disuelto en
medios acuosos y unido a la materia particulada de la atmdsfera. Desde estos medios
puede incorporarse a la cadena trofica a través de la captura de nutrientes en diferentes
tipos de semillas y ciertos vegetales. Ademas, su presencia en el agua de rios, mares y
océanos le permite introducirse facilmente en el organismo de los animales marinos,
biomagnificandose a lo largo de la cadena trofica. Si bien normalmente su presencia en
el medioambiente se conoce y esta regulada por un ciclo biogeoquimico, la actividad del
ser humano, principalmente en la industria y la mineria ha ocasionado la alteracion del
mismo contribuyendo al vertido incontrolado de este semimetal en entornos terrestres y
acuosos, asi como la emision a la atmofera de derivados de arsénico en mucha mayor

proporcion que la que se encuentra de manera natural.

El principal problema asociado a su facilidad para movilizarse por el medioambiente
radica en que tras cada proceso se transforma en especie de arsénico u otra, incluso a
través del propio metabolismo de los seres vivos que lo ingieren. En base a esto, se
pueden clasificar las diferentes especies de arsénico en funcidn de su naturaleza
(arsénico inorganico y arsénico organico) y de su estado de oxidacion (especies de

arsénico trivalentes y especies de arsénico pentavalentes).

Todo lo anterior, unido al hecho de que cada especie de arsénico presenta una toxicidad
determinada, hace preciso el desarrollo de una metodologia de especiacion de arsénico
para poder identificar y cuantificar los tipos y la concentracion de cada una de las
especies de arsénico presentes en las muestras a analizar. En este estudio, el tipo de
matriz seleccionada ha sido la orina, mientras que la técnica analitica utilizada para
llevar a cabo la especiacion ha sido LC-ICP/MS (cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas mediante un plasma de acoplamiento inductivo) por su

selectividad, sensibilidad y resolucion cromatografica.

Concretamente las dos fases moviles utilizadas han sido AcONHs 20 mM apH 5y 9,
utilizando para ello un modo gradiente de pH, seleccinado a partir de un estudio
sistematico de los tiempos de retencion estudiando cuatro valores de pH (5, 7,9y 11) y

cuatro valores de concentracion de la fase movil (5, 10, 20 y 40 mM).
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La columna utilizada fue una Hamilton PRP X-100 (4,6 x 250 mm x 5 pum) de
intercambio anidnico fuerte. En estas condiciones se llevo a cabo la validacion
obteniendo unos valores de precision y veracidad <6% para las seis especies analizadas,
las cuales son, AB, AC, As'", AsV, DMAY y MMAV. En cuanto a la selectividad, no se
observo rastro de la interferencia poliatomica >ArCl*. Por lo que respecta a la

sensibilidad, el LOQ para cada especie estuvo en torno a 0,3 pg/l aproximadamente.

Alternativamente a todo esto, se ha validado, también, una metodologia de arsénico
total por ICP/MS para utilizarla como valor de referencia de la concentracion total de
arsénico en orina. Para ello se utilizd una ecuacion de correccion para la eliminacion de
la mencionada interferencia poliatomica. Por lo que respecta a la validacion, la precision
y la veracidad fueron <4% y <3%, respectivamente. No se observo rastro de la sefal del

SArCI*. Por ultimo, el LOQ obtenido fue de 0,53 pg/l.

Una vez validadas ambas técnicas, se ha seleccionado una muestra poblacional espafiola
(N=706) sobre la que se han estudiado una serie de variables de caracter demografico
(edad, género, pais de nacimiento), ademds de otras variables asociadas a factores de
riesgo como el IMC o el consumo de tabaco. Por ultimo, la variable mas relevante en
este estudio fue la dieta, catalogada en base al consumo de pescado y de arroz. Mediante
el analisis del contenido de arsénico total y especiado, se han elegido una serie de
biomarcadores para analizar estadisticamente la relacion entre éstos y las variables
estudiadas. Estos biomarcadores fueron la concentracion de arsénico total y especiado,
la de cada una de las especies asi como los indices primario y secundario de metilacion

(PMI y SMI, respectivamente).

Los resultados de este estudio poblacional revelaron que la especie de arsénico mas
abundante fue la AB, que no presenta toxicidad, representando el 90% del contenido

total de arsénico. El 10% restante estuvo constituido por DMAY (9%) y MMAY (1%).

No se encontr6 rastro de arsénico inorgéanico, la forma mas toxica de arsénico. Ademas,
se demostro la existencia de una tendencia estadisticamente significativa en funcion del
pais de origen de los sujetos, explicada como consecuencia de la diferente dieta propia
de cada nacion. La capacidad de metilacion fue superior para nifios que para nifias, y

para aquellos sujetos con mayor IMC.
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Por otro lado, se demostr6 que el consumo del tabaco, un factor asociado histéricamente
con los niveles de arsénico, no fue una variable estadisticamente relevante que
contribuyd a explicar la concentracion y distribucion de especies encontradas. La
variable mas relevante fue, por tanto, la dieta, debido al elevado consumo de raciones de
origen marino y de arroz. En resumen, se han desarrollado dos metodologias de
arsénico, una de arsénico total, y otra de especiacion de arsé€nico, precisas, veraces y
adecuadas para su uso previsto. Mediante el empleo de éstas se ha podido estudiar y
concluir que la poblacion estudiada no presenta ningun riesgo toxicoldgico y que el
perfil de especiacion de arsénico obtenido es compatible con el consumo de pescado de

la region.
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II1.-Abstract

Arsenic is a highly reactive element that is ubiquitous in the environment, mainly
present in the form of minerals, dissolved in aqueous media and bound to particulate
matter in the atmosphere. From these media it can be incorporated into the trophic chain
through nutrient uptake in different types of seeds and certain vegetables. In addition, its
presence in rivers, seas and oceans let it easily enter into the organisms of marine
animals, biomagnifying itself along the trophic chain. Although its presence in the
environment is normally known and regulated by a biogeochemical cycle, human
activity, mainly in industry and mining, has caused the alteration of this cycle,
contributing to the uncontrolled dumping of this semi-metal in terrestrial and aqueous
environments, as well as the emission into the atmosphere of arsenic derivatives in
much higher proportions than those found naturally. The main problem associated with
its ease of movement through the environment is that after each process it is
transformed into one arsenic species or another, including through the metabolism of
the living beings that ingest it. On this basis, the different arsenic species can be
classified according to their nature (inorganic arsenic and organic arsenic) and their

oxidation state (trivalent arsenic species and pentavalent arsenic species).

All of the above, along with the fact that each arsenic species has a specific toxicity,
makes it necessary to develop an arsenic speciation methodology in order to identify
and quantify the types and concentration of each of the arsenic species present in the
samples to be analyzed. In this study, the type of matrix selected was urine, while the
analytical technique used to carry out the speciation was LC-ICP/MS (liquid
chromatography coupled to mass spectrometry by inductively coupled plasma) due to

its selectivity, sensitivity and chromatographic resolution.

Specifically, the two mobile phases used were AcONH4 20 mM at pH 5 and 9, using a
pH gradient mode, selected from a systematic study of retention times by studying four
pH values (5, 7, 9 and 11) and four mobile phase concentration values (5, 10, 20 and 40
mM). The column used was a strong anion exchange column Hamilton PRP X-100 (4.6

x 250 mm x 5 pm).

Under these conditions the validation was carried out obtaining precision and trueness
values <6% for the six species analyzed, which are AB, AC, As", AsY, DMAV and
MMAY.
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As for the selectivity, no trace of the polyatomic ArCl" interference was observed.

Regarding sensitivity, the LOQ for each species was around 0.3 pg/l approximately.

Alternatively, a methodology for total arsenic by ICP/MS has also been validated for
use as a reference value for total arsenic concentration in urine. For this purpose, a
correction equation was used to eliminate the aforementioned polyatomic interference.
As far as validation is concerned, precision and trueness were <4% and <3%,
respectively. No trace of the ArCl" signal was observed. Finally, the LOQ obtained
was 0.53 pg/l.

Once both techniques were validated, a Spanish population sample was selected
(N=706) on which a series of demographic variables were studied (age, gender, country
of birth), in addition to other variables associated with risk factors such as BMI or
tobacco consumption. Finally, the most relevant variable in this study was diet,
catalogued on the basis of fish and rice consumption. By analyzing total and spicy
arsenic content, a series of biomarkers were chosen to statistically analyze the
relationship between these and the variables studied. These biomarkers were the
concentration of total and spiced arsenic, that of each of the species as well as the

primary and secondary methylation indexes (PMI and SMI, respectively).

The results of this population study revealed that the most abundant arsenic species was
AB, which does not present toxicity, representing 90% of the total arsenic content. The

remaining 10% consisted of DMAY (9%) and MMAY" (1%).

No trace of inorganic arsenic, the most toxic form of arsenic, was found. In addition, a
statistically significant trend was demonstrated depending on the country of origin of
the subjects, explained as a consequence of the different diets of each nation. The
methylation capacity was higher for boys than for girls, and for those subjects with a

higher BMI.

On the other hand, it was shown that tobacco consumption, a factor historically
associated with arsenic levels, was not a statistically relevant variable that contributed to
explain the concentration and distribution of species found. The most relevant variable
was, therefore, diet, due to the high consumption of marine and rice rations. In
summary, two arsenic methodologies have been developed, one for total arsenic and the
other for arsenic speciation, which are accurate, reliable and suitable for their intended

use.
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By using these methodologies, it has been possible to study and conclude that the
population studied does not present any toxicological risk and that the arsenic speciation

profile obtained is compatible with the consumption of fish from the region.
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1.-Introduccion

El objetivo de la investigacion llevada a cabo en esta tesis gira en torno a un tema de
actual relevancia: los metales pesados, un grupo de elementos quimicos notorios por sus
propiedades contaminantes y téxicas, como consecuencia de su prevalencia y
estabilidad en medios criticos para el desarrollo de los seres vivos. Entre los diferentes
miembros que conforman esta clasificacion, sin duda uno de los mas representativos lo
constituye el arsénico, quintaesencia de las caracteristicas de este grupo, si bien es un

metaloide y no un metal propiamente dicho.

La labor de investigacion que aqui se presenta se puede dividir en dos partes bien
diferenciadas. La primera consta del desarrollo metodologico de una novedosa
estrategia de especiacion de arsénico por cromatografia de liquidos de intercambio
16nico acoplada a espectrometria de masas (IC-ICP/MS) para la determinacion de los
seis analitos de arsénico mads relevantes: arsenocolina (AC), arsenobetaina (AB), 4cido
dimetilarsénico (DMAYV), 4cido monometilarsonico (MMAY), 4cido arsenioso (As') y
acido arsénico (As"). De manera similar, se llevo a cabo un método de cuantificacion de
arsénico total por ICP/MS de manera complementaria a la especiacion, cuyo objetivo se
basa principalmente en servir como metodologia referencia a la hora de cuantificar el
valor total de las muestras a analizar, ademas de utilizarse para conocer la incertidumbre
en la medida de la técnica de especiacion. Dentro de esta parte, por tanto, se encuentran
todos aquellos procesos y experimentos relacionados con la optimizacion instrumental,
la obtencidon de las variables cromatograficas, espectroscopicas y fisico-quimicas mas
adecuadas, la preparacion de la muestra y las condiciones experimentales mas

favorables para ambas metodologias.

La segunda parte comprende la aplicacion de esta metodologia de trabajo para el
analisis, y posterior evaluacion, del contenido de arsénico total y especiado en muestras
de orina, con el objetivo de disefiar un estudio epidemioldégico en una muestra
poblacional espaiiola (N=706) y compararlos con los valores medios poblacionales de la
base de datos internacional NHANES, y poder asi determinar el riesgo actual existente

para la poblacion espafiola utilizando diferentes biomarcadores.
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Aunque el estudio del arsénico abarca una gran variedad de ramas cientificas, el
enfoque principal a la hora de abordar esta tesis ha sido eminentemente toxicologico,
apoyandose en los fundamentos de la quimica analitica y en la quimica clinica para

definir el marco instrumental, toxico y legal de esta investigacion.

En definitiva, y debido a la complejidad y multidisciplinariedad de esta investigacion,
para poder entender todos los pormenores de esta tesis, la presente introduccion se va a
dividir en cinco bloques bien diferenciados, cuyo hilo conductor comprendera todas las
etapas incluidas en el proceso de exposicion a un agente toxico. Esto es, identificar su
origen, su naturaleza, el efecto que provoca en el cuerpo humano, y si aplica, su
excrecion. Aplicando esto a nuestra investigacion, en este primer apartado se van a
explicar todos los procesos existentes desde las fuentes de exposicion principales hasta
que se introduce en la cadena trofica incluyendo procesos biogeoquimicos, el
metabolismo asociado y la sintomatologia descrita, acompafiada de una breve

descripcion de la legislacion vigente.

No obstante, y dado que las especies de arsénico son muchas y muy variadas, pero no
todas son tan abundantes como para suponer un riesgo toxicoldgico, en el primer bloque
se definiran las especies de arsénico mas relevantes existentes en el medioambiente y se
dard una breve descripcion sobre las fuentes en las que se encuentran. Esto enlazara con
el segundo bloque donde se ahondard con mas detalle en las fuentes y depdsitos
naturales de arsénico en el medioambiente, centrando el foco en los procesos mas
relevantes que permiten su movilizacion por la corteza terrestre, la hidrosfera y la
atmosfera, centrando el foco en las especies predominantes en cada medio. Asi mismo,
se comentaran brevemente los principales usos y aplicaciones que el ser humano ha
dado al arsénico a lo largo de la historia hasta nuestros dias. En definitiva, donde se
encuentran los focos principales de exposicion, que especies lo componen y coémo

entran en contacto con los seres vivos.

A continuacion, se abordara un tercer bloque vertebrado por dos grandes ejes: el papel
del metabolismo en la toxicidad de las especies de arsénico y en la sintomatologia

descrita.

En resumidas cuentas, qué especies de entre todos los focos de exposicion existentes

son mas relevantes y qué toxicidad presentan.

25



Esto es relevante para, a la postre, elaborar perfiles toxicoldgicos que permitan asignar

fehacientemente la etiologia de una intoxicacion por arsénico.

Finalmente, se incidirda en un cuarto bloque en las metodologias analiticas de
especiacion mas adecuadas, haciendo un repaso historico de las técnicas analiticas
utilizadas, culminando en una breve descripcion de los pormenores de la

instrumentacion utilizada para la presente tesis.

1.1- Clasificacion de las especies de arsénico mas relevantes

Desde un punto de vista quimico, las especies de arsénico se catalogan en dos grandes
grupos: arsénico inorganico y arsénico organico. De manera general, y de acuerdo a las
normas dictadas por la Quimica, las especies inorganicas son todas aquellas que constan
de un 4tomo de arsénico unido a uno o varios heteroatomos pero exentas de carbono en
su composicion, a excepcion de ciertos carbonatos que contienen arsénico como
impureza en su red cristalina. Por el contrario, las especies orgéanicas cuentan con, al

menos, un enlace As—C en su estructura.

Por otro lado, los dos estados de oxidacion principales del arsénico son positivos, +3 y
+5, aunque en las arsinas (AsR3) el arsénico suele estar enlazado con valencia -3.
Ademas de éstas, en ciertas estructuras cristalinas, se pueden encontrar otras valencias
menos comunes como +1, +2 o +4 o incluso +6, especialmente en el caso de los

sulfuros de arsénico .

Estas dos grandes clasificaciones van a ser importantes durante toda la investigacion,
pues a nivel toxicoldgico, la biodisponibilidad, la toxicidad y su prevalencia va a
depender en gran medida de su estado de oxidacion y de su estructura quimica, ademas

evidentemente de otros factores como la concentracion o el grado de exposicion.
a) Especies de arsénico inorganico
» Acido arsenioso y sus oxosales

Conocido cominmente como As(IIT), As™ o arsenito, presenta caracter acido (Figura 1)
y es la forma inorganica mas comun en entornos hidricos reductores y faltos de oxigeno,
aunque termodinamicamente es menos estable que el 4cido arsénico?. Con respecto a su
reactividad, tiene una extremada afinidad por los atomos de azufre y los puentes

bisulfuro?.
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H;As0; H,AsO; HAsO;> AsO3>
OH (0} o o
pKa;=9.2 pKa,=12.1 pKas=13.4
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HO/ \OH HO/ \OH 'O/ \OH 'O/ \O'

Figura 1. Equilibrios de disociacion de acido arsenioso

Estas formas se encuentran eminentemente en muestras mediambientales®, alimenticias’

y bioldgicas®.
» Acido arsénico y sus oxosales

Denominado también arseniato, As(V) o As™ se forma predominantemente en
ambientes con abundancia de oxigeno, y por tanto, oxidantes. También presenta caracter
acido (Figura 2). Constituye la especie inorganica mas estable desde el punto de vista de
la termodindmica. Tiene una alta afinidad por la queratina y posee un tamano similar al

grupo fosfato, precursor del ATP’.

Similarmente a su homologo trivalente, se encuentra predominantemente en el agua,

pero también en el arroz® y los moluscos®.

H3ASO4 HzASO4- HAsO42' ASO43_
O 0
|| pKa,;=2.24 || pKa,=6.69 || pKaz=11.5 ||
As _— As —_— As —_— As
Ho”~ \\OH ho”~ \\O' o \\o- o~ \\O'
OH OH OH o}

Figura 2. Equilibrios de disociacion del acido arsénico

» Otras especies inorgadnicas

Si bien las dos primeras especies son las mas relevantes porque entran en contacto con
los seres vivos en mayor medida a través de medios criticos para la vida, y
adicionalmente, poseen una mayor toxicidad, existen otras familias como los sulfuros!®,
los oOxidos'! o las arsinas'’?, entre otros (Tabla 1), generados a partir de diferentes
procesos de evaporacion, precipitacion, movilizacion, disolucién y/o deposicion que

permiten movilizar este elemento hacia otros medios como el acuatico o el aéreo'.
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Sin embargo, la abundante proporcion de agua y su quimica combinada con ciertos
procesos naturales de este planeta termina eventualmene por transformar sendas
familias en los oxodcidos trivalentes y pentavalentes, y en muchisima menor medida,

ciertas especies organicas, como se discutird mas adelante.

Tabla 1.Principales familias de compuestos inorganicos de arsénico

Familia Férmula quimica Nomenclatura Fuente principal
Sulfuros FeAsS Arsenopirita™ Suelos, yacimientos
AssS;3 Dimorfita'® Suelos, yacimientos
Oxidos As205 P;g:ggfizgze Residuos mineros
As203 Triéxido de diarsénico? Residuos mineros
Sulfatos PbFe3(AsO4)(SO4)(OH)s Beudantita'® Residuos mineros
Fes(AsO3)4(SO4)(OH)4-4H.0 Tooeleita' Residuos mineros
Arsinas AsHs Arsina'® Aire, materia particulada
AsoHq Diarsina® Aire, materia particulada

b) Especies de arsénico organico
» Especies monometiladas

Se generan como consecuencia del metabolismo de los seres vivos, a partir del acido
arsenioso y/o arsénico, respectivamente, sustituyendo un grupo hidroxilo en la
estructura correspondiente por un grupo metilo, lo que facilita su excrecion pero
también su bioaccesibilidad dentro del organismo. En secciones posteriores se
comentard detalladamente las etapas de este proceso metabdlico, pero a grandes rasgos,
consiste en la sustitucion oxidativa y gradual de los grupos hidroxilo de las moléculas

inorganicas por grupos metilos, sintetizandose en la primera etapa los monometilados®.

Los compuestos monometilados reciben el nombre de acido metilarsonico o acido
metilarsonico (V) y acido metilarsonico (III), aunque su nombre comuin se encuentra

abreviado como MMAY y MMA!"!, respectivamente (Figura 3).

OH ﬁ
Asl! AsV
RN
ne” o Hc” \ “OH
OH
MMA(III) MMA(V)

Figura 3. Especies monometiladas de arsénico mas relevantes.
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De manera similar a sus homologos inorgéanicos, el MMA™ es menos estable que el
MMAY, por lo que no se encuentra de manera exdgena en el medioambiente, sino mas
bien enddgena, aunque su rol en los organismos vivos no esta del todo claro aun?'. La
forma pentavalente, sin embargo, puede aparecer en aguas®’> y en suelos que cuenten
con microorganismos cercanos que sean capaces de asimilar el arsénico, como sucede
con las plantas?, y ciertos cultivos, entre ellos el arroz>*. Atin con todo, su abundancia

es mucho menor que las variantes inorganicas.

La mayor incidencia y relevancia de estas especies se encuentra en las matrices
bioldgicas, especialmente en sangre? y orina®®, como metabolitos, donde la trivalente
aparece de manera practicamente residual, en detrimento del derivado pentavalente

mucho mas estable.
» Especies dimetiladas

Son sintetizados a partir de los derivados monometilados, nuevamente por sustitucion
de otro grupo OH por un segundo grupo CHj3, en una segunda etapa metabdlica. Estas
especies se conocen como acido dimetilarsinico (V) o dacido cacodilico, y 4acido

dimetilarsinico (III) (Figura 4).

TH ﬁ
As'l AsY
PR
Hae” O CH, HiC” \ “CH,
OH
DMA(III) DMA(V)

Figura 4. Especies dimetiladas de arsénico mas relevantes

Los medios en los que aparecen son los mismos que para las moléculas
monometiladas®2%, no asi la abundancia, que es mayor para éstas que para las

monometiladas, en aquellas matrices en las que aparezcan conjuntamente.

Adicionalmente, es un metabolito comun tras la ingesta de los arsenicales organicos
mas complejos como los arsenoazucares o los arsenolipidos, como se comentard mas

adelante.
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» Especies trimetiladas

La ultima etapa del proceso de metabolizacion del arsénico organico culmina con la
completa metilacion de la estructura inorganica precursora dando lugar a una especie

trimetilada, conocida como 6xido de trimetilarsénico o TMAO (Figura 5).

Figura 5. Estructura quimica del TMAO

Este compuesto no suele aparecer en el medioambiente de manera natural puesto que no
todos los organismos vivos son capaces de alcanzar esta etapa del proceso metabdlico,
siendo especialmente destacable su presencia en seres humanos?’, y ratones®, si bien la
proporcion en estos ultimos es bastante alta en comparacion con los primeros?, donde
se detectan en concentraciones muy bajas en comparacion con los dimetilados en
muestras de orina. Sin embargo, su concentraciéon puede aumentar si los seres humanos
ingieren alimentos ricos en arsenoazucares, ya que, como parte de su metabolismo, se

generan una serie de compuestos de diversa indole y naturaleza, entre ellos, el TMAO?*.
» Arsenoazucares

Estos arsenicales complejos son sintetizados por accion del metabolismo. Mientras que
la mayor parte de los seres vivos son capaces de transformar el arsénico inorganico
(‘As) en MMAY, DMAY, y ocasionalmente, TMAO, otros organismos como las algas’!

0 musgos®?, y ciertos animales marinos3*3

combinan las especies toxicas con una
unidad de ribosa, modificando el OH del carbono anémerico de la misma, dando como
resultado una amplia familia de moléculas conocidas como arsenoazuicares, de ahora en

adelante AsSug (Figura 6).

De esta manera, podemos encontrar cuatro set de compuestos en funcidn de si su cadena
lateral contiene un atomo de oxigeno (glicerol), fosforo (fosfato) y azufre (sulfonato y
sulfato). Asi mismo, la coordinacion del arsénico es un factor primordial a la hora de
clasificarlos, lo que permite dividir nuevamente esta familia en ramas en funcion de la

valencia que adopta el atomo central, esto es, 3, 4 y/o 5.

30



A pesar de ser una familia muy extensa, no siempre se encuentran presentes todos los
compuestos, cumpliendo que, generalmente, la especie mas estable es el AsSug glicerol,

seguida del fosfato, en menor medida.

CH, CH,

R
| ®|
/ASIII o) H3C—/AS|V o R
HyC o HsC 0
OH

OH

HO OH HO OH

Grupos R Grupos R

R;=OH (Glicerol) R;=OH (Glicerol)
R,=0OPO;R (Fosfato) R,=0OPO;R (Fosfato)
R;=SO3H (Sulfonato) R3=SO3H (Sulfonato)
R4=0SO;H (Sulfato) R4=0SO;H (Sulfato)

ﬁ
/Asv o R
H3C cH, o
OH
HO OH
Grupos R

R;=OH (Glicerol)

R,=OPO;R (Fosfato)
R3=SO;H (Sulfonato)
R4=0SO;H (Sulfato)

Figura 6. Clasificacion de las principales familias de arsenoazucares

Los derivados azufrados suelen ser poco estables, y pueden interconvertirse facilmente
en sus homologos de fosforo, por lo que rara vez aparecen son detectables, y de hacerlo,

el mas probable es el sulfonico.

En muestras biologicas, particularmente la orina, pueden ser aislados y cuantificados
solo si ha habido una ingesta previa de dichos alimentos®®. El inconveniente principal
reside en su estabilidad, previamente descrita. Asi, de manera general éstos suelen
encontrarse metabolizados en forma de otros compuestos organicos mas sencillos entre
los que cabe destacar TMAO, DMAY, MMAY, arsenobetaina y arsenocolina, entre

otros, formando parte de la compleja mezcla junto a los arsenoazucares originales®’-8,
» Arsenolipidos

Productos complejos de detoxificacion, se encuentran principalmente en ciertas algas y

peces, asi como en los residuos aceitosos de estos tltimos.
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De manera alternativa a la metilacion exhaustiva o a la union con estructuras derivadas
de los azucares, en este caso el arsénico queda anclado a fragmentos lipidicos entre los
que destacan hidrocarburos (AsHCs), acidos grasos (AsFAs), fosfolipidos (AsPLs) y
fosfatidilcolinas (AsPCs), dando como resultado la familia mas extensa de

organoarsenicales®®3? (Figura 7). Su nombre abreviado es AsLip.

Hidrocarburos que contienen arsénico (AsHCs) Acidos grasos que contienen arsénico (AsFAs)

I ﬁ
AsY AsV
Hoe” \/{/\/L/\CHa c” \/{,\’l/\c
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o o}
Il

Il
AsY A
He” S\\/{/\/L/\CH3 \ \ c”
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&

HO OH o\{/i\
CHa

Figura 7. Clasificacion de las principales familias de arsenolipidos(AsLip)

Aun no se conocen bien las propiedades de todos los integrantes de cada grupo, incluso
hoy en dia se siguen descubriendo nuevos compuestos®’. Sin embargo, lo que si se
conoce hasta la fecha es que son altamente liposolubles y que pueden transportarse

facilmente por los tejidos del cuerpo?!
» Arsenobetaina y arsenocolina

Denominadas comunmente como “el arsénico del pescado”, estas dos estructuras
quimicas se encuentran en una gran variedad de animales marinos (Figura 8), entre los

que destacan del pescado y el marisco.
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Su formacién se produce como consecuencia de la absorcion de ‘As de las aguas de las
que beben estos seres vivos, seguida de un proceso de metabolizacion alternativo a las
tres vias presentadas previamente**. En este sentido, algunos autores han propuesto la

metabolizacion de los arsenoaziicares y arsenolipidos como una posible ruta sintética®’.

o}
®ASIV ®ASIV\/\
/ OH / OH
Arsenobetaina (AB) Arsenocolina (AC)

Figura 8. Estructura quimica de la arsenobetaina y la arsenocolina

En matrices bioldgicas se encuentran principalmente en sangre* y orina®, si bien la
abundancia de la arsenobetaina es significativametne mayor. Generalmente son

excretadas sin alterar.
» Otras especies organicas

En este bloque se engloban una serie de compuestos que por su composicion y
estructura no se enmarcan dentro de las familias previas, principalmente por ser
intermediarios independientes de éstas, por su falta de especificidad como para

conformar una familia propia o bien por otras causas.

En este sentido, los intermediarios conocidos como dimetilarsenoacetato*® (DMAA) o el
dimetilarsenoetanol*’ (DMAE), son metabolitos compartidos entre los arsenoaziicares y
los arsenolipidos, y por tanto comparten un mismo origen. Desgraciadamente, bajo
ciertas condiciones, pueden ser oxidados o reducidos a DMAY. Por otro lado, tenemos a
los tioarsenicales, que surgen de manera natural en entornos ricos en azufre. Existen
derivados azufrados del DMAY (DMTAY)¥® y del MMAY (MMTAY)®, y de
arsenoazicares (o simplemente oxo-arsenoazucares)*’, y todos comparten el hecho
diferenciador sustituir el doble enlace As=O por un doble enlace As=S. Sin embargo, al
compartir miembros con varias familias mas relevantes, unido al hecho de que son
facilmente convertibles nuevamente en sus oxo-derivados, para esta tesis carecen de una

relevancia practica, por lo que se encuentran agrupados en esta categoria miscelanea.
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Un lugar aparte merecen los derivados del 4cido arsanilico™, utilizados en la industria
animal (aves de corral) como componente de piensos y medicamentos, que actualmente
estan en desuso por su potencial toxico’!, debido a que estos compuestos estaban
dotados con una alta persistencia y se incorporaban a otros organismos que se
alimentaban de estos animales inoculados con dichas especies. A continuacidon unos

ejemplos representativos de estos grupos (Figura 9):

Acido arsanilico y derivados Tioarsenicales

ONa ONa s
o]
N4 0, /
s on \AsV—OH Llsv Llsv
O
Hc” \ oH e \\OH
CHg OH
DMTAY MMTAY
O,N
Otros metabolitos
NH; OH
Acido arsanilico Roxarsona o]
AsY, OH
o /ONa HSC/ \
Npe'Com CHa
o]
OY DMAA
HN ”
As, OH
HsC \
OH CHs
Acetoarsona DMAE o

Figura 9. Estructuras quimicas del acido arsanilico y sus derivados, tioarsenicales y otros metabolitos secundarios.

A pesar de la existencia de todas estas diferentes familias y/o especies de arsénico
presentes tanto en el medioambiente como en el interior de los seres vivos, es
importante recalcar que en un analisis rutinario en muestras biologicas de naturaleza
clinica como el que se ha abordado en esta tesis, las especies mas comunes, y por tanto
aquellas en las que se ha puesto el foco en la misma son: la AC, AB, DMAY, MMAY,

As"y AsV. Esto se debe principalmente a los siguientes motivos:

1) La dieta. Es un factor sumamente relevante ya que muchas especies organicas se
ingieren a través de ella. En el caso concreto de nuestro pais, aunque se estan
incluyendo cada vez mas en ésta alimentos de origen asidtico y/o marino que
puedan contener arsenoazlcares y arsenolipidos, el impacto actual de dichos
compuestos no es significativo con respecto a las especies presentes en el
pescado, marisco o arroz, por nombrar algunos de los platos tipicos de nuestra
cocina que contiene arsénico en forma de las especies mayoritarias ya descritas
en el anterior parrafo. No obstante, esto puede cambiar sustancialmente en un

futuro.
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2) Los derivados del acido arsanilico estan prohibidos por lo que la probabilidad de

ingerir alimentos tratados con estos agentes es residual.

3) Los tioarsenicales no se encuentran de manera abundante en muestras de orina
por su baja estabilidad en medios aerobios, y aquellos que lo hacen, suelen estar
ligados al consumo de arsenoazucares, por lo que nuevamente su presencia no es
mayoritaria y si condicionada a la ingesta de alimentos que contengan estas

especies, al menos en lo que a Espafia se refiere.

La informacion recogida en el Gltimo apartado es especifica de este pais y aquellos con
condiciones similares. A pesar de ello, es necesario conocer las familias principales en
las que se agrupa el arsénico, qué impacto pueden tener y a través de que fuentes puede
tener lugar una exposicion a este elemento, aun cuando la relevancia de cada una de
ellas esté sujeta a condiciones especificas geograficas, alimenticias o laborales, entre

otras.

En definitiva, la etiologia condiciona el perfil analitico de la especiacioén y esto a su vez
permite conocer la toxicidad asociada a la muestra analizada, por lo que se han de

conocer todas las variables implicadas responsables del perfil de especiacion obtenido.

1.2.- Fuentes naturales y antropogénicas principales de

exposicion al arsénico

Tras sentar las bases de qué especies de arsénico existen y pueden influir en un analisis
tipico de especiacion, es necesario entrar en detalle sobre que procesos existen en
nuestro planeta que facilitan la difusion y/o transformacion de este elemento a lo largo y
ancho de la biosfera de este planeta, asi como el papel que juega la actividad humana en
dicho ciclo. Si bien en el primer bloque se ha dado una pequefia pincelada sobre qué
tipo de arsenicales existen y donde se encuentran, aqui se expandira dicha informacion,
dividiendo esta seccion en dos partes. La primera parte se centra en el ciclo
biogeoquimico que ocurre en el medioambiente sin intervenciéon humana, mientras que
en la segunda se analizard el rol que ejercen las actividades humanas en la modificacién

y alteracion del mismo.
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a) El arsénico en el medioambiente: el ciclo biogeoquimico

Desde un punto de vista quimico, el arsénico es un elemento quimico ampliamente
conocido tanto por su abundancia en el medioambiente como por sus propiedades
contaminantes, toxicas y carcinogénicas, entre otras. En la Tabla Periodica se localiza
dentro del bloque p, concretamente en el grupo de los denominados semimetales o
metaloides. Entre sus principales propiedades quimicas, destaca su elevada reactividad.
Por ello, se encuentra combinado con una gran variedad de elementos quimicos,
principalmente H, O, S, y haldégenos, dando lugar a més de un centenar de compuestos,
acufiados por la IUPAC con el nombre de especies quimicas o simplemente especies?.
Las mas relevantes la constituyen los sulfuros (AsmSn), integrantes de la litosfera y la
pedosfera de nuestro planeta, las arsinas (AsR3), contaminantes ambientales presentes
principalmente en la atmosfera y los oxoacidos de arsénico (H3AsOs, y H3AsOs), las

formas predominantes presentes en entornos hidricos>.

El arsénico, pues, es capaz de difundir por el medioambiente hacia una gran variedad de
medios. Este proceso se conoce con el nombre de movilizacion, dado que la forma
primordial de este elemento se encuentra en la corteza terrestre, en forma de so6lidos de

diversa naturaleza.

Aunque la movilizacion de este elemento es un proceso complejo, existen una serie de
generalidades o principios que pueden arrojar algo de luz en todo este intrincado

Pproceso.

Primeramente y desde un punto de vista quimico, la gran mayoria de las especies
existentes en el medioambiente son de caricter inorgdnico. La reactividad y
comportamiento quimico de las mismas depende, pues, de la estructura cristalina, o
dicho de otro modo, de su estado de oxidacion. Por lo que respecta a lo ultimo, las
especies se pueden clasificar en funcion de si son trivalentes (As**) o pentavalentes
(As>), a excepcion de los sulfuros, que se pueden encontrar en otros estados de
oxidacion. Asi, los principales compuestos inorgdnicos en la atmosfera y en el agua, se
pueden catalogar en base a esta clasificacion si bien bajo el marco de la toxicologia
todos los compuestos se engloban bajo un {inico término, arsénico inorganico (‘As).
Ademas, las especies trivalentes son consideradas menos reactivas que las

pentavalentes.
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Segundo, existen compuestos de naturaleza organica en el medioambiente, pero su
abundancia es mucho menor que aquellos de naturaleza inorganica. Asi, la interaccion
del arsénico inorgéanico con la vida de nuestro planeta (microorganismos, hongos,
plantas, peces, algas, seres humanos, etc.) genera nuevas especies de caracter organico.
La naturaleza de dichas moléculas depende del metabolismo de los seres vivos, del tipo
de organismo y de la forma quimica con la que interacciona. Como ya se ha comentado
en el primer bloque, la fauna y flora marina generan AB, AC, AsSug y As-Lip,
principalmente, mientras que la fauna y flora terrestre sintetizan MMA!*Y, DMA!*V,
TMAO y AsSug. De entre todos ellos, en el medioambiente se encuentran
preferentemente, aunque en cantidades pequefias, MMAY y DMAV, en entornos ricos en

microorganismos.

Tercero, la presencia de azufre en ciertos medios, tipicamente aguas fecales, o entornos
subterraneos ricos en sulfuros, humedad y microorganismos, contribuye a la formacion
de una serie de estructuras conocidas como tioarsenicales siendo los més representativos
MMTAY, DMTAV o tio-DMAE, tio-arsenoazicares (tio-AsSug) y tio-DMAA. Son
mucho mas estables y toxicos que las compuestos con oxigeno, si bien su presencia en
las matrices bioldgicas humanas se restringe al consumo de ciertas algas, mientras que

en animales herbivoros aparece con mayor frecuencia.

Cuarto, el papel del mundo vegetal. La absorcion del arsénico en plantas y vegetales se
realiza a través de las raices, en forma de un movimiento sistémico que llega hasta las
semillas donde se almacena. Como ejemplo en el arroz es especialmente relevante dado
que ademas de poder nutrirse del arsénico existente en el suelo, en el desarrollo
vegetativo de la planta que requiere de varias etapas de anegacion, siendo la calidad del
agua un parametro critico directamente relacionado con las especies presentes en el
grano. Por ello, es frecuente encontrar 'As, absorbido a través del agua, y DMAYV, fruto

de su metabolizacion.

Quinto, la combinacion de ciertos fenomenos meteoroldgicos con procesos quimicos,
entre los que cabe destacar la evaporacion, las precipitaciones, las olas de calor ylos
incendios, contribuyen de una manera importante a la difusion del arsénico desde la
corteza terrestre a otros medios. Esto permite explicar la presencia de las mencionadas
arsinas en la atmodsfera, o los oxodcidos en las masas de agua, si bien la actividad

humana también contribuye a la liberacion de arsénico en ambos medios.
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En definitiva, la forma predominante del arsénico en el medioambiente, en ausencia de
la accidn de los seres vivos, es de naturaleza inorganica, mientras que la interaccion de
¢stos con este elemento, a través de un metabolismo propio y especifico, facilita su
biotransformacion en formas orgéanicas que facilitan su excrecion y sucesiva liberacion

a la cadena trofica.

Si bien la movilizacion del arsénico por el medioambiente es ciclica, su origen
primigenio en los albores de nuestro planeta comenzé en el medio terrestre, con los
sulfuros. De entre todos ellos, su maximo exponente y la fuente principal via de
explotacion minera de este elemento es la arsenopirita (FeAsS) y/o la pirita de arsénico
(FeSxAsix)’*. No obstante, también podemos destacar el oropimente (As:S3) o la
enargita (CuszAsSs). Ademas de estos derivados de azufre, existen, aunque en menor
proporcion, arseniuros como la 16llingita (FeAsz)*® o la nicolita/niquelina (NiAs). En
menor cantidad, se localiza el arsénico elemental, visible casi exclusivamente en ciertos

yacimientos como consecuencia de procesos hidrotermales.

Posteriores procesos de oxidacion, disolucidon y/o sustitucion por ciertos atomos de la
red original de estos minerales primarios permiten la formacion de una serie de
minerales  secundarios como la  arsenolita  (As;03)’’,  farmacosiderita
(Fe3(AsO4)2(OH)3e5H20) y 1a hoernesita (M3(AsO4),08H,0, siendo M=Mn?*, Mg*" o

Cu?*, entre otros)>°.

Geogénicamente, los procesos que permiten la liberacion y posterior difusion de los
metales pesados hasta medios hidricos, incluyen la erosion de minerales arsenicales®, la
actividad magmatica y/o geotérmica®', y los manantiales®®. Asi, como consecuencia de
las altas temperaturas y presiones existentes en las capas mas internas de nuestro
planeta, se generaron y se siguen generando varias familias de minerales estables en

esas condiciones, siendo la principal de ellas la de los sulfuros.

Las corrientes hidrotermales y los vapores de agua asociados a ellas junto a la presion y
las altas temperaturas, las erupciones volcanicas o los movimientos de las placas
tectonicas terminan empujando progresivamente estos sulfuros desde el manto hasta
capas superficiales de la corteza terrestre, o como en el caso de las erupciones,
depositando restos de éstos en la misma superficie®. A veces por accion de estos
procesos los metales implicados se liberan y al disminuir la temperatura se vuelven de

nuevo a unir con otros elementos en diferentes estructuras.
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Esta es una de las razones por las que podemos encontrar al arsénico formando parte de

las redes cristalinas de otros metales como el Cu, Fe, Au, Al, Si, Ni, Mn, etc®*.

Esta contribucion ayuda a explicar no sélo como se depositan los minerales primarios
de arsénico en la pedosfera y litosfera, sino también como mediante las corrientes
hidrotermales van viajando a lo largo de las zonas internas de nuestro planeta, hasta que
se dan las circunstancias adecuadas y van gradualmente depositandose en zonas mas
extensas. Ademés de los factores geoquimicos, existen otras caracteristicas

fisicoquimicas relevantes y relacionadas con los primeros, como la composicion del

70,71 72,73
b

suelo®%7, la acidez®®%, el potencial redox’®’! y/o la existencia de microorganismos
que afectan significativamente a la liberacion de este elemento en el entorno. Dos de los
factores mas relevantes son el pH y el cardcter reductor/oxidante (Eh)’*7°. Asi, en
entornos oxidantes el arsénico de los sulfuros, normalmente As™ o As'!, se oxida a
As’*, el estado de oxidacion termodinidmicamente mas estable, hasta la forma de
H3AsOs y/o sus aniones, los arseniatos. Por el contrario, en entorno reductores el As**
se encuentra como acido arsenioso, H3AsOs, y/o arsenitos. Por lo que respecta al pH, el
As>" es acido y, por tanto, en suelos se encuentra mayoritariamente en forma de ani6on
(1.2<pH<14). Por el contrario, el As** se encuentra principalmente como acido
arsenioso, esto es, en forma neutra (0<pH<8.2). Generalmente, la forma predominante

en funcién del pH y el Eh se determina mediante el diagrama de Purboix (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama de Purboix del arsénico.”
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En definitiva, estos dos factores intervienen directamente en la forma final de ambos
estados de oxidacion, lo que condiciona su incorporacion en redes cristalinas,
encontrandose estrechamente ligados al siguiente pardmetro importante, la composicion

del suelo.

De manera general, los suelos arcillosos o arenosos tienden a retener mas arsénico que
los calcareos debido precisamente a la fuerte adsorciébn sobre las redes de
aluminosilicatos’”’8. Por el contrario, en suelos calcareos, suele ser necesaria la
presencia de entornos ricos en oxigeno y agua para favorecer esta adsorcion”. Ademas
de los aluminosilicatos y los carbonatos, el arsénico puede interaccionar con 6xidos y/o
hidroxidos de Fe, Cu, Ni o Mn®’, entre otros, asi como en estructuras poco cristalinas o
amorfas entre las que destacan cierto tipo de arcillas o la goethita (a-FeOOH)3!. Esta
adsorcidon puede ocurrir en la superficie de estructuras de estos compuestos, de manera
intersticial, o sustituyendo a algunos iones de la red como ocurre con ciertos aniones

PO4*, SO4* 0 COs*" y cationes, principalmente el Fe3* 32,

En referencia a los aluminosilicatos y las arcillas, desde pH acidos hasta ligeramente
basicos, el arseniato se adsorbe de manera preferente en los sitios activos disponibles en
estos solidos, debido a la interaccion electrostatica que se establece entre los sitios
acidos de la red (normalmente oxigenos protonados o metales con deficiencia de
densidad electronica). El arsenito, sin embargo, se encuentra en forma neutra
estableciendo interacciones mas débiles que su homoélogo pentavalente. A pH basico
este orden se invierte, el arseniato tiene una carga negativa muy alta, mientras que los
sitios acidos de los oxigenos protonados desaparecen conforme aumenta el pH
limitando o repeliendo la interaccion de los arseniatos con la red. El arsenito presenta

una carga menor pudiendo adecuarse mejor a la densidad electronica de la red.

En definitiva, desde pH acidos hasta ligeramente basicos (pH=8-9), la adsorcion de
arseniato esta favorecida sobre el arsenito, siendo el arsenito preferiblemente adsorbido
a pH basicos. Tipicamente, el As®>* suele ocupar los huecos tetraédricos superficiales en
la red de los aluminosilicatos, mientras que el As’" tiende a adsorberse en los huecos

octaédricos internos de dichas estructuras.
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Sin embargo, los conocidos como oxihidroxidos de hierro, o HFO (Hydrous Ferric
Oxides), son en gran medida, los responsables mas directos de los procesos de
adsorcidon-desorcion encontrdndose de manera muy abundante en la litosfera,
estableciendo interacciones de relativa afinidad entre Fe-As®*%. Esta se ve afectada por
la cristalinidad de éstos. Esto es debido a la que la gran mayoria de los sitios activos se
encuentran en su superficie. Asi, la superficie especifica estd fuertemente relacionada
con la cristalinidad, generalmente encontrando que los oxihidroxidos de hierro tiene
menos superficie especifica a mayor cristalinidad. Por otra parte, y al contrario de lo que
ocurre con las arcillas y/o aluminosilicatos, la especie trivalente establece enlaces mas

labiles que la pentavalente.

Por ultimo, la proliferacion de cierto tipo de microorganismos conforma otro de los
mecanismos del transporte arsenical por el ecosistema. Asi, ciertas bacterias pueden
catalizar reacciones de 6xido-reduccion directas como es el caso de las bacterias DARB
(Dissimilatory Arsenate-Respiring Bacteria) que rompen los sulfuros y liberan arseniato
en medios anaerobios®. Otras, las catalogadas como DIRB (Dissimilatory Iron-
Respiring Bacteria), reducen el ion férrico a ferroso®®. Esta reaccion puede afectar de
manera indirecta a la liberacion o captacion de arsénico, ya bien sea porque se encuentre
acoplada esta reaccién a la oxidacion del arsénico, o bien porque €ste se encuentre
absorbido dentro de estructuras como las arcillas o los oxihidroxidos de hierro (III),
provocando su liberacion al reducirse el hierro para estabilizar la nueva carga de la
estructura. Ademads, ciertas bacterias lo asimilan y llevan a cabo procesos de
biometilacion de éste arsénico inorganico, transformandolo en acido monometilarsdnico
(MMAY) y acido dimetilarsinico (DMAV)%. Las especies trivalentes no suelen ser

estables en entornos geoldgicos debido a su alta reactividad y facil oxidabilidad.

En resumen, la quimica del arsénico en el suelo se ve afectada por las caracteristicas
geotérmicas, hidrotermales, geoquimicas y fisicoquimicas de los suelos, asi como por la
presencia de microorganismos que asimilan y transforman este elemento en formas
potencialmente menos toxicas. Los diversos mecanismos de movilizacion del arsénico
en combinacidn con ciertos fendmenos meteoroldgicos como los volcanes, los incendios
naturales y los tornados, entre otros, tienen como consecuencia el paso de dicho
elemento desde el suelo a la atmodsfera, donde se transforman en las ya mencionadas
arsinas (AsR3; donde R=H, X o cadenas carbonadas), compuestos volatiles que se

adsorben a material particulado de pequefio tamafio®.
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La concentracion de este elemento varia mucho en funcion de la zona y las condiciones
climaticas, estando més presente en zonas industrializadas y cuencas mineras®’, puesto
que, la actividad humana contribuye en mayor medida a su liberacion a la atmosfera que
los propios procesos naturales y siendo apenas residual en zonas no afectadas por la

actividad de los seres humanos®.

Otros fendmenos atmosféricos como las precipitaciones o los procesos de evaporacion,
permiten no sélo la deposicion de estas arsinas en masas de agua, sino también el
movimiento del arsénico desde ciertas masas pequefias de agua hacia otras zonas,
contribuyendo una vez més a la movilizacion del mismo®'. A los procesos terrestres
comentados y que lo depositan en el agua, se le suman procesos de transporte mediante
fendmenos meteoroldgicos asociados. Lo mismo ocurre con depositos terrestres
afectados por corrientes acuaticas como las escorrentias o los deshielos, que facilitan su
paso a fase acuosa. Ademas de todo esto, las corrientes subterraneas, en contacto con
masas de tierra que contengan arsénico movilizado por alguno o la combinacion de
varios de los procesos descritos, facilitan la disolucion del mismo, contaminando dichos
acuiferos y poniendo en riesgo la calidad del agua de consumo. Se constata su presencia
en pozos o suministros de agua en zonas de paises en vias de desarrollo, del tercer
mundo o incluso en paises desarrollados. Ejemplos concretos de esto se pueden
encontrar en naciones como China®?, India®®, Bangladesh®, México”> o Argentina®®
paises con zonas ricas en este elemento que, ademas, poseen unas caracteristicas
biogeoquimicas que favorecen la liberacion del mismo hacia aguas subterraneas y/o de

consumo, en forma de arsenitos y arseniatos.

Tomando como base los procesos descritos previamente, generalmente se cumple que
zonas ligadas directamente a las escorrentias, golfos, y en general en las zonas costeras,
la concentracién de este elemento es mayor que en altamar’’. Sin embargo, las
precipitaciones también favorecen su deposicion en mares y ocednos, y dependiendo de
la profundidad y la actividad sismica de éstos, ambos factores pueden contribuir a
introducir el arsénico en estos entornos’®. El factor mas relevante de su presencia en
medios acuosos es que entra a formar parte de la cadena tréfica debido a que numerosos
seres vivos se alimentan del agua de estos medios, generando diferentes especies de

arsénico organico en funcion del organismo que incorpore estos arseniatos y arsenitos.
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Tipicamente, segiin vamos ascendiendo en la cadena alimenticia (agua=AsQO3> y AsO4;
peces=AB, AC, moluscos y algas=AsSug y AsLip), la concentracién de arsénico en
valor neto aumenta ademas de tener un perfil de especies asociado mas complejo®1%,
De manera alternativa, esto también ocurre con plantas!®!, hongos!® y semillas'®,
suponiendo una via mas de entrada a la cadena trofica. Los procesos de nutricién de
¢stos representan la principal via de inclusion desde niveles terrestres, siendo

especialmente relevantes en los cultivos de hortalizas y legumbres!'%*

. Este tipo de
organismos suelen precisar de varios nutrientes para su crecimiento, desarrollo y
proliferacion, siendo uno de éstos el fosforo, en forma de PO4*, que accede al interior
de estos organismos a través de proteinas transportadoras ubicadas en la membrana
plasmatica de las células de las raices, el rizoma. El tamafio del AsO4* es muy similar al
del PO4*, lo que permite que dichas proteinas transportadoras permeen arseniato de la
misma manera que fosfato, aunque la afinidad es mayor por este Gltimo anion. Por
ultimo, mencionar que procesos como el cambio climdtico y la contaminacion
incontrolada de ciertos agentes tdxicos, como es el caso del arsénico, provocan y
pueden provocar un impacto importante en el medioambiente. Tal es el caso de la
investigacion llevada a cabo por Yu'!®. Su equipo encontrdé que en el permafrost de
nuestro planeta existen trazas de arsénico que puede terminar liberdndose debido al
deshielo ocasionado por el efecto invernadero, suponiendo un riesgo para todo el

planeta debido a los procesos biogeoquimicos descritos, asi como para las especies

animales que lo compartimos!®,

El ciclo biogeoquimico del arsénico (Figura 11) es, pues, un sistema complejo que
depende de muchas variables interconectadas entre si, y que con la introduccion del ser
humano, se va a entremezclar ain mas, si cabe, favoreciendo especialmente ciertos

caminos y creando nuevos, magnificando las fuentes de exposicion a este elemento.
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Figura 11. Esquema bdsico del ciclo biogeoquimico

b) El ser humano y el arsénico: una historia compartida

La evolucion y el auge de la industrializacion y el subsiguiente desarrollo tecnologico
han modificado sensiblemente el ciclo biogeoquimico natural del arsénico,

principalmente mediante el vertido y la acumulacion incontrolada de residuos de

107 108 109

naturaleza contaminante a la tierra'®’, a rios'” y lagos'?””, asi como la expulsion de

algunos de éstos a la atmosfera mediante chimeneas industriales'!°,

En este sentido, actualmente en Espafia existen zonas abundantes en metales pesados,
entre ellos el arsénico, como consecuencia del abandono de instalaciones mineras e
industriales, entre otras. Alternativamente, las exposiciones laborales cronicas a este
elemento constituyen una fuente de riesgo importante para trabajadores del sector
secundario como la industria y la mineria!!'. No obstante, el conocido como rey de los
toxicos sirve como intermediario en la fabricacién de productos de alto valor anadido en

el campo de la industria o en medicina'!?,
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En el campo de la medicina, actualmente se utilizan muy pocos medicamentos a base de
este elemento, principalmente como agentes quimioterapéuticos, si bien en el pasado su

uso fue mas extendido.

Historicamente, este agente toxico por antonomasia, se engloba dentro de los elementos
mas antiguos y conocidos por el ser humano, remontandose hasta la Antigiiedad de
nuestra civilizacion. En las denominadas culturas clasicas, el uso de minerales que
contienen arsénico como el rejalgar (a-AssS4) o el oropimente (As2S3) se utilizaban con
fines estéticos, especificamente como cosméticos para la alta sociedad u ornamentales,
al menos en el caso de éste ultimo, ya que se empleaba para dorar metales por su
caracteristico color amarillo. Su primer uso, sin embargo, se remonta a la Edad del
Bronce, a las primeras fundiciones llevadas a cabo en los albores de la historia. Los
antiguos habitantes de este planeta descubrieron que mezclar el bronce con minerales

ricos en este elemento dotaba de mayor dureza a dichas aleaciones.

Irénicamente, si bien estas culturas conocian sus propiedades, no fue hasta 1200 cuando
fue descubierto oficialmente, concretamente en el 1200 por San Alberto Magno. Su
nombre deriva de la palabra griega arsenikon, que significa amarillo, aunque algunos
estudios sugieren que dicho origen esta relacionado con la palabra arrhenikon, pigmento
amarillo. Al otro lado del mundo, concretamente en Asia, la cultura china tenia pleno
conocimiento de sus propiedades toxicas y lo empleaba principalmente como pesticida;
asi lo refleja el “Compendio de Materia Médica” (Bencao Gangmu) redactado alrededor

del ano 1500 por Li Shizhen, médico destacado de la dinastia Ming.

Durante la época victoriana, el denominado “arsénico blanco”, se mezclaba con vinagre
y caliza para obtener un preparado, que podia ser administrado tanto por via oral como
cutanea, y que poseia propiedades supuestamente tonificantes para el cutis. Esto
ocasiono el denominado “envenenamiento dulce de Bradford”, acaecido en 1858, en el
que desgraciadamente perdieron la vida 20 mujeres'!3. Una conducta similar se encontrd
en Austria, concretamente en la comarca de Estiria, donde se tenia por costumbre

ingerir diariamente el mismo compuesto!'4

, que no es otro que As203. Su reutilizacion
como cosmético se cree fue debida a la creencia popular de que su consumo mejoraba el
aspecto de la piel, volviéndola mas tersa, ademas de ofrecer importantes beneficios para
con el pelo, al conseguir darle mas brillo. En realidad, desde como minimo el s. XVIII,
en Europa, el arsénico se usaba en el campo de la medicina como una especie de

panacea frente a enfermedades'">.
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El desarrollo politico y territorial de la Europa del s.XX acabo por desencadenar la
Primera y Segunda Guerra Mundial, que propicid el desarrollo entre otras cosas, de las
primeras armas quimicas como la adamsita (C12HoAsCIN) o la lewisita (C2H2AsCl3)!16.
Esta no seria la primera vez que el arsénico seria usado como arma, pues encontramos
ejemplos del uso de minerales ricos en este elemento en ciertas guerras cldsicas, como

la del Peloponeso.

Desde la segunda mitad del s. XX hasta nuestros dias, las principales aplicaciones del
arsénico han estado focalizadas en la mineria, la industria, la medicina y el sector

alimentario''”.

Comenzando con la mineria, la mena principal de este elemento es la arsenopirita.
Mediante el empleo de diferentes técnicas de extraccion puede liberarse en forma de
pequefias particulas que en contacto con el aire acaban transformandose en arsinas,
pudiendo ser inhaladas por los trabajadores de las minas. En ciertas ocasiones, esto
ocurre a pesar de que se busca extraer otro tipo de materia prima, puesto que como se
menciond con anterioridad, el arsénico se encuentra en forma de impureza en varios

minerales, destacando la cuprita (Cuz0) o la cooperita (PtS).

Otros procesos, como el drenado acido de minas (AMD o acid mine draining), consisten
en la aplicacion de un agente acido en medio acuoso para romper las redes cristalinas de
los elementos de interés''®. Generalmente, el medio acuoso y 4cido tienden a oxidar
dichos elementos y obtenerlos en forma de 6xidos. En el caso concreto del arsénico,
estos procesos generan los conocidos como minerales secundarios de arsénico y que
pueden suponer una fuente de contaminacidon importante de suelos y entornos hidricos

debido a vertidos incontrolados.

Concretamente, ciertos complejos mineros abandonados, ubicados cercas de
escorrentias o canales acuosos creados por el deshielo paulatino de las montafias,
pueden acabar generando un proceso no controlado de AMD a su paso por masas
superficiales ricas en compuestos de arsénico, generalmente dejando un rastro a lo largo
de la extension de estos canales temporales, pudiendo entrar en contacto con rios o
masas hidricas en movimiento, o dejando depositos de diferentes minerales secundarios
de arsénico, que mediante reacciones similares a las ya vistas como parte del ciclo
biogeoquimico de éste y, gracias a la mayor reactividad que la de los sulfuros, difunda

por el medioambiente de manera mas accesible y libre.

46



A nivel industrial, una de las principales técnicas metaltrgicas aplicadas a los minerales
de azufre es el tostado que consiste en un fuerte calentamiento del mineral en presencia
de oxigeno!'. Esto provoca la oxidacion de éste hasta el anion sulfato, mientras que el
hierro y el arsénico pasan a formar sus 6xidos correspondientes, que seran recogidos y
tratados en funcion de la aplicacion deseada. El uso industrial del arsénico engloba
varias aplicaciones, siendo una de las mas extendidas la de conservante de la madera en
forma del oxido mixto conocido como arseniato cromado de cobre o CCA
(CrO3eAs,03eCu0)'?°, Por otro lado, éste arseniato ademas del arseniato de plomo
(PbHAsO4) fueron empleados como pesticidas y herbicidas'?!, aunque actualmente su
uso esta prohibido debido principalmente a que este tipo de moléculas son poco
volatiles y el arsénico que contienen puede permear a través de la superficie mediante

los receptores especificos de foésforo ya mencionados.

Siguiendo con las aplicaciones industriales, la quema de combustibles fosiles libera
arsénico a la atmoésfera en forma de cenizas de pequefio tamafio!??. La materia organica

muestra cierta afinidad por el arsénico!?

, por lo que es frecuente encontrar pequefias
concentraciones de este elemento en los combustibles fosiles, que debido a la altas
temperaturas son expulsados por las grandes chimeneas y se unen a la materia
particulada de la atmosfera transformados en compuestos volatiles'>*. De mayor
actualidad, y de la mano del avance tecnologico, concretamente en el campo de la

informatica, se encuentra el desarrollo de semiconductores!?, de los cudles el arseniuro

de galio (GaAs) y de indio (InAs) son dos de sus maximos exponentes.

Para cerrar el bloque de la industria, mencionar el desarrollo y utilizacion de los

126

sulfuros y seleniuros de arsénico en la fabricacion de vidrio'<°, pudiendo aparecer en

concentraciones de ultratrazas y trazas en el vidrio pyrex y otros vidrios mas

127 128

termolabiles'~’, asi como su regulacion en la industria cosmética'“®, especificamente en
ciertos productos de belleza como los lapices de ojos, colorete, pintalabios y sombra de
0jos, que contienen una gran gama de metales pesados, entre ellos el arsénico; y en la
industria tabacalera, pues puede estar presente como componente en los cigarrillos

tradicionales'? y en los electronicos'*.

Saltando al sector alimentario, ciertos compuestos de naturaleza orgéanica derivados del
acido fenilarsonico, ya mencionados previamente, fueron utilizados ampliamente
durante todo el s.XX en aves de corral para combatir diferentes enfermedades presentes
en éstos, ademas de como componentes de los piensos para engordarlos.

47



Posteriores investigaciones sugirieron que estos organoarsenicales suponian un riesgo
para la salud, al generar arsénico inorganico durante su metabolizacion por el ser
humano. Aunque posteriormente comentaremos extensamente el rol del metabolismo en
la toxicidad del arsénico, en lineas generales las especies organicas se consideran menos
toxicas que las inorganicas. Es por ello que con esta informacion, las agencias
reguladores europeas decidieron prohibir la utilizacion de este tipo de aditivos a finales

del siglo pasado, mientras que en Estados Unidos tan s6lo hace seis afios.

En resumen, a las ya conocidas fuentes naturales de exposicion a través de las aguas y la
dieta, se le afiade el riesgo de contacto en actividades laborales, nada desdefiables por el
numero de horas que los seres humanos invertimos en ellas, ademas de estar en contacto

con este elemento de manera cronica.

Por lo que concierne a la medicina, posee importantes beneficios cudndo se usa en
concentraciones muy pequeilas para ciertas enfermedades como la leucemia
promielocitica aguda'®! (APL) en forma de As;Os, o como el recién implementado
arsenoplatin'3? (Figura 12), un potente agente quimioterapéutico mas estable que el cis-

platino en condiciones biologicas.

HO OH

0N /o
— g

Figura 12. Estructura quimica del arsenoplatin deducida a partir de difraccion de rayos X
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1.3.- El metabolismo del arsénico y sus implicaciones toxicas

Una vez enumerados las focos de exposicion, su origen y las especies de arsénico mas
relevantes, en este apartado se procede a describir su influencia en los seres vivos, y
mas concretamente en los seres humanos, y los procesos derivados que desencadenan
una respuesta toxica a nivel celular, genética, sistémica o cualquier combinacion de las

tres.

El objetivo de este bloque, por tanto, es entender que sintomatologia puede
desencadenar la ingesta de este elemento, y cdmo el metabolismo asi como la naturaleza
de las especies que participan en €l estan directamente relacionadas con dicho cuadro

clinico, siendo éste proporcional a la especie implicada.
a) El metabolismo del arsénico

Como ya se ha demostrado, el arsénico inorganico se encuentra de manera
predominante formando parte de la materia inerte, y constituye la principal forma de
exposicion del ser humano independientemente del tipo de arsénico del que se trate, por
lo que estas moléculas seran consideradas como el punto de partida para explicar el

metabolismo de este elemento, y se resumiran como 'As.

En primer lugar, el mecanismo de entrada de este 'As al organismo de los seres vivos
depende del organismo en si. Asi, en el caso de los microorganismos, la cercania a la
pared celular del toxico permite su paso gracias a proteinas transportadoras ubicadas en
su superficie mediante un mecanismo de transporte activo'3*. Una vez dentro, su propio
metabolismo genera especies organicas para favorecer su excrecion y, a grandes rasgos,
reducir su toxicidad, siendo en este caso concreto DMA™Y MMA!™V y posibles trazas

de tioarsenicales!3*.

Para las plantas y semillas, el proceso de captacion ocurre en la rizosfera, una zona
ubicada en las raices que sirve de interfase entre el suelo y la planta, y que suele ser rica
en microorganismos, que pueden acoplar sus procesos al de absorcién de nutrientes de
éstas'’>. De manera similar a los microorganismos, las proteinas transportadoras
permiten el paso desde la rizosfera al interior del organismo vegetal. Sin embargo, los

I

canales de entrada para el As'' y AsV son diferentes.
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Por un lado, el arsenito suele acceder al interior celular por medio de acuaporinas'* y
permeasas, mientras que el arseniato utiliza transportadores de fosfato, debido a la gran
similud en el tamafio molecular de ambos aniones, concretamente los NaP;-1Ib'3’. Este
mecanismo no es unico sino que a lo largo de la cadena trofica se observan mecanismos
similares de absorcion del iAs encontrando pequeias diferencias fenotipicas en estos
transportadores, si bien para animales grandes y en la parte superior de la cadena
alimenticia, la entrada en contacto con este elemento suele ocurrir a través de la ingesta

de un ser vivo inmediatamente anterior a €1, o bien en el agua.

En el ser humano, el arsénico puede entrar en contacto con el organismo por tres vias
principales: por la piel (exposicion cutanea), mediante el sistema respiratorio
(exposicion mediante inhalacién) y a través del tracto gastrointestinal (exposicion
mediante ingesta). De estas tres, la via cutdnea comporta un menor riesgo a corto y
medio plazo a dosis pequefias, no asi a largo plazo, ya que, por un lado, el arseniato
tiende a sustituir al grupo fosfato en sus funciones celulares, asi como inhibir aquellas
rutas en las que tanto éste como el ATP sean moduladores alostéricos!3%!3°. Por otro, el
arsenito presenta una elevada reactividad frente a grupos -SH, pudiendo unirse a
aminoéacidos de proteinas y enzimas'¥’. A largo plazo, estas interacciones pueden
terminar causando una serie de enfermedades cuya gravedad y tipo dependera del grado

de exposicion y el tiempo, como ya se comentara mas adelante.

Las otras dos vias presentan una respuestas y sintomatologia mas diversa y problematica
a dosis mas bajas, por lo que la inhalacion y la ingesta constituyen dos vias criticas para
la toxicidad de este elemento. Asi, la inhalacion debido a particulas contaminantes en la
atmosfera suele acarrear la acumulacion del arsénico en los pulmones y vias
respiratorias'#!, desde donde acaba accediendo al interior celular mediante los canales
disponibles (acuaporinas, permeasas y proteinas transportadoras de fosfato), muy
similares a los descritos para otros organismos menores. Tras la ingesta, el arsénico
acaba en el estomago desde donde es transportado hasta los hepatocitos para su
metabolizacion, cuyo mecanismos explicaremos mas adelante, pero que tiene como base
la transformacion de las especies iniciales en derivados organicos para hacerlos mas
liposolubles y por ello, mas facilmente excretables. Una vez metabolizado, éste se
excreta a la sangre y a la bilis mediante proteinas multirresistentes a drogas, las
conocidas como MDR. De entre ellas, las MRP-1 se emplean en la interfase higado-

sangre, y las MRP-2, a la bilis'*2.
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Finalmente, el rifion supone la Gltima etapa antes de la excrecion, desde donde acaba
viajando y acaba excretado por la orina, de manera mayoritaria en un intervalo de entre

24 y 72h aproximadamente, en funcion de la dosis y el tipo de especies ingeridas.

El mecanismo que rige las reacciones bioquimicas que conforman el metabolismo del
iAs ha sido debatido largamente, pero actualmente ninguna de las dos propuestas con
mayor peso ha sido capaz de explicar en su totalidad los datos experimentales
recabados. Historicamente, el primer cientifico en postular un posible mecanismo fue
Challenger, quién estudiando el metabolismo de ciertos microorganismos sugirio un
posible curso para las reacciones metabolicas del arsénico'®. Asi, el primer paso
implica una reduccion previa del AsY al As'l, Posteriormente se descubriria que existen
enzimas reductasas capaces de catalizar esta reaccion. Un camino no enzimatico

alternativo a este paso consiste en acoplarlo a la oxidacion del glutation (GSH)!#4,

Seguidamente, el arsenito sufre una serie de metilaciones oxidativas, sustituyendo
escalonadamente cada hidroxilo de su estructura por un metilo y oxidandose a la especie
pentavalente correspondiente en cada paso. Para que la reaccidon progrese, cada
intermedio sufre un nuevo proceso de reduccion al estado de oxidacidon +3 previo a cada
metilacion oxidativa (Figura 13). Esta reaccion estd controlada por dos enzimas: la
As3MT y la SAM'®, La enzima conocida como As3MT o arsénico3-metiltransferasa
(Cytl9 en el caso de algunas especies, entre ellas los seres humanos) es la responsable
de catalizar la migracion de un grupo metilo aportado por la enzima SAM o S-adenosyl-
meteonina!*®, Aparentemente, esta oxidacion puede ocurrir en ausencia de catalizador a
expensas de ciertas sustancias como la metilcobalamina, que sufre una reaccién de
sustitucion al intercambiar el grupo metil por una molécula de glutation. La reaccion de
reduccion de cada especie organica pentavalente a la trivalente ocurre enzimaticamente
por la accidon de las reductasas, como ya vimos en el primer paso de reduccion del
arseniato a arsenito. La enzima encargada de llevar a cabo este proceso es la glutation-

S-transferasa-w (GSTO)'47.
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MECANISMO DE CHALLENGER
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Figura 13. Ruta metabdlica del arsénico explicado mediante el mecanismo de Challenger 144147,

Como puede verse, los intermedios de esta reaccion son el MMA™ y el DMA",
obteniendo como productos finales DMAY, el MMAV vy trimetilarsenoxido o TMAO.
No todos los seres vivos presentan estos tres metabolitos, sino que en funcion del ser
Vivo, aparecen unos u otros, en proporcion variable. Concretamente para seres humanos,
las especies mayoritarias son el DMAY y el MMAVY, mientras que el TMAO es muy
poco frecuente, apareciendo exclusivamente cuando la persona se ha expuesto a grandes

dosis de arsénico!“®.

Si bien este mecanismo permitié explicar la presencia de los dos metabolitos mas
importantes, el DMAY y el MMAVY, no permitia explicar la proporcién entre ambos que
se encuentra generalmente en la orina. Segin Vahter, el arsénico inorgdnico se
metaboliza en un 60-80% de DMAVY y un 10-20% de MMAY % Observando las
presuntas reacciones implicadas, se observa que el DMAYV se forma a raiz del MMAY de
manera irreversible, por lo que para que se cumpla el ratio DMAY/MMAY, las enzimas

implicadas no deben de tener un rendimiento del 100%.

52



En procesos bioldgicos la reaccion hacia el TMAO en humanos no esta favorecida'4!.

En cualquier caso, hacen falta mas estudios para descartar o apoyar finalmente esta via

de metabolizacion.

Otro dato en contra del mecanismo de Challenger es que los intermedios MMA! y
DMA" apenas son tenidos en cuenta por éste cuando ciertos estudios posteriores han
demostrado la existencia y excrecion de estas especies por la orina, aunque en casos

muy concretos debido a la baja estabilidad de los mismos!'3%!131,

Hayawaka,unas cinco décadas despties, sugirid un mecanismo alternativo para intentar
explicar los puntos débiles del modelo de Challenger, estudiando para ello los
complejos de GSH con As'!, De acuerdo a esta teoria, el arseniato se reduce a arsenito
gracias a las enzimas arseniato-reductasas o por accion del GSH'*?. Después, y es aqui
donde radica la gran diferencia, el arsenito genera el complejo As"(GS)s, formado a
partir de As™ y tres moléculas de GSH, uniéndose a cada una de ellas a través de un
enlace entre el arsenito y el grupo SH de la cisteina (Cys) de cada molécula de glutation.
La reaccion progresa sustituyendo cada enlace As-S por As-Me pero sin cambio en el
estado de oxidacion. Como antes, las metilaciones sucesivas ocurren en presencia de
SAM, el dador de grupos metilo catalizada por la Cytl9 (ver Figura 14). Como
resultado se forman los complejos MeAs"(GS). y (Me)2As"(GS).

A diferencia del esquema de reacciones de Challenger, cada complejo esta en equilibrio
con las formas libres As, MMA" y DMA" libre'>?, si bien las reacciones de
metilacion son irreversibles. Posteriormente, los derivados orgéanicos trivalentes se
oxidan a las especies pentavalentes. En otras palabras, la existencia de un equilibrio
entre el complejo y la forma libre de cada especie permite explicar, por tanto, la
formacion del MMAY y DMAY en proporciones distintas, siendo el primero el de menor
concentracion debido a que las reacciones en equilibrio requieren tiempos mas largos

que las irreversibles.

Ademas, las especies trivalentes tienen madas repercursion en el balance global. Sin
embargo, Hayawaka no termina de explicar como se forma el TMAO a tenor de estas

reacciones.
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MECANISMO DE HAYAWAKA
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Figura 14. Ruta metabdlica del arsénico explicado mediante el mecanismo de Hayawaka'3*'3

Actualmente, estos dos mecanismos son los més aceptados para justificar los perfiles de
arsénico en matrices bioldgicas. Si bien, ninguna de las dos posibilidades termina por
explicar todos los puntos, permite entender a grandes rasgos el destino del arsénico en el
organismo. Asi, el metabolismo permite excretar aproximadamente el 75-80% del
arsénico ingerido en forma de especies organicas entre las que encontramos el MMAY,

DMAY y TMAO, almacenando el resto en diferentes drganos.
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La exposicion al arsénico inorganico es muy variada y frecuente. No obstante, en ciertas
ocasiones son otros arsenicales mas complejos, como la arsenobetaina, los
arsenoazucares o arsenolipidos, entre otros, los que exclusivamente entran en contacto
con los seres vivos a través de la ingesta de alimentos que los contiene. En estos casos,
el metabolismo difiere de los procesos anteriormente descritos y toma otras vias para
poder degradar, asimilar y excretar estas especies, formando DMAVY como principal

intermediario comun.

Por lo que respecta a los arsenolipidos, actualmente se conocen cuatro grandes familias
clasificadas en funcion de si el arsénico estd unido a una cadena de hidrocarburo
(AsHCs), un acido graso (AsFAs), un fosfolipido (AsPLs) o una fosfatidilcolina
(AsPCs). Los principales estudios realizados sobre ellos han sido en algas o residuos
marinos, principalmente aceites, aunque su metabolismo ha sido muy poco estudiado.
Schmeisser realiz6 un microestudio con dos voluntarios a los que hizo ingerir
separadamente higado de bacalao en dos fracciones y aceite de higado de bacalao, para
ir midiendo secuencialmente la orina con el objetivo de analizar los principales
metabolitos obtenidos. Encontr6 que los metabolitos principales fueron DMAY, AB y el
arsenoazucar glicerol. En mucha menor proporcion se encontraron MMAY, As''' y otros
compuestos entre los que destacan tioarsenicales y AsFAs de cadena pequefia'>*.
Algunos estudios mas en matrices animales revelaron que los AsHCs se metabolizan
perdiendo carbonos en el esqueleto central como si sufrieran una B-oxidacion'>®. No
obstante, esta familia guarda ain muchas incdgnitas y son necesarios mas estudios para

poder conocer mejor los pormenores metabodlicos de sus constituyentes.

Los arsenoazucares representan otra de las grandes familias de moléculas complejas,
cuyos representantes mas importantes contienen un radical hidroxilo (GLY, glicerol o
328), sulfito (SOs, sulfonato o 392), sulfato (SOs, sulfato o 408) y fosfato (POs, fosfato
0 482). Se suelen metabolizar principalmente en DMAY y otros compuestos como AC,
TMAO y DMAA, y algunos tioarsenicales'”®!3’. El proceso de metabolizacion
completo es desconocido, razén por la cual su toxicidad es dificil de evaluar. Aunque

generalmente se acepta que no son toxicos.

Otro arsenicales complejos son la AB y la AC. La AB se excreta practicamente sin
metabolizar, aunque es posible encontrar una pequefia cantidad de DMAVY asociada

como subproducto!*3.
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Por otro lado, aunque la AC tampoco se metaboliza'>”, se ha sugerido que su aparicion

esta relacionada con la metabolizacion de los arsenolipidos!'¢°.

En resumen, el metabolismo supone un entramado complejo de reacciones y procesos
que permiten explicar la bioquimica del arsénico en el organismo de los seres vivos.
Durante todo este apartado, se ha hecho hincapié en la relacion de la bioquimica con la
excrecion de este toxico por la orina, a través de la transformacion del arsénico
inorganico en formas orgdnicas mas faciles de excretar, o la transformacion de
derivados organicos complejos en otros mas simples. Se debe tener en cuenta que existe
una relacion entre ese metabolismo y la toxicidad de cada especie, especifica de cada

una de ellas, cuyos fundamentos se van a abordar a continuacion.
b) Toxicidad del arsénico

La toxicidad del arsénico esta directa y estrechamente relacionada con la naturaleza de
la especie quimica, el estado de oxidacion y, evidentemente, la dosis de exposicion. Por
lo que respecta al estado de oxidacion, y de manera general, las especies con estado de
oxidacion +3 son mas toxicas que las de valencia +5. Desde un punto de vista quimico,
las especies trivalentes presentan menor estabilidad, reaccionando facilmente pudiendo
alojar los nuevos electrones en los orbitales de la capa d. Biologicamente, el As'! es

captado con mayor eficiencia por las células que el As".

Evolutivamente esto tiene su origen en los albores de nuestro planeta cuando el arsénico
presente en los mares y océanos primigenios suponia un riesgo para las primeras células
que darian germen a la vida. Como consecuencia de esto, estas células desarrollaron una
defensa contra el mismo, la creacion de proteinas transportadoras que permiten el paso
de As'" a la célula, para poder metabolizarlo en formas organicas. En cuanto a la
naturaleza de las especies, las especies inorganicas son mas toxicas que las organicas!®!.
Mencion especial merecen los intermedios MMA™ y DMAM", que segun ciertos
estudios, presentan una toxicidad alta, llegando a superar a las del arsenito y arseniato.
Sin embargo, el papel de estos intermedios no ha sido estudiado extensamente y su
estabilidad no estd demostrada por lo que su rol como posible agente toxico no esta del

todo aceptado!®?.

Las especies orgdnicas presentan un rango de toxicidad amplio, dependiendo de la

familia a la que pertenezca.
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Asi, pueden ser consideradas no toxicas, como es el caso de la arsenobetaina,
arsenocolina y los arsenoazucares, o de toxicidad moderada, como es el caso del MMAY
y DMAY. La excepcion serian los ya mencionados MMA™ y DMAM", y los
arsenolipidos'®®, pues ciertos estudios mencionan cierto grado de neurotoxicidad,
ademas de que se ha demostrado que pueden pasar de madre a hijo a través de la leche

materna, si bien la toxicidad de sendas especies no se ha estudiado en profundidad.

Con todo, en lineas generales se considera que el arsénico inorganico es mas toxico que
el organico, y las especies trivalentes son mas toxicas que las pentavalentes. Por lo que
respecta a las especies organicas se suele considerar que

DMAY>MMAY>TMAO~AB=AC!®!(Tabla 2).

Tabla 2. Valores de LDsy de algunos compuestos arsenicales®. N/D significa no detectada.

1D Estructura quimica LDs
?H3 0
Arsenobetaina H,C— As*\)l\ N/D
HoC b
s
Arsenocolina H.,C—As* N/D
e > on
3
ASIII
Acido arsenioso Ho” \ oH 20 mg/kg
OH
I
Acido arsénico AsY 13 mg/kg
Ho” \ow
OH
I
Acido cacodilico AsY 700-2600 mg/kg
Ho™ \CH,
CHj
I
Acido metilarsénico AsV 700-1800 mg/kg
Ho” \ > CH,
OH

El arsénico afecta a diferentes escalas dentro del organismo de los seres vivos. En
primer lugar, influye en los procesos celulares actuando como un potente agente

citotoxico. El impacto de su toxicidad depende del estado de oxidacion.
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La clave para entender el mecanismo de toxicidad de las especies trivalentes estriba en
la extrema afinidad del As"™', MMA™ y DMA™ por los grupos sulfihidrilos presentes en
los restos cisteina (Cys) de numerosas enzimas y proteinas, lo que provoca su

inhibicidn, siendo mayor en el caso del monometil y dimetilarsénico (III) que en el caso

144 )141,164

del arsenito'**. Destacan especialmente la piruvato deshidrogenasa (PDH y la
aldehido deshidrogenasa (ALDH)'®. La primera estd implicada en los procesos de
respiracion celular, pero sobre todo en el ciclo de Krebs, punto comun a todas las

reacciones anabolicas y catabolicas.

Por otro lado, la segunda protege nuestro organismo de otras sustancias toxicas, en este
caso, ciertos aldehidos!®. Otras enzimas clave en la estabilidad celular son la glutation
reductasa (GSH) y la tiorredoxina reductasas, encargadas de proteger la célula frente al
estrés oxidativo'®’. Su desactivacion provoca un desequilibrio en las reacciones redox
de las células, lo que se postula como la auténtica raiz de su poder toxico. Asi, este
desequilibrio electroquimico acaba aumentando el estrés celular y fomenta la sintesis de
especies reactivas de oxigeno (ROS)!%®. Esto desencadena una serie de procesos que
afectan sensiblemente a los mecanismos de comunicacidon o sefalizacion celular,
mecanismos directamente relacionados con la integridad de la célula, sus procesos y el
material genético asociado, pudiendo provocar problemas como proliferacion,
diferenciacion y muerte celular'#+!%°. En cuanto al arsénico pentavalente, a dosis
elevadas actiia principalmente inhibiendo procesos metabodlicos regulados por fosfatos
(P;, ADP o ATP) debido su similar radio idnico con el grupo fostato del ATP!#4!170
(ciclo de Krebs, respiracion celular, B-oxidacion, etc.). En concentraciones pequeias
suele unirse a la queratina, quedando almacenado en el pelo, la piel y las udias,

principalmente.

Por todo lo anterior, el arsénico inhibe procesos celulares clave para la supervivencia de
las células, aumentando el estrés celular sobre éstas lo que acarrea una alteracion de los
caminos de sefializacion celular. Entre las consecuencias estudiadas se encuentra la
liberacion de ciertas proteinas disefiadas para combatir el estrés oxidativo!’b!72, las
conocidas como HSP (Heat-Shock Proteins), cuya mision reside en reorganizar la
actividad inicial alterada en las células. Estas proteinas acaban causando cierta
inflamacién celular, que a largo plazo puede acarrear comportamientos celulares
andmalos como el crecimiento descontrolado de éstas (proliferacion), desembocando en

diversos tipos de canceres'”3.
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Por otro lado, los factores de crecimiento celulares son los encargados de la
comunicacion celular y generalmente son sustancias de naturaleza proteica que se unen
a un receptor activando entre otras cosas la transcripcion de un gen o la regulacion de

procesos por secrecion de otra proteina o enzima asociada'’4.

Nuevamente, el arsénico interfiere en este tipo de procesos'”

, por lo que, ademas de
todo lo anteriormente comentado, puede influir sobre los receptores endocrinos
actuando sobre los conocidos como receptores estrogénicos, altamente relacionados con
la aparicion y desarrollo de céanceres'’s. En efecto, este elemento también presenta
propiedades carcindgenicas por mediacion directa, como el caso de los receptores
endocrinos, o mejor dicho, de un oncogen conocido como c-Src, conectado
estrechamente a estos receptores endocrinos y cuyo rol alterado ha sido descrito en
diversos tipos de céanceres!*'”7. Otro ejemplo de genes objetivo es el P53, cuya
alteracion incrementa el riesgo de padecer cancer de vejiga!’®!”. Indirectamente, el
desarrollo de canceres esta asociado con errores de replicacion, transcripcion y
traduccion del ADN celular'®. Asi, el arsénico puede inducir genotoxicidad de tres

181,182
2

maneras distintas: alterando la cromatina y/o los cromosomas provocando

modificaciones en los componentes del ADN!83184 ¢ inhibiendo la actividad de las

185-187 ° M4s concretamente, se ha

enzimas responsables de los procesos genéticos
demostrado que, in vitro, el arsénico inorganico provoca aberraciones cromosomicas e
intercambio de cromadtidas hermanas, lo que conlleva, en primera instancia, un mayor

riesgo de dafio a la estructura del ADN!88.189,

Referente al arsénico organico, el DMA"™V puede causar mutaciones cromosomicas, y
la unién de ciertas proteinas a las bases nitrogenadas del ADN!'$3. Alternativamente a
esto, la ruptura de su hebra también es uno de sus efectos dafiinos'®. Contrariamente a
lo que pueda parecer, el MMAY no parece generar toxicidad mediante este tipo de

mecanismos. Con respecto a los componentes del ADN, el DMA!M*V,

como
consecuencia del estrés oxidativo, los radicales hidroxilos generados pueden reaccionar
con ciertas bases nitrogenadas formando compuestos derivados, como por ejemplo, la 8-
hidroxil-desoxyguanosina, utilizado extensamente como marcador del grado de estrés

oxidativo al que esta sometido el ADN!9%:191,

Ademas, la hipo e hipermetilacion de ciertas bases nitrogenadas ocurren de manera
aleatoria, lo que puede provocar la inhibicion de ciertos genes y la expresion de otros
tantos, aumento el riesgo de carcinogénesis!®?,
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La capacidad de inhibicion del arsénico facilita la desactivacion de ciertas DNA-ligasas,

asi como aquellas responsables de los mecanismos de reparacion del ADN en los

diferentes complejos NER (Nucleotide Excision Repair)'*!°* y BER (Base Excision

Repair)'?*1%° 1o que nuevamente dafia la estructura del ADN. Otros efectos descritos

incluyen la alteracion de los macréfagos, lo que desencadena una respuesta inflamatoria

exacerbada, constituyendo otro de los mecanismos de generacion de canceres!®®.

Por todo lo expuesto, se puede concluir que el arsénico es citotdoxico, genotdxico y

carcinogénico llegando a generar una gran variedad de sintomas en diferentes 6rganos

diana (Tabla 3). La toxicidad es, por lo tanto, mas alta si se trata de especies trivalentes

y/o de naturaleza inorgénica.

Tabla 3. Principal sintomatologia derivada de la exposicion al arsénico en diversas zonas del organismo.

EFECTOS TOXICOS DEL ARSENICO EN LOS ORGANISMOS VIVOS

Sintomas

Tos crénica
Esfuerzo respiratorio
Bronquitis cronica
Asma

Neumonia

Cancer de pulmén

Sintomas

Trombosis

Isquemia miocardica
Embolias

Ateroesclerosis

Apoplejia

Enfermedades coronarias
Hipertension
Ensanchamiento de carétida

Sintomas

Diabetes
Sindrome metabdlico

Sintomas

Lesiones en la cavidad oral
Diarrea
Cancer de higado

Sintomas

Trastornos sensoriales
Neuropatia periférica

VIAS RESPIRATORIAS

SISTEMA CARDIOVASCULARES

SISTEMA ENDOCRINO

TRACTO GASTROINTESTINAL

ENFERMEDADES NEUROLOGICAS

Referencias
197,198
198
199

200

Referencias

201

202,203
204

205,206
202,207

Referencias
208,209
210

Referencias
211
212
213

Referencias
214
215
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TRASTORNOS OCULARES

Sintomas Referencias

Conjuntivitis 216

Cataratas 2ily

Pterigion 218
ENFERMEDADES DERMICAS

Sintomas Referencias

Lineas de Mees 2R

Hiperpigmentaciéon 220

Hiperqueratosis 25220

Cancer de piel 221,222

SISTEMA EXCRETOR

Sintomas Referencias

Proteinuria

Necrosis tubular 223

Cancer de rinén
Cancer de vejiga
CRECIMIENTO, REPRODUCCION Y OBSTETRICIA

Sintomas Referencias
Endometriosis 228
Disfuncién del sistema reproductor femenino 225,226
Disfuncién del sistema reproductor masculino g2z
Malformaciones fetales 229
Problemas neurolégicos asociados al crecimiento 2e0
Muerte del feto 231

En resumidas cuentas, el arsénico es capaz de movilizarse a lo largo y ancho de este
planeta con o sin ayuda del ser humano, si bien éste indudablemente contribuye a su
liberacion y transformacion, principalmente a medios terrestres y aéreos, desde donde
difunde a otros medios como el acuoso. En funcion de los procesos que tengan lugar
durante su movilizacion, asi como los seres vivos con los que entre en contacto, se
generan una serie de especies cuya naturaleza marca su toxicidad, a nivel celular,

sistémica o genética, como se ha descrito previamente.

Es por ello, que a nivel legislativo existen una serie de regulaciones centradas
principalmente en el riesgo que supone este toxico a través de los medios acuosos®*? y

alimenticios?**23° los medios mas criticos y de mayor incidencia.

Esto unido a la profunda conciencia del potencial cancerigeno del arsénico y sus
compuesto’?, asi como a la necesidad de recopilar mas informacion sobre la incidencia
real de este toxico en la poblacion ha permitido la puesta en marcha de proyectos de

biomonitorizacion a nivel europeo?°.
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No obstante, para poder contribuir a recabar mas informacion referente al impacto real
del arsénico en la poblacidn, se precisan herramientas analiticas potentes, en términos
de sensibilidad, selectividad y aplicabilidad, para obtener datos concluyentes y validos y
garantizar una legislacion situada en un marco realista para paliar y/o eliminar los
efectos adversos, a largo plazo, y muchas veces enmascarados de la exposicion a este

elemento.

1.4.- Metodologias analiticas de especiacion de arsénico

a) Antecedentes

La implantacion de una instrumentacion adecuada para determinar el contenido total de
arsénico y el de sus especies principales supuso un cambio en el paradigma para la
quimica analitica instrumental de mediados del s. XX. Por un lado, cada especie de
arsénico presentaba unas caracteristicas fisicoquimicas especificas y diferentes entre si,
lo que a la postre tenia una especial incidencia en su determinacion analitica. Por otro
lado, los limites maximos de residuos legislados en las directivas europeas y nacionales
demandaban el desarrollo de nuevas técnicas analiticas instrumentales con objeto de
obtener una mejor sensibilidad y selectividad que a su vez permitieran una preparacion
de muestra mas sencillas para el andlisis rutinario de muestras medioambientales,

bioldgicas y clinicas de interés.

Durante los primeros compases del pasado siglo, las primeras metodologias de
especiacion se centraron casi exclusivamente en la separacion y cuantificacion de As'y
AsY, siendo aplicadas principalmente a muestras de aguas. Entre estos enfoques
tradicionales podemos encontrar la espectroscopia de UV-Visible, especialmente
mediante reaccion con complejos coloreados que permiten distinguir una especie de

otra?*7?38(colorimetria).

Entre los principales inconvenientes de este enfoque estaban los largos tiempos de
preparacion de muestra y analisis, asi como la dificultad de trabajar con reacciones en
equilibrio, pudiendo dar lugar a reacciones secundarias de oxidoreduccion,
complejacidn, etc. Por otra parte, la electroquimica, particularmente a través de la

239.240 ¢ 1a de pulso diferencial?*!?4?, permitia discriminar facilmente

polarografia clasica
entre la especie trivalente y la pentavalente, ya que Uinicamente la primera se considera

electroactiva.
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A la hora de manejar este tipo de técnicas, inicialmente se determinaba el contenido de
As" y se deducia el contenido de AsY por diferencia con respecto al contenido de
arsénico total. Posteriores avances en este sector culminaron con el alumbramiento de la

243,244 y /o catodica®¥246, Esto derivo en el uso

voltamperometria de redisolucion anddica
de ciertos reductores previos como la hidrazina o ciertos metales, para poder convertir el
estado pentavalente en trivalente, y posteriormente oxidarlo. Lamentablemente ninguna
de las dos variantes supuso un avance lo suficientemente potente ya que este tipo de
metodologias presentaban un alto grado de interferencias, en forma de metales o
reductores. Alternativamente, la espectrometria de rayos X?*7 para suelos o el analisis de

)248

activacion de neutrones (NAA)=*°, encontraron su hueco y se utilizaron para analisis de

la cristalinidad, entornos atdémicos, caracterizacion, etc.

No fue hasta la llegada de la técnica conocida como generacion de hidruros (HG), que
se comenzaron a desarrollar metodologias de especiacion con aplicacion real.
Concretamente, en 1973, Braman and Foreback ampliaron el alcance de la especiacion a
dos especies organicas, el DMAY y el MMAY, ademas de arsénico inorganico. Asi,
mediante el empleo de un reductor (MCl,, siendo M un metal; NaBH4 o NaCNBH3),
cada especie analizada se transforma en su arsina correspondiente, estos compuestos,
como ya hemos visto, son volatiles y pueden ser transportados hasta un detector de
forma sencilla. De esta manera, partiendo de As'™, As¥, MMAYy DMAY, se obtiene la
arsina (AsHz; Te=-55°C), la metilarsina (MeAsH2; Te=2°C) y la dimetilarsina
(Me2AsH; Tep=55°C), respectivamente. Tanto el arsénico trivalente como el
pentavalente forman hidruro de arsénico(IIl), pero el ultimo requiere de un paso previo
de reduccion por lo que controlando el proceso se puede distinguir la formacion de una
arsina de la otra. Esta reduccion del arseniato ocurre a un pH extremadamente 4cido
(<1), y ocurre lo mismo para las especies organicas®®. Por tanto, variando el pH se
controla la formacién de los hidruros correspondientes. Esta metodologia suele
incorporar una trampa criogénica (CT) para poder mejorar la sensibilidad de la técnica,
ya que primero se atrapan los hidruros volétiles a temperaturas bajas, para después
aplicar secuencialmente temperatura y volatilizar los hidruros en funcion de su
temperatura de ebullicion/vaporizacion?>. La limitacion principal de este enfoque es su
exclusiva aplicabilidad a especies capaces de formar el hidruro ((As, MMAY y DMAY),
util para anélisis de aguas, pero no para estudios de biodisponibilidad en organismos

vivos o de especiacion de matrices con una ingesta de algas o crustaceos.
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Esto se debe a que la AB, los AsSug o As-Lip no pueden ser analizados mediante esta
metodologia y, por tanto, la informacion generada es, en el mejor de los casos,
incompleta. No obstante, ciertos estudios incorporaron un paso de descomposicion
térmica previa a la propia generacion de hidruros para poder oxidar secuencialmente las
especies organicas a arsénico pentavalente®>!. Lamentablemente, la falta de selectividad
y control de este paso, unido a las desventajas intrinsecas de ésta, como es la formacion
de hidruros interferentes, asi como las condiciones de reaccion que no favorecen la
cinética y en ciertos casos permiten la formacion de complejos acuosos, limitaron el
avance de esta técnica. Todas estas técnicas, y algunas mas, representaron los primeros
avances en el campo de la especiacion (Tabla 4). No obstante, con el tiempo todas ellas
fueron relegadas, en el mejor de los casos, a aplicaciones concretas pero sin mucha
progresion analitica, y gradualmente sustituidas por la cromatografia acoplada a la

espectrometria de masas.

Tabla 4. /{ntecedentes de la espciciac:ién de arsénico en el s. XX i i
TECNICAS ANALITICAS TRADICIONALES DE ESPECIACION DE ARSENICO
Generacion de hidruros

Técnica Matriz Especies Referencias
Aguas As'' AsV, DMAY, MMAY
HG-AAS Orina As', As¥, DMAY, MMAY e
HG-AAS Aguas As'l, AgV 220
HG-GC-AAS Aguas As'', AsV, DMAY, MMAY 251
HG-GC-AAS Aguas As'', AsY, DMAY, MMAY 252
Técnicas electroquimicas

Técnica Matriz Especies Referencias
Polarografia Aguas As'' AsY 253
DPP Aguas As'l, AgV 28
DPP Aguas As'l, AgV 255
ASV Aguas As"', AsVY 220
ASV Aguas As'' AsY 257
CcSv Aguas As"', AsVY 2
CcsSv Aguas As' AsY 259

Electroforesis capilar

Técnica Matriz Especies Referencias
CE Aguas As'' AsV, DMAY, MMAY 260
CE Aguas As"', AsY, DMAY, &cido arsanilico y derivados 261

Otras técnicas

Técnica Matriz Especies Referencias
Colorimetria Aguas As"', AsVY 2e2
NAA Aceites biologicos Organoarsenicales 263
IEC-NAA Aguas As'' AsV, DMAY, MMAY,AB A
IEC-AAS Aguas As'' AsV, DMAY, MMAY 265
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En la década de los 80 se produciria un importante avance en el campo de la quimica
analitica con la llegada de los espectrometros de masas. Concretamente, el entonces
reciente ICP/MS mostraba unos niveles de sensibilidad superiores que las alternativas
de la época, desbancando rapidamente a las técnicas espectroscOpicas anteriores?%6-268,
especialmente con la posterior creacion de los ICP con triple cuadrupolo
(ICP/MS/MS?%%270) 'y los equipos de alta resolucion (HR-ICP/MS) con el uso de un
sector magnético o SF-Sector Field(SF-ICP/MS)?>’!?72, Asi, a partir de la primera
década del s.XXI, la técnica combinada de LC-ICP/MS constituye la metodologia de
especiacion de arsénico por antonomasia, inicialmente aplicada a muestras biologicas y

acuosas, pero que gradualmente ha ido ampliando su campo de accion hacia matrices

mas complejas como matrices animales, vegetales o alimenticias (Tabla 5).

Esto es debido a que es una técnica analitica instrumental con un detector (ICP/MS) que
tiene una alta especificidad y sensibilidad y que esta acoplado a una técnica de
separacion (Cromatografia iénica) que permite eliminar interferentes en funciéon de la
selectividad de los compuestos por una fase estacionaria de intecambio ionico. Esta
técnica permite determianr incluso los compuestos arsenicales como arsenoazucares,
arsenolipidos o tioarsenicales metabolizados o sin metabolizar, en matrices complejas

(champifiones, hongos, algas, etc.).

Tabla 5. Aplicaciones principales de HPLC-ICP/MS a lo largo del s. XXI.
METODOLOGIAS DE ESPECIACION DE ARSENICO POR LC-ICP/MS
12 DECADA DEL s.XXI
Matriz biolégica

Cromatografia Fase movil Columna Matriz Especies Referencia

IPC-ICP/MS CeH13-SOsH Altima C18 Orina AB, As'", AsV, DMAY, MMAY 273
AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Orina AsSug y DMAE 2
AEC-ICP/MS (NH4),CO3 ICSep ION-120 Orina AB, As", AsV, DMAY, MMAY, 275
CEC-ICP/MS Py lonospher 5C TMAO, DMAA, TMAP, DMAE
AEC-ICP/MS (NH4),CO3 Hamilton PRP X-100 Orina 276
AEC-ICP/MS Na,HPO, Agilent G3154-65001 Orina AB, Asl, As”, DMAY, MMAY 277
AEC-ICP/MS NH4HCO3 Dionex lon Pack AS22 Orina

CEC-ICP/MS Py Shodex RSPak NN-614 Orina AB, Asll, As’, DMAY, MMAY e

Matriz aqua
AEC-ICP/MS NaHPO; Spherisorb ODS/NH; Agua AB, AC, As'l, 279
AsY, DMAY, MMAY
AEC-ICP/MS Na,COs Hamilton PRP X-100 Agua As', AsV 280
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Agua AB, As', As¥, DMAY, MMAY A
Matriz animal y vegetal
IPC-ICP/MS CsH13-SO3H Altima C18 Pescado AB, As'' AsV. DMAY, MMAY 273
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Arroz As" AsV, DMAY, MMAY 282
1]
AEC-ICP/MS  (NH.).COs  Hamilton PRP X-100 Algas ASQBD’Q/%,,AJM I 263
Otras matrices
IPC-ICP/MS CeH13-SO3H Altima C18 CRMs AB, As'", As¥, DMAY, MMAY 28
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22 DECADA DEL s.xXI

Matriz bioldgica

AEC-ICP/MS (NH4)2.COs Thermo HyperREZ XP Orina Ry v v
AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 AG7 microcolumn Orina AB, As™, As’, DMAY, MMA
AEC-ICP/MS HNO3+H,0 Dionex lon Pack AS7 Orina AB, AC, As'"",
AEC-ICP/MS (NH4)2CO3 AG7 microcolumn Orina AsV, DMAY, MMAY
] \
AEC-ICP/MS NH:HCO;  Dionex lon Pack AS22 Orina DMQE’Q& /-’\"’L,\%\/’I 20
AEC- ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Orina AB, As', AsV, DMAY, MMAY
AEC- ICP/MS NH4H2PO4 ESI AEX Integrado Orina AB, As'", AsV, DMAY, MMAY
] \
AEC-ICP/MS NH;HCO3 Dionex lon Pack AS22 Saliva DMQ\I,B,’ I\?If/lA‘ﬁMAO
AEC -ICP/MS (NH4)2CO3 Hamilton PRP X-100 Suero AB, As", AsV, DMAY, MMAY
Matriz animal y vegetal
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Algas AB, AC, As'', AsV, DMAY,
CEC-ICP/MS Py Zorbax SCX-300 MMAV, TMAO, AsSug
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Marisco AB, AC, As'', AsV,
CEC-ICP/MS Py Zorbax SCX-300 DMAY, MMAVY, TMAO
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Plantas AB, As'", AsV, DMAY, MMAY
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Musgo As' AsV
AEC-ICP/MS? (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Marisco AB, As", AsV, DMAY, MMAY
IPC-ICPIMS ~ C4Ho-SO3H Capcell PAK C18 Algas AB, AC, ASTl, As',
DMAY, MMAY, TMAO
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Champifiones AB, As'", AsV, DMAY, MMAY
AEC-ICP/MS HCOOH Thermo AS14 Algas AsSu
RP-ICP/MS AcOH ACE Phenyl-C18 9 9
Matriz alimentos
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Algas Tioarsenicales y AsSug
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Vino blanco As'', AsY, DMAY, MMAY
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Trigo As" AsV, DMAY, MMAY
AEC-ICP/MS NH4H-PO4 Hamilton PRP X-100 Carne/pescado AB, As'' AsV. DMAY, MMAY
RP-ICP/MS AcONH4/EtOH Waters Atlantis C18 Aceites marinos AsLip
RP-ICP/MS HCOOH/H,0 Waters Acquity C18 Aceites marinos AsLip
RP-ICP/MS HCOOH/MeOH Poroshell EC18 Aceites marinos AsLip
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Bebida de arroz As'', AsV, DMAY, MMAY
AEC-ICP/MS NH4H2PO4 Hamilton PRP X-100 Arroz As"' AsV, DMAY, MMAY
IPC-ICP/MS C4Ho-SO3H Capcell PAK C18 Aceites marinos iAs
AEC-ICP/MS (NH4)2HPO4 Hamilton PRP X-100 Arroz As" AsV, DMAY, MMAY

Historicamente, existen dos maneras de abordar la especiacion y depende, como no
puede ser de otra manera, del tipo de analito. Las especies mas comunes (AB, AC, As'!,
AsY, DMAY, MMAY), que se corresponden con las analizadas en esta investigacion, son
acidos y bases de Bronsted. Por este motivo, las cromatografias mas comunes

nuevamente son dos: la cromatografia idnica (1C)?°2310

y la cromatografia de par i6nico
(IPC)*98311 En definitiva, para la separacion de especies cargadas o polares el enfoque
mas comun consiste en abordar la separacion desde el punto de vista de las diferencias
de acidez o basicidad, o lo que es lo mismo, la carga neta molecular a un determinado
valor de pH. Por otro lado, para especies mas complejas y con una parte hidrofobica
importante, mayormente los As-Lip, se han desarrollado aplicaciones a través de la

cromatografia de fase reversa (RP), debido a su caracter menos polar®®>-12,
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Su uso ha ido aumentando con el paso de los afos debido al creciente conocimiento de

la naturaleza de estos compuestos.

Recientemente, gracias al empleo de fases méviles que no requieren demasiado tiempo
de equilibrado (=30 min), se han vuelto a desarrollar metodologias con columnas de
fase reversa empleando fases moviles i0nicas, explotando el mecanismo tipico de una

Cromatografia de Par Ionico (IPC), interacciones polares y apolares al mismo tiempo?'3.

Centrandonos en la cromatografia de intercambio anidnico, la mas comin de las
técnicas de separacidn, sus principales ventajas son su gran versatilidad, los tiempos
cortos de analisis, y el aumento de la productividad de cara a un anlisis de rutina con
un gran numero de muestras. Para este tipo de cromatografia, el pH y el tipo de fase
movil son parametros clave para mejorar el rendimiento de dicho modo de separacion, y
como se puede ver claramente en la Tabla 5, el uso de tampones a base de fosfato
amoénico ha sido y continua siendo generalizado, debido principalmente a su elevada
fuerza i6nica que disminuye la retencidon de los analitos en la columna, garantizando
ademas una selectividad y resolucidon aceptables con tiempos cortos de anélisis, lo que
juega a favor de analizar un gran numero de muestras en poco tiempo. Sin embargo,
fases moviles como fosfatos o sulfatos se catalogan como fases no compatibles con el
equipo de ICP. Esto se pone de relieve mediante su dificultad para descomponerlos en
el plasma del ICP, consecuencia de su alta estabilidad, ligado a su vez a su polaridad o
fuerza idnica. Esto presenta un inconveniente fundamental, y es la deposicién gradual

de particulas salinas®'4*!3

, afectando a la vida util del instrumento, ademas de paradas
no deseadas para la limpieza del material, que no siempre es efectiva y corta en el

tiempo, y cuya concentracion depende del numero de muestras analizadas.

Asimismo, si bien la retencion de los analitos es mas baja que otras fases empleadas, en
ciertas ocasiones este hecho puede acarrear problemas de resolucion cromatografica en
un andlisis convencional, normalmente entre AB, DMAV y As'. La naturaleza cationica
de la AB y la AC, la neutralidad del arsenito pH<9 y el TMAO y la poca polaridad del
dimetilarsénico (V) con respecto al MMAY y al arseniato, pueden resultar en una
coelucidon o solapamiento parcial de sus picos al emplear fases movil que limiten la
retencion de los analitos en la columna, como es el caso de los fostatos?*®3!6. Esto

supone un problema fundamental ya que, obviando la presencia de tioarsenicales.
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En respuesta a estos problemas, ciertos autores optaron por utilizar oxidantes en
cantidades controladas para transformar todo el arsenito en arseniato!”-3!8, requiriendo
de comparacion con el arsénico total, que si bien puede ser para paliar el problema de
resolucion, suele requerir de una segunda técnica, generalmente cromatografia de
intercambio catidonico, para determinar el contenido de arsénico trivalente, lo que

globalmente incrementa el tiempo de analisis por muestra.

El uso de otro tipo de cromatografias, como la cromatografia de par idnico o una fase
reversa utilizando un tampon 4acido/base con carga opuesta a la de los analitos a
determinar, puede mejorar sustancialmente la resolucion de los analitos. No obstante,
los 4cidos sulfonicos o carboxilicos empleados, asi como las bases, principalmente,
aminas o sales de amonio cuaternario, requieren largos tiempos de equilibrado de la
columna que juegan en detrimento del tiempo de analisis y de la productividad, ademas

de no solucionar el problema de la volatilidad de la fase movil®'°.

Otros grupos de investigacion, sin embargo, han empleado fases compatibles con
equipo de ICP-masas como son los carbonatos. Estos presentan una fuerza idnica
aceptable pero menor que la de los fosfatos, aumentando los tiempos de anélisis, su
principal desventaja, pero mejorando sustancialmente la resolucion de los picos
cromatograficos debido al mayor tiempo de residencia de los analitos en la columna.
Lamentablemente, ciertas publicaciones han encontrado problemas de deriva en la linea
base de la sefial del detector al emplear como tampones estos compuestos disminuyendo
la calidad de la integracion y cuantificacion, ademas de disminuir la sensibilidad

instrumental32%-321,

En la presente tesis se ha abordado la especiacion de arsénico a través de un mecanismo
de intercambio i6nico acoplado a un ICP/MS de simple cuadrupolo (Q-ICP/MS),
empleando una fase mévil compatible con ICP/MS. La fase movil empleada ha sido
acetato amonico, con propiedades similares a los carbonatos pero que reduce los
tiempos de limpieza, no ofrece problemas de resolucion para las especies relevantes

analizadas y permite determinar €stas en un tiempo razonable para su uso previsto.
b) Fundamentos basicos de cromatografia

La cromatografia es una técnica de separacion que depende intrinsecamente de las
caracteristicas fisicoquimicas y/o estructurales de los analitos y de su interaccion con

una fase estacionaria, a unas condiciones especificas de presion, temperatura y pH.
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Este proceso tiene lugar a través de una sucesion de equilibrios de adsorcion-desorcion
de los analitos con la fase estacionaria en funcion del gradiente de la fase movil’??. La
naturaleza y las caracteristicas de la triada analito-fase movil-fase estacionaria
constituyen el eje fundamental del proceso de separacion cromatografica y cuyo
rendimiento se determina a través de una serie de magnitudes cromatograficas (Tabla
6). Los tiempos de retencion y las anchuras de los picos cromatograficos son, por tanto,

funcion del tipo de fase estacionaria y de la fase movil®?2,

Existen varios tipos de fases estacionarias comerciales. La fase estacionaria es la parte
que mas tiempo esta en contacto con los analitos, y que es directamente responsable de
los equilibrios de adsorcion-desorcion de los mismos. Estos equilibrios vienen marcados
por una serie de interacciones, que pueden ser muy intensas y polares (Fuerzas
electrostaticas y/o enlace de hidrogeno), o interacciones mucho menos intensas y de
naturaleza apolar o poco polar (Fuerzas London y/o dipolo-dipolo inducido). Cuénto
mas selectiva sea la fase estacionaria, mas tiempo pasaran los analitos dentro de la

columna, aumentando sus tiempos de retencion.

La fase moévil puede estar constituida con uno o varios eluyentes. Si se utiliza un solo
eluyente la separacion cromatografica es en modo isocratico. Si se utiliza dos o mas
eluyentes y a lo largo del cromatograma se va variando la proporcion de entre ellos se
dice que el modo de trabajo es en gradiente, es decir que se esta modificando la fuerza
elutropica de la fase movil y los compuestos saldran de la columna en funcién de su

afinidad para con la fase estacionara y la fase movil.
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Tabla 6. Parametros cromatogrdficos mdas relevantes
Parametro Abreviatura Definicion Formula quimica

) . Tiempo que tarda en atravesar el
Tiempo basico to . ) -
sistema uncompuesto no retenido
Tiempo entre la inyeccion y la
elucién delanalito del sistema
Parametro que indica la extensién

Tiempo de retencion tr

de la retencién de un compuesto.
Factor de retencion k Relacion entreel nimero de moles k =
de soluto de las fases estacionaria
y movil
También denominado
selectividad. Refleja la k, tr,—ty
Factor de separacion a retencion selectiva de dos C= T i
solutos, de tal 1 R1 0
forma que a>1

Medida cuantitativa de la
thy —t
Resolucion Rs capacidad de una columna de Ry=118+—=2 RL
Wi21 T Wiy22

separar dos compuestos

Numero de equilibros o platos N =556 i

Eficacia N iy
tedricos de una columa Wi/2

El esquema basico de un cromatografo de liquidos se muestra a continuacion (Figura

15):

HPLC Column
e o— Chromatogram
Poaks » Yellow. Red, Blue
r—t
- 4
Injector
AutoSampler

Sample Manager

[y 0 |
| Computer Data Station
Solvent -
(Mobile Phase) Sample
Reservoir
Pump Detector

Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Figura 15. Esquema basico de un HPLC.

En definitiva, la combinacion de todos los factores mencionados determina la
separacion de los analitos, y facilita la labor del detector, que en el caso concreto de esta

tesis es un ICP/MS, cuyo fundamento se comenta a continuacion.
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¢) Fundamentos basicos de ICP

Englobada dentro de la rama de la espectroscopia, la tecnologia de Plasma de
Acoplamiento Inductivo o ICP revoluciond el campo de los metales tanto por su
sensibilidad, como por su versatilidad al poder ser aplicada para el analisis
multielemental de muestras de todo tipo, especialmente medioambientales, bioldgicas,

clinicas o forenses. El esquema basico de un ICP se muestra a continuacion (Figura 16).

Intermediate vacuum
Low vacuum

% lon optics High vacuum

L / l \\>u fm—

Electron multiplier
/

000

000
RF coil

/\/

Sampling cone

Nebuliser

T,

Peristaltic pump

\ Photons  Quadrupole mass filter

| Signal out
Skimmer cone Ion beam

Spray chamber

Drain

Sample

Figura 16. Esquema bdsico de un ICP/MS**

El sistema de introduccion de muestra varia en funcion de si la matriz es liquida (simple
aspiracion) o soélida (ablacion laser, atomizacion electrotérmica, arco voltaico, y
montaje tipo Single-Cell o Single-Particle, entre otros). El resto del sistema es comun, y
consta de un nebulizador que introduce un flujo, constante de un gas inerte (argon) a
alta velocidad, que junto con el flujo de muestra impulsado por una bomba peristaltica,

parte éste en gotas muy finas (nebulizacion).

En funcion del contacto gas-muestra existen varios tipos de nebulizadores, los mas
comunes son los nebulizadores neumaticos, y dentro de este grupo, a su vez, se
encuentran los concéntricos, los de flujo cruzado y los so6lidos. El fundamento fisico es
el de transformar el flujo que viene de la bomba peristaltica en un aerosol*?*. Aunque
menos comunes, los nebulizadores ultrasonicos utilizan el sonido en lugar de la presion

para poder formar el aerosol.
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El aerosol estd formado en su mayoria por gotas de pequefio tamafio, pero dicha
formacion no es uniforme. Por ello, desde el nebulizador el flujo de gotas recorre un
fino tubo hasta llegar a la camara cicldnica, y por gravedad, se separan las gotas mas
pequefias de las de mayor tamafio. Las primeras ascienden hasta la antorcha, en cuyo
final se ubica el plasma, un gas en equilibrio con su forma ionizada, o0 como se conoce
comunmente, parcialmente ionizado, cuya reaccion genera una energia tal que permite
vaporizar, atomizar € ionizar los elementos quimicos presentes en la muestra, debido a
que las temperaturas alcanzadas en la misma rondan los 7000-8000 K. Este plasma,
ademas, actiia como barrera energética al permitir la formacion practicamente en su

totalidad de iones monovalentes323.

Con procesos de preparacion de muestra generalmente sencillos y cortos, la utilizacién
de esta técnica, permite el andlisis rapido y eficaz de los elementos presentes en la
muestra mediante dos variantes bien diferenciadas como consecuencia del proceso de

ionizacion que tiene lugar en el plasma: el ICP-OES y el ICP/MS.

El primero, también conocido como ICP optico, se sirve de la longitud de onda emitida
como consecuencia de la ionizacion de los elementos quimicos en el plasma. Esta
longitud de onda es unica y caracteristica para cada elemento quimico, y pasa por un
sistema tipico de deteccidn espectroscopico que consta de una prisma o red de
difraccidon y un detector a base de tubos fotomultiplicadores o un dispositivo CCD. Por
otro lado, el ICP/MS utiliza una serie de lentes, conocidas como Optica o guias de iones,
para dirigir los iones generados en el plasma hacia un analizador de masas. Asi, una vez
generado el plasma, los iones formados son focalizados hacia un espacio conocido

como interfase, y pasan a través de unos filtros conocidos como conos.

Estos conos son unas piezas metalicas cuya forma geométrica la marca el nombre,
ideados para enfocar un porcentaje representativo del conjunto de iones. Existen dos
tipos, el “sampler”, que esta en contacto directamente con el plasma, y el “skimmer”,
que se encuentra a continuacion. Algunas casas comerciales han comenzado a afiadir un

tercer cono de menor tamafo detras del “skimmer”, denominado “hiperskimmer”.

Tras el paso de los conos, el flujo de iones es dirigido por la dptica o guia de iones. Esta
zona consta de un juego de lentes que, mediante la aplicacidon de un potencial eléctrico,
transmite la mayor cantidad posible de iones al analizador de masas. Existen varios

tipos de analizadores de masas en funcion de la resolucion.
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El de menor resolucidon y el mas sencillo es el cuadrupolo (Q-ICP/MS), cuatro varillas
cargadas con potenciales opuestos dos a dos, y ubicadas en una posicion determinada
para generar un campo electromagnético con estructura hiperbolica. El andlisis de los
iones ocurre mediante la aplicacién de diferentes voltajes que estabilizan la 6rbita de

ciertos iones y desestabilizan otros, de acuerdo a la ecuacion de Mathieu (Figura 17),
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Figura 17. Orbita de estabilidad de un ion en un cuadrupolo®*

Mediante la optimizacion de los pardmetros a y q, se puede predecir las condiciones de
estabilidad de los iones en el cuadrupolo. Pero de manera general, las masas pequenas
requieren menor voltaje que las masas de mayor tamafio. Todo esto lo realiza el equipo

gracias a un calibrado de masas que se realiza rutinariamente.

Una mejora en el rendimiento y resolucion de lo anterior se puede conseguir utilizando
un triple cuadrupolo (ICP/MS/MS). El triple cuadrupolo consta de tres cuadrupolos en
serie, aunque realmente actian como tal el primero y el tercero, mientras que el segundo
hace las veces de una celda de colision o de reaccion. De esta manera, el primer
cuadrupolo filtra las masas deseadas, el segundo cuadrupolo introduce una corriente de
gas de colision (H> o He) o reaccion (NHz, CHs u Oz) empleados como filtro de

interferencias, y el tercer cuadrupolo filtra el ion caracteristico de cada elemento.
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Para alta resolucion (HR-ICP/MS) se suele emplear un sector magnético (SF-ICP/MS).
Estos instrumentos se sirven de un campo magnético focalizado para acelerar los iones
generados a través de un sector de circular de 180° compuesto por una serie de rendijas
ajustables a lo largo del mismo?%. Asi, en presencia de un campo magnético, el radio de
giro de los iones es directamente proporcional a la masa isotdpica de los analitos, o
dicho de otro modo, los dtomos mas pesados realizaran Orbitas mas largas que los
ligeros. Las rendijas ajustables en funcion de la resolucion deseada permite el paso de

los elementos pero no de sus interferencias®?>.

La resolucion es un factor importante a la hora de elegir utilizar una u otra variante de la
tecnologia de ICP/MS. Esta se ve gravemente mermada por la existencia de las
interferencias propias de esta técnica, las interferencias isobaricas. Se denomina asi al
solapamiento espectral entre un analito y uno o varios interferentes con los que
comparte la misma masa isotopica, como por ejemplo el "As*y el >ArCl" o el %Zn" y
el ®4S,", siendo la primera de ellas una interferencia poliatdmica, y la segunda isotopica,
los dos grandes grupos en los que se circunscriben las interferencias isobaricas. Este
solapamiento puede corregirse, por un lado, con equipos que filtran las masas (QQQ-
ICP/MS) o que discriminan por tamafio (SF-ICP/MS) y que trabajan, por tanto, con

masa exacta’?’,

Sin embargo, en equipos con un solo cuadrupolo (Q-ICP/MS) es necesario un sistema
de correccion de estas interferencias. Con esta intencién nacieron los dos modos de
trabajo tipicos existentes hoy en dia: uno por discriminacion de energia cinética (KED)
y otro por reaccion quimica (DRC), desarrollados por Agilent y Perkin Elmer,

respectivamente’?°,

El modo KED consiste en el suministro constante de un gas inerte, tipicamente He,
expulsado perpendicularmente a la corriente de iones de la muestra que proviene de la
optica de iones, creando un flujo de gas que choca con dicha corriente justo antes de
llegar al cuadrupolo. Este modo esta indicado para la correccion de interferencias
poliatomicas y se basa en el hecho experimental que de las éstas presentan mayor
tamaflo que un ion monoatdémico, y por tanto, las primeras sufren mas choques por
segundo que los segundos, lo que provoca que las interferencias salgan despedidas y no

entren al cuadrupolo’?S.
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El modo DRC también esta ideado para corregir interferencias isotopicas y el gas
utilizado en DRC, que suele ser NH3, CH4 u O», se mueve perpendicularmente al flujo
de muestra reaccionando quimicamente y formando un aducto, permitiendo la

diferenciacion de masa entre el analito y la interferencia (“mass shift”)*?°,

Si bien ambos modos de trabajo son efectivos para la eliminacion de interferencias
isobaricas y se aplican en rutina para el analisis de matrices biologicas especialmente
dificiles por interferencias de matriz como orina y sangre total, presentan como

principal desventaja la pérdida de sensibilidad por parte de los analitos.

Otro aspecto importante es la matriz. El arsénico puede encontrarse facilmente en
muestras medioambientales, especialmente en aguas’?’ y filtros PM10°?% y en muestras

biologicas. En estas tltimas, y de acuerdo al camino que recorre este toxico en nuestro

329 330 331

organismo, se puede encontrar en pelos y ufias’*’, sangre’-" y orina’”'. Las ufas y los
pelos estan considerados biomarcadores de la exposicion al arsénico a nivel cronico
porque la acumulacion constante de dicho toxico favorece la deposicion del arsénico

inorganico en la queratina presente en sendos medios.

Aunque en menor medida, existen estudios que demuestran la acumulacion de arsénico
orgéanico en la forma de DMA™"V, y MMA"™"V. Como principal desventaja, se tiene que
no puede determinarse AB, AC ni ningln otro arsenical como los AsSug o As-Lip. Por
todo ello, la matriz pelo suele ser elegida como biomarcador subrogado para la quimica
clinica, comparado generalmente con el resultado de los analisis por sangre u orina, en
aquellos casos en los que se pretenda discriminar entre una exposiciéon cronica o

puntual.

La sangre y la orina representan las dos matrices habituales en lo que a especiacion de
arsénico a nivel clinico y/o forense se refiere. La gran ventaja para ambos medios reside
en que en ellas se puede determinar una gran gama de especies, en comparacion a las
uias y el pelo. Ademas, es aplicable al andlisis de intoxicaciones esporadicas y de
pequefia incidencia. Sin embargo, la vida media de las especies en la sangre es mucho
menor frente a aquella de la orina’*?

habitual de arsenicales (AB, AC, {As, DMAY y MMAY) y hasta de 90h en el caso de
AsSug y As-Lip.

, siendo entre 24-72h en el caso de ingestion
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Otro inconveniente de la sangre es que, si bien se ha observado un mayor numero de
metabolitos que en pelo y en ufias, no presenta la amplia gama de compuestos que si se
excretan por la orina, pudiendo actuar como un biomarcador mas adecuado®?. El
inconveniente principal de la orina reside en su elevada concentracion de cloruros, lo
que supone la fuente principal de interferencias a la hora de abordar la especiacion de
arsénico. Esto es debido a la formacion del aducto poliatdomico entre el ion cloruro y el
gas del plasma conocido como ArCl" por accion de las altas temperaturas que se

originan como consecuencia de aquél.

La separacion cromatografica previa de este aducto es crucial para todos aquellos
equipos con simple cuadrupolo, puesto que la resolucion obtenida no es suficiente como
para poder discernir entre la sefial del analito, >As” y la propia del interferente >ArCI".
Adicionalmente, existe la opcion de utilizar la tecnologia de colisiéon y/o reaccion
descrita previamente, y solo en el caso de que dicha interferencia se presente de manera
sistematica y a concentracion constante, se pueden emplear ecuaciones de correccion

especificas para eliminarla.

En resumen, tras describir las principales fuentes de exposicion al arsénico, su
sintomatologia descrita y las metodologias analiticas principales empleadas para su
cuantificacion, ha quedado puesto de relieve la existencia de numerosos compuestos de
arsénico potencialmente toxicos, lo que hace imprescindible el desarrollo de un método
novedoso para la determinacion de estos compuestos, o especies, debido al potencial
efecto toxico que comportan para la salud humana. En este sentido, la especiacion de
arsénico permite no solo lo anterior al separar cromatograficamente, primero, y medir
separadamente, las diferentes especies presentes en las muestras analizadas, sino que
ademas es capaz de asignar adecuadamente el perfil toxicoldgico presente en éstas, al

haber discriminado previamente las especies toxicas de aquellas que no lo son.

Por todo ello, en esta investigacion se ha elegido una metodologia de especiacion de
arsénico por IC-ICP/MS utilizando un ICP/MS de simple cuadrupolo aplicada al
analisis de muestras de orina y una ecuacion de correccion para la interferencia de

BArCI .
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2.-Objetivos/Objectives

The main objectives of this study, derived from and firmly based on the bibliography

described, are presented as follows:

1)

2)

3)

To carry out two selective, sensitive, precise, accurate and cutting-edge
methodologies, i.e, one based on a Total Arsenic Determination approach and the
other one on Arsenic Speciation, both using ICP/MS as a detection technique in

order to analyse arsenic levels in clinic samples.

To identify and quantify the main arsenic species found in a human population
study and subsequently assess their toxicity taking into the account the
concentration of the toxic and non-toxic species present in the samples analysed

using the Arsenic Speciation Methodology developed.

To use the selected biomarkers to extract all the available and reliable
information in order to determine the basal level of this element within the
population studied as well as the most relevant toxicological and clinical

implications based on the data assessment.
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3.-Parte Experimental

3.1.-Reactivos

a) Reactivos empleados en la metodologia de arsénico total:

» Arsenic standard solution As(V) = 1.000 g/l for ICP (Panreac Applichem,
Darmstadt, Hesse, Germany)

Germanio patrén ICP/MS 1000 ppm (Merck, Barcelona, Espaiia)

Rhodio patron ICP/MS 1000 ppm (Merck, Barcelona, Espana)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU)

Ytrio patrén ICP/MS 1000 ppm (Merck, Barcelona, Espafia)

Y V V V

b) Reactivos empleados en la metodologia de especiacion de arsénico:

» Acetato aménico HPLC grade (Scharlau, Barcelona, Espana)

> Acido acético glacial, min. 99.8%, reagent grade (Scharlau, Barcelona, Espaiia)

> Acido monometilarsénico (V) sal monosédica (MMAY), min. 83.3% (LGC
Standards/Dr. Ehrenstorfer, Barcelona, Espaia)

> Acido dimetilarsénico (V) (4cido cacodilico o DMAY), min. 98% (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU)

> Amoniaco 20-22% ultratrace® ppb-trace analisis grade (Scharlau, Barcelona,
Espaiia)

» Arsenic (III) standard solution for ICP (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri,
EEUU)

» Arsenic standard solution AsV = 1.000 g/l for ICP (Panreac Applichem,
Darmstadt, Hesse, Germany)

» Arsenobetaina, min. 95% (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU)

» Arsenocolina (bromuro de arsenocolina), min. 99.8% (TRC, North York,
Ontario, Canada)

» Fosfato amoénico dibasico HPLC grade (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri,
EEUU)

» Nitrato amonico (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EEUU)
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¢) Reactivos exclusivos para fines intrumentales (calibracion, chequeo diario, etc)

» ELAN 6100 Setup/Masscal Solution (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts,
USA)

» ELAN Detection Limit Solution (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA)

» ELAN Dual Detector Solution (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, USA)

3.2.-Disolventes

> Acido nitrico suprapur (Merck, Barcelona, Espafia)
» Agua MilliQ (Merck Millipore, Merck, Barcelona, Espafia)
» Metanol LC/MS (Panreac Applichem, Darmstadt, Hesse, Germany)

3.3.-Instrumentacion

a) Cromatografia

» HPLC Series 1100 (Agilent, Santa Clara, California, EEUU) que consta
de los siguientes modulos:

» Desgasificador (Agilent, Santa Clara, California, EEUU)

= Bomba cuaternaria (Agilent, Santa Clara, California, EEUU)

* Columna de intercambio anionico PRP X-100 (4,6 x 250 mm x 5
pm) de Hamilton (Reno, Nevada, EEUU)

= Detector de Fluorescencia (Agilent, Santa Clara, California,
EEUU)

= Detector de Diodo Array (Agilent, Santa Clara, California,
EEUU)

» Dos valvulas Rheodyne de seis puertos con dos posiciones. Una
de las valvulas tenia como funcion ser la linea de transferencia
HPLC-ICP/MS vy la otra se utilizé para inyectar el patron interno
al sistema (Waltham, Massachusetts, EEUU)
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b) Espectroscopia

» ICP/MS ELAN 6100 DRC (Waltham, Massachusetts, EEUU) con los
siguientes accesorios:

» Automuestreador S-10 (Waltham, Massachusetts, EEUU)

» Nebulizador concéntrico tipo Meinhard® (Golden, Colorado,
EEUU)

» Camara ciclonica de vidrio (Waltham, Massachusetts, EEUU)

= Antorcha de cuarzo (Waltham, Massachusetts, EEUU)

* Conos sampler y skimmer de Niquel (Waltham, Massachusetts,
EEUU)

»Celda DRC® con un cuadruopolo para correccion de
interferencias poliatobmicas por gas de reaccion (Waltham,
Massachusetts, EEUU)

» Analizador de masas de simple cuadrupolo (Waltham,

Massachusetts, EEUU)
¢) Otros

» Equipo de valoracion automatica Titrando 809® (Methrom AG, Herisau,
Suiza)

» Equipo MilliQ Elements (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts,
EEUU)

» Autoanalizador de Inmunoensayos Siemens Xpand Plus™ (Siemens,

Munich, Alemania)
3.4.-Material volumétrico
a) Pipetas y micropipetas

» Micropipeta calibrada variable 2-20 pl (Brand, Wertheim, Alemania)

» Micropipeta calibrada fija 25 pl (Eppendorf, San Sebastian de los Reyes,
Madrid, Espaia)

» Micropipeta calibrada fija 50 pl (Brand, Wertheim, Alemania)

» Micropipeta calibrada fija 100 pl (Eppendorf, San Sebastian de los
Reyes, Madrid, Espafia)

» Micropipeta calibrada fija 250 pl (Brand, Wertheim, Alemania)
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» Micropipeta calibrada fija 500 pl (Eppendorf, San Sebastian de los
Reyes, Madrid, Espafia)

» Micropipeta calibrada fija 1000 pl (Eppendorf, San Sebastian de los
Reyes, Madrid, Espafia)

» Micropipeta calibrada variable 100-1000 ul (Eppendorf, San Sebastian
de los Reyes, Madrid, Espafa)

» Pipeta calibrada variable 5 ml (Eppendorf, San Sebastian de los Reyes,
Madrid, Espaia)

» Pipeta calibrada variable 10 ml (Eppendorf, San Sebastian de los Reyes,
Madrid, Espaia)

b) Otros

» Frasco lavador de plastico estéril 2 1 (VWR, Llinars del Vallgs,
Barcelona, Espafia)

» Bote de recogida de muestra de plastico estéril 2 1 (Nalgene)

» Vaso de precipitados 250 ml Pyrex (VWR, Llinars del Vall¢s, Barcelona,
Espana),

» Pipeta Pasteur 1 ml (VWR, Llinars del Vall¢s, Barcelona, Espafia)

3.5.-Preparacion de disoluciones

a) Acetato amonico 20 mM pH=9 (Fase movil A)

Colocar un vaso de precipitados de 250 ml en una balanza analitica, tarar y pesar
3.083+0.001 g de AcONH4 HPLC grade de Scharlau. A continuacion, y con una
probeta de 500+£5 ml, se recogen 200 ml de agua Milli Q dispensada por el
dosificador MilliQ Elements.

Tras la disolucion del acetato amonico, el vaso de precipitados se lleva al
pHmetro automatico del Titrando 809® y se ajusta el pH hasta 9.00+0.05 con
NH3 ultratrace® de Scharlau, pipeteado gota a gota con una pipeta Pasteur de
plastico.

Una vez que el pH esta ajustado, se vierte el contenido del vaso de precipitados
en un recipiente de plastico de 2 litros de capacidad. Alternativamente, con una
probeta de 100.0+£0.5 ml se recogen 80 ml de MeOH LC/MS de Panreac y se
afiaden a dicho recipiente. Este se enrasa hasta un volumen de 2 litros con agua

MilliQ. Se conserva en nevera (4£1°C).
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b) Acetato amonico 20 mM pH=5 (Fase movil B)

Colocar un vaso de precipitados de 250 ml en una balanza analitica, tarar y pesar
3.083+0.001 g de AcONH4 HPLC grade de Scharlau. A continuacion, y con una
probeta de 500+5 ml, se recogen 200 ml de agua Milli Q dispensada por el
dosificador MilliQ Elements. Tras la disolucion del acetato amonico, el vaso de
precipitados se lleva al pHmetro automatico del Titrando 809® y se ajusta el pH
hasta 5.00+0.05 con AcOH glacial de Scharlau, pipeteado gota a gota con una
pipeta Pasteur de plastico.

Una vez que el pH esta ajustado, se vierte el contenido del vaso de precipitados
en un recipiente de plastico de 2 litros de capacidad. Alternativamente, con una
probeta de 100.04+0.5 ml se recogen 80 ml de MeOH (4%) y se afiaden a dicho
recipiente. Este se enrasa hasta un volumen final de 2 litros con agua MilliQ. Se

conserva en nevera (4£1°C).

¢) Preparacion de la calibracion de arsénico total

El esquema de la calibracion de arsénico total se encuentra a continuacion

(Figura 18):

PATRON 6

smL [500 pg'L]

PATRON 5
U As M :}-[200 polL]

S0mL 1mL PATRON 4 Plastico
{100 pg] En balanza

250 pi

" As{V) Perkin Elmer

{1000 mgiL) . % « H:0 Milli-Q
" 1mL « 500 pL HNO:
suprapur
As v) 50 pL PATRON 2
|1 ppm) }—4}[5 pol)

S0mL

100y PATRON 1
2uel

Figura 18. Esquema de calibracion del método de arsénico total por ICP/MS

Las disoluciones intermedias de 5 y 1 mg/l se almacenan en nevera (4+1°C)
durante 3 meses. Los patrones del calibrado se preparan diariamente a partir de
sendas disoluciones intermedias. Todas las disoluciones son acuosas y contienen
un 1% HNO; para su conservacion. El volumen final es de 50 ml y los patrones
se preparan en balanza analitica, utilizando micropipetas y pipetas calibradas

anualmente para adicionar el volumen requerido en cada paso.
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Una vez que los patrones estan preparados se pipetan 500 pl con micropipeta fija
de 500 pl de cada uno de ellos sobre un tubo Falcon de 15 ml. Posteriormente se
adicionan 9.5 ml de la disolucion contenedora del patron interno (ver
Preparacion del Patron Interno para arsénico total). La mezcla de agita en un

vortex durante 30 segundos.
d) Preparacion de la calibracion de arsénico especiado

Primeramente, a partir de los reactivos madre, se preparan una serie de
disoluciones intermedias que se van a etiquetar con los numeros 1, 2,3y 4, y

cuyo esquema de elaboracion se encuentra a continuacion (Figura 19):

a) Disolucion intermedias 5 mg/L:

Disolucion madre

DMA {1000 mgiL) %‘

Disolucion madre

MMA (1000 mg/L) $ Disolucion intermedia n*1

. As{lll), As{V), DMA y MMA*
Disolucién madre 250 L (5 mg/L)
As(V) Perkin Elmer —=————————
{1000 mg/L) 250 L S0mL
Disolucion madre ﬁ_’;:, Plastico
As(lll} Sigma En balanza
(1000 mgiL)

i « HO Milli-Q
Disolucion madre 250 pL

Disolucion intermedia n*2

Disolucion madre AB, AC (5 mglL)

AC (1000 mg/L} 250 L

AB (1000 mgiL) \ U

S0 mL

** La disolucidn debe taparse con papel de aluminio debido a que &l As(lll) se oxida 3 As(V) con la luz.

b) Disolucion intermedia de As(Il), As(V), DMA y MMA 100 pg/L:

. AP - Disolucion intermedia n*3**
Disolucion intermedia n*1 1000 pL
As(lll), As(V), DMA y MMA As(lli). As(V), DMA y MMA
{5 mg/L) (100 pgiL)
S0mL
** La disolucicn debe taparse con papel de aluminio debido a que el Plastico
As(ll) s= oxida a As(V) con I3 luz. En balanza
« H:0 Milli-Q
c) Disolucién intermedia de AB y AC 100 pg/L: e
Disolucién intermedia n°2 1000 pL Disolucion intermedia n°4
AB,AC P — AB.AC
(5 mgiL) {100 pgiL)
S0mL

Figura 19. Esquema de preparacion de las disoluciones intermedias para el método de especiacion de arsénico

Todas las disoluciones intermedias se almacenan en nevera (4+1°C), las de 5

mg/L. durante 3 meses y las de 100 pg/l durante 1 mes. Aquellas que contienen

As(III) se recubren con papel de aluminio.
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Los patrones del calibrado se preparan diariamente a partir de sendas
disoluciones intermedias (Tabla 7). Todas las disoluciones son acuosas pero
contienen un 4% MeOH para su conservacion.

El volumen final es de 50 ml y los patrones se preparan en balanza analitica,
utilizando micropipetas y pipetas calibradas anualmente para adicionar el
volumen requerido en cada paso.

Tras la preparacion, se pipetan 500 pl con micropipeta fija de 500 pL sobre
sendos viales de plastico de 800 pul de volumen y se cierran. Los viales se agitan

en el vortex durante 30 segundos.

Tabla 7. Esquema de preparacion de la calibracion de especiacion de arsénico

Punto Viisintno2 (M)  Vdisintnes (M) Vdisintnea (M)  Vimeon (ml) VE(ml)  Concentracion final (ug/l)
Blanco calibracion - - - 2 50 -
Patron 1 - 250 500 2 50 1 AC, AB; 0.5 el resto
Patron 2 - 500 5000 2 50 10 AC, AB; 1 el resto
Patron 3 200 1000 - 2 50 20 AC, AB; 2 el resto
Patron 4 500 2500 - 2 50 50 AC, AB; 5 el resto
Patron 5 1000 5000 - 2 50 100 AC, AB; 10 el resto

e) Preparacion de muestra para arsénico total

Se recogen 500 puL de la muestra de orina y se adicionan 9,5 ml de la disolucion
contenedora de patron interno sobre un tubo Falcon de 15 ml (dilucion 1:20). La
mezcla de agita en un vortex durante 30 segundos. Las muestras de orina se
almacenan en un congelador (-85+1°C) para facilitar al conservacion a largo

plazo.
f) Preparacion de muestra para arsénico especiado

Se recogen 50 pl de la muestra de orina y se adicionan a un vial de plastico. Se
pipetean 20 pul de MeOH (4%) y se afiaden 430 pl enrasando la mezcla a 500 pl
(dilucion 1:10). La mezcla de agita en un vortex durante 30 segundos. Las
muestras de orina se almacenan en un congelador (-85+1°C) para facilitar al

conservacion a largo plazo.
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g) Patron interno para arsénico total

El esquema de preparacion del patron interno se incluye a continuacion (ver

Figura 20):

Triton 10%

5mL
2 Triton X-100 puro =
/Y mon puro U DILUYENTE STD INTERNO:

[Y 25 pg/L; Triton 0,1%; HNOs 0,2%]

50 mL TmL
25 ul. {D . o Plastico para Dispensador 10 mL
H ] ¢ 2 mL HNO; suprapur
=}
- Y Merck 1.000 mg/L = — o HO Milli-Q hasta la marca de 1000 mL
o Desechar 20 embolados

Figura 20. Preparacion del patron interno para arsénico total

La disolucion del patron interno se prepara diariamente sobre un frasco lavador
de plastico de 1L afiadiendo las cantidades requeridas con micropipeta y pipeta

calibradas anualmente.
h) Patron interno para arsénico especiado

El esquema de preparacion del patrén interno se especifica a continuacion (ver

Figura 21)
=
Disolucion madre 500pL  ~ |e 4% MeOH LC-MS Panreac
As" Panreac o H:0 Milli-Q
(1000 mg/1) « Recipiente de plastico
2000 mL

Figura 21. Preparacion del patron interno para arsénico especiado

La disolucién del patron interno se prepara diariamente sobre un frasco lavador
de plastico de 2 litros de capacidad afiadiendo las cantidades requeridas con

micropipeta y pipeta calibradas anualmente.
3.6.-Optimizacion de la seiial instrumental

En primer lugar, y antes de abordar la optimizacién del sistema cromatografico, se
procediod a la correcta conFiguracion del analizador de masas cuadrupolar del ICP/MS

para garantizar la maxima respuesta posible para el canal m/z 75.
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Esta técnica constituye una herramienta muy potente para el analisis elemental de
matrices medioambientales, biologicas o alimenticias, entre otras, debido a su amplio
rango dindmico lineal, la rapidez de sus analiticas y la simplicidad del proceso de
preparacion de muestra, convirtiéndose en la opcion ideal para la determinacion de
elementos quimicos a nivel de trazas y/o ultratrazas. Sin embargo, los dos
inconvenientes principales de estos equipos residen en la elevada variabilidad de la

sefial instrumental, o deriva, y en la naturaleza de las interferencias.

Por ello es fundamental mantener una rutina constante de calibracion y mantenimiento
del instrumento para poder garantizar una sensibilidad adecuada, especialmente para
trazas o ultratrazas. Por lo que respecta a la limpieza, cada dia de trabajo se hizo pasar
por todo el instrumental (desde el automuestreador hasta el analizador de masas) una
disolucién acuosa con un 2% HNOs3 durante un periodo aproximado de treinta minutos.
En caso de acumulacion de restos de matriz en el instrumental, se disend una serie de

sistematicas aplicadas segun el tipo de componente.

En el caso de los conos, se realiza un lavado secuencial y en tres etapas mediante
ultrasonidos, primero con un 1% HNOs3, luego con agua destilada para eliminar los
restos de acido y finalmente con MeOH para eliminar el agua, siendo cada uno de ellos
de 10 minutos de duracion. La antorcha y la cdmara ciclonica se sumerge en una
disolucién acuosa de HNOs al 1%, y se lleva al ultrasonidos durante 10 minutos. El
nebulizador usado es de tipo neumatico, un Meinhard®, y al ser de cuarzo, no se puede
limpiar usando ultrasonidos, por lo que se mantiene sumergido durante al menos 20

minutos en una disolucion 1% HNO:s.

Referente a la calibracion, se evalud el rendimiento del equipo cada dia de trabajo con
una disolucion “tune” denominada Daily Performance Check, especificamente disefiada
para hacer un barrido de masas en el rango bajo, medio y alto de masas, ademas de
regular el porcentaje de 6xidos y las dobles cargas, y controlar el ruido del equipo
medido a partir de dos masas ficticias cuyos valores de corte se mencionan a

continuacion (ver Tabla 8):
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Tabla 8.Criterios de aceptacion del Daily Performance Check.

Parametro Valor de corte
Rango bajo m/z Mg >40000 cps
Rango medio m/z 5T >300000 cps
Rango alto m/z 3y >200000 cps
Oxidos %"°CeQ/'*'Ce <3%
Dobles cargas %140Ce™/1%Ce <2,5%
Ruido m/z 220 <2 cps
Ruido m/z 8,5 <2 cps

Ademas, este equipo pasa anualmente los mantenimientos preventivos llevados a cabo
por los técnicos de la casa comercial, en los que se ajustan tanto la calibracion de masas

como los parametros relativos a la resolucion de las masas.

La presencia de 0xidos y dobles cargas afecta notablemente a la sensibilidad y ambos
tienen su origen en el plasma. De acuerdo a la termodindmica, la reaccion de generacion
de éste, establece una barrera de potencial que permite la formacion casi exclusiva de
iones monopositivos. No obstante, ciertos elementos pueden ionizarse hasta perder dos
electrones, formando lo que se conoce como dobles cargas. Por otro lado, los 6xidos son
extremadamente reactivos y tienden a formar “clusters” al combinarse éstos con otros
iones de la muestra. La explicacion para ambos fendomenos parece residir en la
diferencia de temperatura entre las zonas centrales y laterales del plasma, ademas de en

las condiciones de operacion.

Asi, la formacidn de 6xidos se cree que esta ligada a la presencia de agua o disolventes
oxigenados que al no evaporarse debidamente en el plasma, forma iones 0xido3**33,
mientras que la de las dobles cargas se ha asociado a altos flujos de nebulizacion®3®. Sea
como fuere, en ambos casos se produce un desplazamiento de la relacién masa/carga, la
consiguiente pérdida de sensibilidad para los elementos afectados, ademds de actuar
como interferentes poliatdbmicos o isotdpicos para otros analitos. En el caso del arsénico,
¢ste presenta una alta afinidad por el oxigeno, por lo que se vigild con especial

precaucion los niveles de 6xidos generados.
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Una vez establecidas las condiciones iniciales que permiten garantizar el buen
rendimiento del equipo, se decidi6 optimizar paso por paso una serie de parametros,
para asegurar que el instrumento tenga una sensibilidad adecuada en la m/z 75. Estos

fueron:

= Voltajes de los detectores analogico y de pulsos
= Alineamiento de la antorcha
= Voltajes de la dptica de iones

= Flujo de nebulizacion

Los voltajes de los dos detectores con los que cuenta el ICP/MS, el analogico (para
intensidades menores de 2 millones de cps) y el de pulsos (para intensidades superiores
a 2 millones de cps) se ajustaron estableciendo una relacion directa entre la masa
isotopica y el voltaje aplicado. Esto es importante porque a partir de 2 millones de
cuentas entra en juego el detector de pulsos, y la respuesta intensidad-concentracion
puede verse afectada sino estan correctamente alineados. Este ajuste se debe realizar al

cambiar el detector y cuando se observa una pérdida generalizada de cuentas.

Una vez ajustados los parametros del detector, se llevd a cabo el alineamiento de la
antorcha para obtener la maxima sefial en el canal del arsénico. Tras lograr esto, este
proceso se repetid exclusivamente en caso de retirada de la antorcha por motivos de
mantenimiento o por sustitucion, ya que en estos se puede perder el alineamiento

logrado con la subsiguiente pérdida de sensibilidad.

El siguiente paso consistio en ajustar los voltajes de la guia u optica de iones. Constan
de una lentes que se encuentran en la zona de la dptica de iones y su importancia radica
en que sirven de asistencia a la trayectoria de los iones desde la interfase hasta el

analizador de masas.

Como ultimo paso de la optimizacion de la sefial instrumental, se ajusto el flujo de
nebulizacion, cuya variacion presenta una tendencia parabdlica. En un inicio, el
aumento del flujo del gas de nebulizacion aumenta la capacidad de ionizacion de los
iones de la muestra, debido a que en el nebulizador el flujo de muestra se parte en gotas
cada vez mas pequeiias que son capaces de ascender por la camara ciclonica hasta la
antorcha. Por el contrario, para valores elevados, la ionizacion empieza a disminuir

gradualmente como consecuencia del exceso de gas de nebulizacion.
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Una vez optimizada la respuesta del ICP/MS para obtener la maxima sefial posible
arsénico se procedid a registrar la intensidad de la misma. Para ello, se prepard una
disolucion de 1 pg/l de arsénico, concretamente, As®". Dicha disolucion se prepard en
un tubo falcon de 50 ml adicionando 49 ml de la disolucion comercial de ajuste del
ICP/MS (Daily Performance Check) y 1 ml de una disolucion de As** preparada de 50
ug/l de concentracion. De esta manera, las especificaciones del equipo se mantuvieron a

la vez que se ajustaban los parametros deseados con la sefial m/z 75.

En base a lo todo lo anterior se establecieron una serie de protocolos de limpieza,
mantenimiento y correccion de la sefial instrumental (Figura 22) en caso de que
disolucion de control del equipo o la de arsénico constataran una pérdida de

sensibilidad.

Warm-up
(30 min)

Limpieza
(20 min)

Todo esta correcto JEIIES 8 No ha pasado el Daily

Tune sefal Daily Check
As comercial
(Cps>3000) (2a vez)

Posicion Se puede
antorcha trabajar

Voltaje Cps< 3000 cps Todo esta correcto

lentes

No ha paszado el Daily
por segunda vez

éDobles
cargas?

Figura 22. Flujo de trabajo para el mantenimiento preventivo del equipo. ¢gneb=flujo de nebulizacion

Otro punto importante lo suponen las interferencias. Los filtros de interferencias
actuales para los Q-ICP/MS son tres: utilizar un gas de reaccion, un gas de colision o
una ecuacion de correccion. El uso del gas de colision se descartdo debido a la

configuracion del equipo.

Como posibles opciones para gas de reaccion, existen NHz, CHs, H> y O,. De acuerdo a

la bibliografia, los mejores resultados para el arsénico se consiguen con H2337y 02338,
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El principal problema del NH3 es que reacciona tanto con la interferencia como con el

analito®®

, por lo que puede presentar problemas para analisis de trazas, que es lo que se
pretende en esta tesis, por lo que se descartd su uso. El CHa, por el contrario, forma
aductos que pueden incrementar el ruido de fondo por lo que presenta problemas de

sensibilidad para con el arsénico*.

A pesar de todo, se optd por utilizar una ecuacion matematica de correccion (ver Tabla
8) ya que segun la bibliografia, demostrd ser eficaz en determinaciones biologicas’?434!

para eliminar la interferencia de >ArCI".

Teniendo en cuenta lo anterior, las condiciones operacioneales (Tabla 9) para la
medicion de la sefial de arsénico en el ICP/MS ELAN DRC 6100 empleado fueron las

siguientes:

Tabla 9. Pardmetros operacionales del ICP/MS ELAN DRC 6100 para la sefial de " As

Parametro (unidad) Valor
RF Power (W) 1250
Flujo de nebulizacion (ml/min) 1
Voltaje de las lentes (V) 4.5
Tiempo de integracion (ms) 2500
Modo del detector Estandar
Ecuacion de correccion -3,127["7ArC1-0,815(%*Se)]
%Oxidos (cé6mo **CeQ/'*’Ce) <3
%Dobles cargas (como '“"Ce"*/""Ce) <2,5
Cutoff "As (cps) 3000

*Medido con una disolucion de 1 pg/l de As(I1I).

En resumen, una vez determinados los parametros instrumentales y elegida la ecuacion
de correccion como posible filtro de interferencias, se decidid, pues, proceder con el
disefio experimental del método de arsénico total en base a esas condiciones

instrumentales.
3.7.-Optimizacion de la metodologia de arsénico total

El método de arsénico total se disefi6 para que, por un lado, éste fuera rapido y sensible
para poder analizar el contenido de arsénico total y, por otro, que sirviera como valor de

referencia para analizar el contenido de las especies y poder compararlo con €ste.
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La analitica de arsénico total en orina, permite analizar su contenido en apenas un
minuto (sumandole los tiempos de demora estandar tipicos de la limpieza de los canales,
Wash Delay, y al tiempo que tarda desde que se inyecta la muestra hasta que llega al
detector, Read Delay), muestra de la sobrada rapidez de la que hacen gala los analisis
elementales por ICP/MS. En estos equipos, el patron interno se emplea para normalizar
las derivas de la sefial provocadas por el efecto matriz. Si en el anterior apartado se
hacia hincapi¢ en la relacion entre la respuesta instrumental y la sensibilidad, en este es
importante tener en cuenta que el efecto matriz puede ocasionar un aumento o
disminucién de la sefial, que termina afectando a los parametros analiticos del método
de medida, entre los que se encuentran la precision, exactitud e incertidumbre34>343,
Tradicionalmente, las caracteristicas que debe cumplir un buen patrén interno son tener
una similar masa y potencial de ionizacion, para que los fendmenos de ionizacion y
transporte a lo largo de la Optica de iones y en el cuadruopolo guarden similaridad,
haciendo que los ratios entre la senal del analito y la del patron interno sean
proporcionales, y por tanto compensando el posible efecto de deriva. Ademas, el patron
interno no debe estar presente en la muestra**!-344, En base a esto, se seleccionaron cinco
candidatos a patron interno: el germanio, el ytrio, el renio, el rodio y el bismuto (ver

Tabla 10).

Tabla 10.Potencial de ionizacion y masa isotopica del arsénico y los patrones internos

Isétopo Masa isotépica (uma) Potencial de ionizacién (eV)"
SAs 74,9216 9,7885
B3Ge 72,6300 7,8994
8y 88,9058 6,2172
103Rh 102,905 7,4589
186Re 186,207 7,8335
209Bj 208,980 7,2855

*Valores de los potenciales de ionizacion de acuerdo a la base de datos NIST.

Para seleccionar el mejor candidato a patrén interno se prepararon una serie de
calibraciones para cada uno de ellos y se evaluaron los siguientes tres parametros: los

residuales estandarizados, la pendiente y el coeficiente de correlacion.

El esquema de preparacion de la calibracion se encuentra recogido en la seccion
correspondiente (ver 3.5.-Preparacion de disoluciones). Para asegurar la buena calidad
de los resultados, los patrones se prepararon diariamente teniendo en cuenta que a las
disoluciones intermedias de 1 y 5 mg/l se les otorgd una caducidad de 1 y 2 meses,

respectivamente.
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En cualquier caso, si alguna de las dos disoluciones se agota antes de cumplirse el
periodo de validez (generalmente la de 5 mg/l), se preparan todas desde cero. Para el
caso del ytrio, se llevd a cabo adicionalmente un test F de linealidad. Ademas, se
estudiaron los estadisticos de precision y exactitud, expresada como veracidad para cada
patron interno a través del empleo de dos materiales certificados de referencia (CRM) y
un QC. Los pormenores relativos a los resultados de estas pruebas asi como los
concernientes a la selectividad y el calculo del limite de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ) se encuentran descritos mas adelante (ver seccion 4.1.-Validacion
de la metodologia de arsénico total en orina). En resumen, las condiciones

instrumentales del método de arsénico optimizado son (Tabla 11):

Tabla 11. Condiciones instrumentales de la metodologia de arsénico total por ICP/MS

Parametro (unidad) Valor
Isétopo PAs
Tiempo de integracion (ms) 2500
Modo del detector Estandar
Ecuacion de correccion -3,127["7ArC1-0,815(%*Se)]
Vmuestra 500 pl
Rango de la calibracion 2-500 pg/l
Patron interno ¥y
Precision <4%
Veracidad (exactitud) <3%
Limite de Deteccion 0,16 pg/l

3.8.-Optimizacion de la metodologia de arsénico especiado

a) Eleccion del tipo de cromatografia

Como ya se comento en la introduccion (ver seccion 1.4.-Metodologias analiticas de
especiacion de arsénico) los tres tipos de cromatografias principales mas extendidas
para la especiacion de arsénico han sido: cromatografia de fase reversa (RP),
cromatografia i6nica (IC) y cromatografia de par i6nico (IP). En un primer paso, se
decidié analizar la separacion cromatografica de un disolucion multiespecies de 100
ug/l de AB, AC, As™, As¥, DMAY y MMAY en una columna de fase reversa (Ascentis®
C18; 100 x 2,1 mm x 3 pm) y un columna de intercambio i6nico con una resina de
poliestireno y divinilbenceno unida a un resto de tetraalquilamonio actuando como

resina de intercambio aniénico (Hamilton PRP X-100; 4,6 x 250 mm x 5 pm).
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Se descarto el uso de cromatografia de par idnico debido fundamentalmente a los largos
tiempos de equilibrado de las fases moviles tipicas de este tipo de separacion. Teniendo
en cuenta los problemas de resolucion entre las especies del frente (AC y AB), As*"y el
DMAYV reportados en la bibliografia se empled como fase movil para ambos

experimentos un tampon de 5 mM NH4H>PO4/(NH4)>HPO4 pH=9,2.

Teniendo en cuenta las constantes de acidez de los analitos elegidos (Figura 23), a este
pH existe una diferencia en la carga neta suficientemente diferente como para
tedricamente poder separar el arsenito de las especies no retenidas AC y AB, y a su vez
del DMAYV. En base a los resultados cromatograficos, esto si se consiguid para la
cromatografia de intercambio idénico pero no para la fase reversa, resultando en tres
picos pegados unos a otros, producto de la coelucion y mala resolucion, o dicho de otro
modo, la inadecuada retencion de las especies como consecuencia de la elevada
polaridad y propiedades acido-base de las especies estudiadas, eligiendo finalmente la

cromatografia de intercambio 16nico.

En este sentido, y teniendo en cuenta las dos variantes principales, esto es, la
cromatografia de intercambio anidénico (AEC) y la cromatografia de intercambio
cationico (CEC) y atendiendo a las constantes de acidez de las mismas, se optd por una
cromatagrafia de intercambio anidnico, dado que de las seis especies que se pretenden

analizar eran mayoritariamente acidas.
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Name Abbreviation Structural Formula pKa

Arsenobetaine AB CH,
H,C—J\s’—o-i:cow
H;
Arsenocholine AC CHy
HiC—As—CH,CH,0H
H2
Monomethyl arsenate MMA g 41,87
H3C\ /o -l
4 TOH
o/
Dimethylarsinic acid DMA HsC /f“z 62
Vs
OH
(o]
. . ) CH,
Trimethylarsine oxide TMAO Hsc\ /o
o// “CH,

) i OH S -
Arsenic (V) acid As(V) Ox /oy 22,70,115
(arsenate) st

“OH
H
Arsenous (IIl) acid As(lll) ' 92,121,134
(arsenite) Ls d
HO”~  “OH

Figura 23. Nomenclatura, abreviatura, estructura quimica y
constantes de acidez (pKa) de las principales especies de arsénico

En resumen, la cromatografia de intercambio anidnico (AEC) fue elegida como método

de separacion para la especiacion de arsénico.
b) Estudio de la fase movil

Durante el desarrollo de la metodologia de especiacion se emplearon dos fases maviles.
En primer lugar, el tampon fosfato amonico, NHsH2PO4/(NH4)HPO4, de uso comiin en
la bibliografia debido a su estabilidad, elevada polaridad, alta densidad y fuerza i6nica,
se empled para estudiar el efecto del pH y la concentracion sobre los seis analitos

seleccionados.

Posteriormente, se llevd a cabo un disefio experimental similar aunque mas amplio con

la segunda y definitiva fase movil, el acetato amonico, CH;COONH4 0 AcONHa4.

Comparando los valores de densidad entre las fases tradicionales (fosfato y carbonato
amoénico) en este tipo de aplicaciones con las del acetato amoénico se encontrd que la
densidad del fosfato amonico (1,62 g/ml) es ligeramente superior a aquella del
carbonato amoénico (1,50 g/ml), otro tampon bastante comuin para este tipo de

cromatografia, y mucho mayor que la del acetato amonico (1,17 g/ml).
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Su mayor densidad explica el motivo de su extenso uso, ya que una elevada densidad le
otorga, a su vez, una mayor viscosidad, acortando los tiempos de retencion y reduciendo
los tiempos de analisis. Por otro lado, el fosfato tiene dos equilibrios de disociacion
adicionales, lo que hace que pueda presentar una carga neta mas alta en funcion del pH,
lo que también puede influir a la hora de disminuir la retencion de las especies

estudiadas, al interaccionar en mayor medida con el relleno de la columna.

Sin embargo, en forma anionica, el acetato es mas estable que el fosfato al presentar un
mejor solapamiento orbitalico entre el oxigeno y el carbono, que entre el primero y el
fosforo, a pesar de que ambos logran deslocalizar la carga negativa mediante la
comparticion de un par de electrones con el atomo contiguo (Figura 24). Ademas, la
interaccion entre este anion y el amonio es mas fuerte, debido al grupo metilo del
acetato, y a su efecto inductivo dador, tipico de los radicales carbonados, por lo que su
interaccion con la fase estacionaria presumiblemente es menor, facilitando la retencioén
de los analitos, al ocupar €stos los sitios activos de la misma, al competir menos con la
fase movil. La principal ventaja del acetato amonico radica en que se volatiliza en el
plasma en forma de CO», cosa que no ocurre con el fosfato, que se deposita en forma de
restos salinos en los conos y la interfase, principalmente, pudiendo causar fendmenos de
desactivacion del plasma, asi como paradas indeseadas y largas para llevar a cabo

labores de limpieza y/o mantenimiento.

o) o
(|F! . |
o™ \\‘og 7 o \§O

OH
0] o
e 1
H3C/ \0' - ch/ \o

Figura 24. Formas resonantes del fostato y acetato como medio de estimar la estabilidad de ambos aniones.

En base a todo lo anterior, se procede a describir la optimizacién de metodologia con
fosfatos y acetatos, respectivamente, para poder corroborar el papel y el grado de
influencia de las propiedades fisicoquimicas descritas (densidad, viscosidad, estabilidad,

etc).
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¢) Diserio experimental de la metodologia con fosfatos

Por lo que respecta a la fase movil de fosfato amonico, se estudio la influencia del pH y
la concentracion de la fase mdvil en la retencion y resolucion de los seis arsenicales
analizados, para poder obtener una condiciones finales favorables con esta fase movil, y
poder asi contrastar la efectividad asi como los principales inconvenientes de ésta a la

hora de realizar un andlisis de especiacion.

El disefio experimental incluy¢ tres valores de pH: 7,2, 9,2 y 11,2. Con respecto al pH, y
utilizando como base una publicacidon previa llevada a cabo en los laboratorios del
ITOXDEF*®, se buscO pivotar alrededor del pH 9,2, valor de pKa; de la primera
constante de disociacion del acido arsenioso, para poder mejorar la separacion en la
region cercana al frente, concretamente, dos unidades de pH arriba y abajo, ya que AB,
DMAY y As'l presentan valores Rs<1.5, algo comun con la utilizacion de este tipo de
eluyentes. En cuanto a los valores de concentracion, o fuerza ionica, éstos fueron 5, 10y

20 mM.

Los valores de concentracion se eligieron de tal manera que no implicasen una
acumulacion excesiva de sales, ademas, este tipo de fases no requiere de elevadas
concentraciones para obtener una separacion decente, mas bien al contrario, debido a su

elevada fuerza idnica.

Los tiempos de retencion de los analitos de los experimentos realizados se muestran a

continuacion (Tablas 12-14):

Tabla 12. Tiempos de retencion para las seis especies empleadas en funcion del pH con la fase movil de 5 mM

TIEMPOS DE RETENCION PARA NH,HPO, 5 mM EN FUNCION DEL pH

pH AC AB As"  DMAY MMA’  As”
7,2 2,94 2,94 3,00 8,03 102 229
9,2 2,91 2,91 3,70 4,72 10,2 19,8
11,2 2,91 2,91 3,38 3,36 4,79 24,4

Tabla 13. Tiempos de retencion para las seis especies empleadas en funcion del pH con la fase movil de 10 mM

TIEMPOS DE RETENCION PARA NH,HPO, 10 mM EN FUNCION DEL pH

pH AC AB As"  DMAY MMA’  As”
7,2 2,85 3,01 3,01 5,00 12,9 19,7
9,2 2,81 2,81 3,30 3,86 593 9,31
11,2 2,78 2,78 3,92 3,73 7,17 10,8
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Tabla 14. Tiempos de retencion para las seis especies empleadas en funcion del pH con la fase movil de 20 mM

TIEMPOS DE RETENCION PARA NH,HPO, 20 mM EN FUNCION DEL pH

pH AC AB As"  DMAY MMA’ — As”
7,2 2,96 2,96 2,96 2,96 362 607
9,2 2,96 3,01 3,15 3,42 445 576
11,2 2,95 3,43 3,43 3,43 4,81 6,43

Para poder justificar estos valores hay que entender que la cromatografia es un juego
compuesto por tres participantes: la fase movil, la fase estacionaria y los analitos. Por lo
que respecta al pH, y en las condiciones cromatograficas utilizadas, la fase mévil y los
analitos modifican su carga en funcién del pH, y es necesario tener este efecto en

cuenta.

La fase estacionaria, sin embargo, presenta una carga constante como consecuencia de
su composicion. Esta contiene un polimero de poliestireno-divinilbenceno (PSDVB)
ligado a amonios cuaternarios como grupos terminales, concretamente, "NMes. Esto

hace que la carga se mantenga constante y positiva

En cuanto a las especies y a la fase movil (NH4", pKa=9,25; H3PO4, pKa;=2,14,
pKa,=7,20, pKasz=12,32), utilizando como base las constantes de acidez
correspondientes se han establecido las cargas netas de todos los componentes presentes

en la columna cromatografica a los tres valores de pH medidos (tabla 15).

Tabla 15. Distribucion de cargas en funcion del pH

pH AC AB As" DMAY MMAY  AsY NH4* H3POq4
7,20 +1,0 0 0 -1,0 -1,0 -1,4 +1,0 -1,5
9,20 +1,0 0 -0,50 -1,0 1,7 -2,0 +0,55 -2,0
11,2 +1,0 0 -1,0 -1,0 -2,0 -2,6 0 -2,0

Las estructuras de la AC y la AB contiene un atomo de arsénico en estado de oxidacion
es 4, y por tanto, cargado positivamente. Sin embargo, si bien la AC es cationica en todo
el rango de pH, la AB, forma oxidada de la AC, posee un grupo carboxilo, que a
pH>2.9 se encuentra desprotonado, convirtiéndose en un zwitterion, y bajo ciertas
condiciones puede separarse cromatograficamente de la otra especie cationica. Aun con
todo, ambas especies aparecen siempre en el frente cromatografico como consecuencia

de su carga positiva.

97



El 4cido arsenioso, que a juzgar por sus constantes de acidez deberia ser considerado
una base, tiene un atomo central de arsénico cuya valencia es +3. Presenta caracter
neutro en una gran parte del intervalo, sufriendo la primera desprotonacion a un pH
moderadamente bdsico (9,2), aumento progresivamente su carga neta segun se

incrementa la basicidad del medio.

El resto de especies poseen un atomo de arsénico con un estado de oxidacion +5,
ademas de un carécter acido mucho mas acentuado que el 4cido arsenioso. No obstante,
¢ste decrece a medida que se incrementa el numero de metilos de la estructura. En otras

palabras, el orden de acidez para las tres especies es: DMAY<MMAV<As".

Este hecho se encuentra directamente relacionado con los grupos unidos al atomo
central de arsénico y el efecto inductivo que presentan. Asi, los grupos metilo ceden
densidad electronica por hiperconjugacion, que ocurre entre un orbital sp3 del carbono y
un orbital d del arsénico. A la vez, por diferencia de electronegatividad entre el oxigeno
de los OH y el atomo central, el enlace As-O, y por consiguiente, O-H, se fortalece

cuanto mayor sea el efecto inductivo asociado.

De hecho, esta disminucion del caracter acido como consecuencia del fortalecimiento
del enlace O-H se traduce en un aumento de 2 unidades de pKa por cada nuevo metilo,
aproximadamente (Figura 23). Este hecho constituye una de las principales dificultades
a la hora de establecer unas buenas condiciones para una buena separacion
cromatografica en este campo. Teniendo en cuenta el sistema de funcionamiento de la
cromatografia de intercambio anidnico, fuertemente influenciada por la carga de los
analitos, dado que, a mayor carga, mayor retencién, y teniendo en cuenta estas
diferencias de pKa de £2, esto complica la separacion pues es dificil alcanzar unas
condiciones de compromiso utiles para todos los arsenicales de estado de oxidacion +3
y +5, dado que los otros dos, al tener una carga positiva, tienden a eluir en el frente
cromatografico. En definitiva, y por lo que respecta al pH, el orden de elucién a los tres
valores estudiados estd directamente relacionado con la carga de las especies en los

nueve experimentos realizados.

El otro factor de estudio fue la concentracion de la fase movil. Como era previsible, su
incremento incidié sustancialmente en los tiempos de retencion de las especies,
pudiendo explicar el orden concreto de las mismas en funcion de su carga neta en

funcion del pH.
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Asi, a5y 10 mM el orden de elucion se encontrd fuertemente influenciado por ambos
factores, funcidon de la carga neta a los diferentes pH y con un tiempo total de analisis

menor acorde con el incremento de la concentracion.

En este sentido, y centrandonos en el caso de pH 7,2 y 5 mM de concentracion, se
observo que, a mayor carga negativa, mayor retencion, consecuencia de la interaccion
entre las especies anidnicas arsenicales y la fase estacionaria sobre los aniones

arsenicales.

En el caso concreto del DMAY y MMAY, ambos con la misma carga, la retencion del
primero fue menor. Analizando su estructura quimica se puede concluir que el efecto
inductivo de los grupos metilo puede explicar esta cuestion. Asi, el derivado dimetilado
presenta una carga negativa mas acentuada como consecuencia de la cesion de densidad
electronica por hiperconjugacion de los dos radicales CH3 frente a s6lo uno del

monometilado (Figura 25).

Al estar mas acentuada la carga para el arsenical dimetilado, es mas nucleofilo y por
tanto, la interaccidén con los iones amonio de la fase movil es mas fuerte, viajando mas
rapidamente y disminuyendo su tiempo de retencion. Por otro lado, y teniendo en cuenta
el tamafio molecular, el MMAY es mas pequeiio que el DMAY por lo que puede acceder
mas facilmente a los sitios activos de la fase estacionaria, con los que establece
interacciones electrostaticas debido a la carga opuesta de ambas partes, ademas de
posibles interacciones apolares entre los metilos y la parte aromatica y olefinica del
relleno. Ambos factores permiten justificar la mayor movilidad el DMAYV a lo largo de
la columna y su mayor elucion con respecto al MMAY. El comportamiento del resto de

especies se explica en funcion de su carga neta.
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Figura 25. El efecto inductivo aumenta la basicidad de los aniones arsenicales

En el caso de 5 mM y pH 9,2, ocurre un cambio también en la estructura de la fase
movil. Concretamente, mas de la mitad del amonio se ha transformado en amoniaco y el
equilibrio acido-base del fosfato estd completamente desplazado hacia la forma de
monohidrogenofosfato. En definitiva, la fase mévil a pH 9,2 posee menos carga positiva

y mas carga negativa.

Por lo que respecta a los analitos, las especies As'"', MMAYy As" han perdido un proton
mas con respecto al caso anterior y, por tanto, poseen una carga neta negativa mayor.
Sin embargo, y para el caso del As'!, DMAY, MMAVy As" el comportamiento no fue el
esperado. Asi, se observo que el tiempo de retencion (tr) del arsenito aumentd mientras
aquellos del DMAV y AsV disminuyeron, especialmente en el primer caso. Por tltimo,

la retencion del MMAY permanecio sin cambios.

Una posible explicacion puede residir en que la desprotonacion del arsenito y su mayor
inestabilidad con respecto a los otros oxoaniones tanto de arsénico como de fésforo,
fruto de la imposibilidad de deslocalizar la carga negativa, permite explicar su fuerte

interaccion con la fase estacionaria, retrasando su elucion.

Con respecto a las especies pentavalentes, la estabilidad vendria definida por la carga, la
posibilidad de deslocalizar la misma, y la afectividad del solapamiento (Figura 26).
Teniendo en cuenta esto, el orden de estabilidad creciente propuesto es MMAVY<AsY

<DMAY.
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En base a esto, a mayor carga negativa, y por tanto mayor reactividad que el
dimetilarsénico. Ahora bien, el efecto inductivo del grupo metilo del MMAY permite
que el oxigeno con carga negativa posea mayor densidad electronica que el arseniato,
siendo éste mas reactivo que el arseniato. Este orden por si so6lo, sin embargo, no
permite justificar el efecto observado en los tiempos de retencion. Por tanto, nuestra
propuesta es que se genera una situacion de competencia entre los aniones de los
analitos y el monohidrogenofosfato de la fase movil por los grupos -NMes* del relleno
de la columna afectando mayoritariamente a las especies pentavalentes doblemente
cargadas, por ser mas reactivas, provocada por la menor concentracion de NH4".
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Figura 26. Estabilidad por resonancia de los aniones existentes en el sistema cromatogrdfico
En contraposicion a lo que ocurria a pH 7,2, al aumentar la basicidad el amonio se
encuentra ahora en mayor proporcidbn como amoniaco que como amonio, y la
interaccion entre éste y el HPO4> es menor, quedando libre para interaccionar con el
relleno de la columna. Lo mismo ocurre con los analitos, que no son arrastrados con
tanta fuerza por el amonio como antes y esto origina la competicién por ocupar los

sitios activos de la fase estacionaria segiin se van desplazando por la columna.
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Por tamafo, el 4tomo de P es mas pequenio que el de As por lo que las interacciones
iniciales favorecerian la ocupacion de estos sitios activos con  grupos
monohidrogenofosfato, siendo desplazados en funcion de la reactividad de los analitos

que se encuentren cerca.

Como se ha justificado antes, el arsenito, MMAY y AsY son los mas reactivos, por lo
que el efecto sobre la retencion deberia observarse mas para el primero, menos para el
segundo y mucho menos para el tercero, cosa que justifica porque el arsenito se retiene
mas, el monometil se mantiene igual, y el arseniato un pelin menos. En cuanto al
DMAY, al no ser tan reactivo como el resto migra por la columna interaccionando con el
amonio de la fase movil, o bien por repulsion con los demas aniones, especialmente con
los del fosfato, que ahora estdn en mayor proporcion, ya que los sitios activos estan

siendo gradualmente ocupados por los otros aniones.

Por ultimo, a pH 11,2, se observa una menor retencion generalizada de los analitos,
excepto para el arseniato. Esto se explica porque en estas condiciones todo el amonio de
la fase movil se encuentra en forma de amoniaco, quedando el fosfato completamente
libre para interaccionar con la fase estacionaria, en mayor medida que en los casos
anteriores, lo que impide la retencion de los analitos, que ahora poseen una carga neta
mayor, excepto el dimetilarsénico. Concretamente, el arseniato ha adquirido una carga
superior a la del fosfato, por lo que es el tnico que puede desplazar al fosfato de manera
generalizada, y provocando que su tiempo de retencion aumente, mientras que el resto

de especies no son tan afines por poseer menos carga que el arseniato.

El efecto de competicion entre el fosfato y los aniones formados en las condiciones de
pH estudiadas va desapareciendo segiin aumenta la concentracion de la fase movil,
prueba de que, al aumentar la proporcion de la misma, el ratio entre éste y los diferentes

aniones es mas favorable hacia el primero, desapareciendo dicha competicion.

En conclusion, el pH fue el mas factor mas relevante, debido fundamentalmente a las
propiedades 4cido-base de las seis especies de arsénico, solo siendo opacado cudndo la
concentracion de la fase movil es lo suficientemente alta como para que, por un lado,
desaparezcan los efectos de competicion entre los contraiones de la fase mévil y los

analitos, y por otro, se produzca pérdida de resolucion cromatografica.
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Por lo que respecta al orden de elucion, a rasgos generales la AC y la AB aparecen el
frente, y coeluyendo en la mayor parte de los casos, a excepcion de los casos de 10 mM

y pH 7,2 asi como 20 mM y pH 11,2.

En este ultimo caso, lamentablemente, la AB coeluy6 con arsenito y dimetilarsénico. La
elucion del resto de especies guarda una situacion de compromiso entre las cargas de las
mismas influenciadas por el pH, el efecto de la fuerza i6nica de la fase movil y su
competicidon con los analitos, llegando a su punto algido para la concentracion maxima
de fosfato, encontrando tiempos de retencion mas bajos que para el resto de
condiciones. Esto es logico dado que, a mayor concentraciéon, mayor es la densidad
local de la fase movil y mayores las interacciones con la fase estacionaria,
disminuyendo los sitios activos disponibles, y por tanto, las interacciones con los
analitos, afectando sensiblemente a la resolucion, prueba de la pobre cromatografia que

tuvo lugar a las citadas condiciones.

En base a todo lo estudiado, las condiciones finales de trabajo con el tampon fosfato
fueron: 6 mM y pH 9,2 (Tabla 16, Figura 27). En estas condiciones, los tiempos de
retencion son ligeramente parecidos a aquellos de obtenidos para 5 mM y pH 9,2,
aunque existen diferencias, como la resolucion a linea base entre AC y AB (R¢=1,50).
En general, los valores del parametro de retencion son aceptables, exceptuando aquellos

de ACy AB, ya que salen en el frente.

Tabla 16. Parametros cromatogrdficos del método de especiacion de arsénico con fosfato amonico

PARAMETRO AC AB As"  DMAY MMAY As”
tr/min 2,44 2,96 4,09 5,50 13,0 21,9
k 0165 0326 1,51 3,87 816 11,6

a 1,97 4,63 2,56 2,11 1,42

Rs 1,50 4,40 9,34 186 9,28
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Figura 27. Cromatograma tipico de 100 ug/l para cada especie con la fase movil de fosfato amonico

Lamentablemente, y a pesar de que las condiciones obtenidas mediante el disefio
experimental son aceptables, debido al uso continuado del tampon fosfato, se
observaron depdsitos graduales de sales en la zona de los conos y la interfase, a pesar de
emplear concentraciones tan bajas, por lo que finalmente se optd por buscar una

alternativa a esta fase movil, el acetato amonico.
d) Diserio experimental de la metodologia de acetatos

Para esta fase se optd por un disefio que incluyera cuatro valores de pH (5, 7,9y 11) y
cuatro de concentracion (5, 10, 20 y 40 mM), tomando como base aquellos del estudio
previo con fosfatos. Teniendo en cuenta la diferencia en las propiedades fisicoquimicas
del acetato amonico con respecto al fosfato amonico, se incluyo un cuarto de valor de
concentracion, 40 mM, para compensar el posible aumento en los tiempos de retencion.
Por otro lado, la eleccion del pH=5 se planted para poder disminuir la carga neta sobre

las especies mas acidas, y poder asi acelerar su elucion.

En base a lo anterior, se llevaron a cabo dieciséis experimentos, cada uno con un valor
especifico de concentracion y pH. Cada uno de éstos se codificé con un niimero y se
realizaron aleatoriamente las preparaciones y mediciones para cada uno de los dieciséis

puntos (Tabla 17).
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Tabla 17. Diseiio experimental con pH y concentracion de fase movil (mM) realizado

#Experimento

1

2

pH

9

Conc. (mM)

20

10

20

5

40

5

20

40

#Experimento

9

10

11

12

13

14

15

16

11

10

40

10

10

Las cargas calculadas (Tabla 18) y los tiempos de retencion obtenidos para los dieciséis

experimentos se muestran a continuacion (Tablas 19-22):

Tabla 18. Distribucion de cargas en funcion del pH

pH
5,0
7,0
9,0
11,0

AC
+1,0
+1,0
+1,0
+1,0

AB
0,0
0,0
0,0
0,0

As
0,0
0,0

-0,40

-1,0

DMAY

-0,80

0,0

-1,0
-1,0

MMAYV  AsY
-0,95 -1,0
-1,0 -1,5
1,7 -2,3
-2,0 -2,6

NH4*

+1,0

+1,0

+0,75
0

Tabla 19. Tiempos de retencion obtenidos para AcONHy 5 mM en funcion del pH. ND=no detectado

AcOH
-0,60

-1
1

,0
,0

-1,0

TIEMPOS DE RETENCION PARA AcONH, 5 mM EN FUNCION DEL pH

pH

[$)]

©

11

Tabla 20. Tiempos de retencion obtenidos para AcONH, 10 mM en funcion del pH. ND=no detectado

AC
1,89
2,19
2,43
2,90

AB
2,90
2,90
2,91
2,90

As"  DMAY  MMA'
3,03 5,59 37,1
3,16 11,7 18,1
5,62 30,9 180
ND 68,3 108

As’
135
280
2360
340

TIEMPOS DE RETENCION PARA AcONH, 10 mM EN FUNCION DEL pH

o~}

Y
Y

AC
1,94
2,15
2,31
2,82

AB
2,90
2,95
2,90
2,82

As"  DMAY  MMA'
3,03 4,32 20,2
2,95 12,0 18,9
4,80 20,7 119
ND 42,4 68,6

As"
22,9
=300
2360
300
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Tabla 21. Tiempos de retencion obtenidos para AcONH; 20 mM en funcion del pH. ND=no detectado

TIEMPOS DE RETENCION PARA AcONH, 20 mM EN FUNCION DEL pH

pH AC AB As"  DMAY MMAY  AsY
5 2,10 2,92 2,92 3,75 11,3 21,0
7 2,25 2,92 3,03 8,85 12,3 123
9 2,24 2,84 4. 47 11,8 62,0 2360
11 2,91 2,86 ND 21,2 37,3 195

Tabla 22. Tiempos de retencion obtenidos para AcONH4 40 mM en funcion del pH. ND=no detectado

TIEMPOS DE RETENCION PARA AcONH, 40 mM EN FUNCION DEL pH

pH AC AB As"  DMAY MMAY  AsY
5 2,29 2,91 3,02 3,56 6,83 11,1
7 2,35 2,92 3,03 5,88 725 372
9 2,58 2,92 3,80 6,30 176 587
11 2,77 2,86 ND 5567 30,4 84,0

En vista de los resultados obtenidos, se confirma que el efecto del pH sobre las especies
de arsénico influye de manera similar sobre el orden de elucion, como ya se discutid en
el estudio de los fosfatos. De manera similar, un aumento de la concentracion de la fase
movil disminuye la retencion de los analitos, con mayor ratio incluso que en el caso de
los fosfatos. Sin embargo, para aquellas condiciones de baja fuerza ionica o elevada

carga la retencion de las especies es excesivamente elevada.

Esto tiene su explicacion en la propia naturaleza de la fase movil, que posee menos
fuerza id6nica que el fosfato amoénico, debido a su menor densidad y menor polaridad,
ademas de una menor carga neta a los pH testeados. Esto se demuestra comparando los
resultados obtenidos, por ejemplo, para una concentracion de 20 mM de ambas fases, y

a un pH similar (7,0 vs 7,2).

El acetato amonico tarda seis veces mas en eluir todos los compuestos que el fosfato
amoénico, demostrando el acierto a la hora de afiadir un pH mas acido para que las
especies estuvieran menos cargadas, o una mayor concentracion para compensar la
excesiva retencion. Por otro lado, la naturaleza de los enlaces de esta fase le permite
establecer interacciones mas fuertes con la fase estacionaria dado que el solapamiento

entre C-O y NR3™ es superior al que se genera por el P-O y As-O.
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No obstante, el acetato presenta menor carga neta que las especies de arsénico
analizadas, por lo que, a menos que la fase mdvil posea valores altos de concentracion
que compensen este hecho, la mayor nucleofilia o carga neta de los analitos va a tender
a interaccionar mas fuertemente que la propia fase moévil, lo que a su vez también

contribuye al aumento de la capacidad de retencion de las especies de arsénico.

De entre todas las condiciones testeadas, la mas proxima a una situacidon Optima se
encontr6 al usar acetato amonico 20 mM, ya que en los ensayos a pH 5 el tiempo total

Il se encuentran coeluidas a

de analisis fue aceptable. Lamentablemente, la AB y el As
estos valores, por lo que se desestimé su aplicabilidad. Por otro lado, para esa misma
fuerza i6nica pero a pH 9, la retencion y resolucion de esos mismos compuestos ademas
de aquellas del DMAVY fueron considerablemente menores, como consecuencia de la
mayor retencion al poseer mayor carga neta por el aumento del pH. Sin embargo, esto

mismo también supone que las especies mas acidas se retengan mas.

En definitiva, ninguna de las condiciones del estudio cumplié con los requisitos de
retencion y resolucion, por lo que se descartd el uso de esta fase mdvil en modo
isocratico. No obstante, se valor6 el empleo de un modo gradiente para poder combinar
la escasa retencion de las especies menos acidas a un pH débilmente basico (9,0), y asi
evitar la coelucion o la mala resolucion de las especies menos retenidas (AC, AB, As'!
y DMAY), con la utilizacion de un pH 4cido (5,0) para que asi las especies mas acidas
tengan menos carga negativa y eluyan mas rapidamente. Para ello, se decidio utilizar un
pH automadtico con agitador magnético para calcular el tiempo de equilibrio y el pH

resultante al mezclar la fase acida con la basica, para poder predecir el comportamiento

de las especies de arsénico durante el equilibrado entre la fase 1 y la fase 2.

Asi, se midi6 el pH de la fase inicial, que idealmente se pretendia que fuera 9, dando
como resultado 9,005, depositado sobre un vaso de precipitados de 25 ml lleno con un
volumen de 4,15 ml, equivalente al volumen de la columna cromatografica (4,6 x 250
mm x 5 um). Tras esto, se adiciond una cantidad equivalente de fase movil de pH 5, B,
(pH=5,003), observando que el pH cay¢ hasta 7,12, hasta que pasados unos 2 minutos, y

habiendo adicionado el 100% de la fase de pH acido, empez¢ a estabilizarse en 5.
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Con esta informacion se ide6 una serie de gradientes de prueba con tiempos de
mezclado de 2 min, hasta que finalmente se obtuvieron las condiciones finales (Tabla
23), con un tiempo total de analisis de 30 min seguido de un periodo de estabilizacion

del sistema de 10 min.

Tabla 23. Esquema del gradiente cromatografico utilizado para la especiacion de arsénico

PROGRAMA DEL GRADIENTE DE ESPECIACION DE ARSENICO

Tiempo (min) %Fase movil A %Fase movil B
0-4 100 0
4-6 0 100
6-28 0 100
28-30 100 0
30-40 100 0

La fase movil A por tanto, fue AcONH420 mM pH 9 y la fase movil B AcONH4 20 mM
pH 5.

Una vez obtenido el gradiente, se determino el frente cromatografico (Figura 28). Para
ello, se configur6 el instrumento para detectar el canal de la m/z 23 y se inyectd el
patron de Na®, de 100 pg/l de concentracion, preparado a partir de una disolucion
comercial de 1000 mg/l de Perkin Elmer por simple dilucion. Al minuto 2,02 se observo
un pico ancho e intenso correspondiente al frente, ya que al tratarse de una columna con
un relleno cargado positivamente, un cation como el sodio no se quedaria retenido bajo

ningin concepto en la misma.

Frente cromatografico

210000
190000
170000

tz=2,02 min

150000
130000
110000
90000
70000

m
Q
O

S~

(2]

o~
N

S
=

T
(T

2
(%2}
(=
U
-

=

50000
2 3 4

Tiempo de retencion (min)

Figura 28. Cromatograma de una disolucion de 100 ug/l de Na para medir el frente cromatogrdfico
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Por ultimo, y una vez conocido el frente, se calcularon los pardmetros cromatograficos

del modo gradiente establecido en las condiciones descritas (Tabla 24, Figura 29):

Tabla 24. Parametros cromatogrdficos del método de especiacion de arsénico con acetato amonico

PARAMETRO AC AB As"  DMAY MMAY As”
te/min 2,42 3,09 5,09 9,84 185 255
k 0198 0530 1,52 3,87 816 11,6

a 2,68 2,87 2,55 2,11 1,42

Rs 0988 2,31 5,29 10,9 325
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Figura 29. Tiempo de retencion de las seis especies analizadas

En vista de los parametros cromatograficos calculados, el problema de resolucion
observado en modo isocratico se solucion6 al aplicar este modo gradiente. En este
sentido, los picos cercanos al frente como tradicionalmente son el As'™' y el DMAY, se
encuentran bien separados y resueltos, no necesitando de estrategias de oxidacion o
fases moviles no compatibles con ICP/MS para la correcta separacion y determinacion

de estas especies inorganicas y organicas por antonomasia.

Adicionalmente, el empleo de acetato amdnico como fase mévil implicd otras ventajas
adicionales como que tras el uso continuado de esta fase no se detectd residuo salino
alguno de la misma ni en la interfase ni en los conos, probablemente debido a que esta

fase se descompone en forma de CO», una ventaja con respecto al empleo de fosfatos.



Tampoco se observo ningun tipo de deriva instrumental, como si ocurre al utilizar fases

moviles de carbonato. Sin embargo, el principal problema de esta fase radica en la

mayor retencidn cromatografica que con respecto a otras mas comunes, ya que el

tiempo total del cromatograma fue de 30 minutos, con 10 minutos mas de equilibrado

entre pinchazo y pinchazo.

En definitiva, el modo gradiente desarrollando empleando como fase movil acetato

amoénico presenta ventajas con respecto a los métodos tradicionales en términos de

resolucion cromatografica y inexistencia de derivas de la linea base, por lo que se

procedio a validar la presente metodologia cuyos pormenores se describen mas adelante.

Los principales parametros de esta metodologia son (Tabla 25):

Tabla 25. Condiciones instrumentales de la metodologia de especiacion de arsénico

Parametro
Volumen inyeccién muestra (ul)

Temperatura de la columna (°C)
Flujo de la columna (ml/min)
Fase movil A (umol/mi)

Fase maévil B (umol/mi)

Esquema del gradiente:

Tiempo (min) Flujo (ml/min)
0-4 1
4-6 1
6-28 1
28-30 1
30-40 (Equilibrado) 1

Valor
20
25

1

Acetato aménico 20 mM pH 9

Acetato aménico 20 mM pH 5

%Fase A %Fase B
100 0

100—0 0—100

0 100
0—100 100—0
100 0
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4.-Resultados

4.1.-Validacion metodologica del arsénico total en orina

a) Calibracion: rango y linealidad

Se utiliz6 una calibracion interna con patrones preparados en medio acuoso (ver seccion
3.4.-Preparacion de disoluciones), con un rango lineal desde 2 hasta 500 ng/l (Figura
30), divididos en seis puntos (2, 5, 20, 100, 200 y 500 pg/l), y un blanco de calibracion.
Los cinco patrones internos fueron: Y, Bi, Ge, Rh y Re. Esta calibracion se repitio a lo

largo de seis dias no consecutivos (n=6).

La bondad de la calibracion se determind utilizando el valor medio del coeficiente de
variacion, CV(%), en condiciones de reproducibilidad, de los residuales estandarizados
del coeficiente de correlacion (r?) medio y de la pendiente para las seis curvas y para
cada uno de los patrones internos (Tablas 26-30). Ademds, se representaron

graficamente la media de los residuales estandarizados para cada patron interno (Figura

3la-e).
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Figura 30. Curva de calibracion de arsénico total para los patrones internos estudiados

Tabla 26. Valor medio del coeficiente de correlacion (r°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6) con Y como patron interno

PATRON INTERNO: Y

Conc. tedrica del patrén (ug/l)  Xn=s (ug/l)  CVin=6 (%, ug/l)  Residual (%) 2 m
2 1,99 0,532 0,477
5 5,04 1,34 0,537
20 20,1 1,86 0,208
100 99,3 1,34 0,504 0,9998  1,05E-04
200 199 1,29 0,513
500 498 1,30 0,267
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Tabla 27. Valor medio del coeficiente de correlacion (r°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6) con Rh como patron interno.

PATRON INTERNO: "°Rh

Conc. tedrica del patron (ug/l)  Xn=s (ug/l)  CVn=6 (%, ug/l)  Residual (%) r? m
2 1,99 0,573 0,468
5) 5,04 1,46 0,526
20 20,1 1,82 0,169
100 99,2 0,958 0,864 0,9998  1,07E-04
200 199 1,07 0,565
500 497 1,27 0,426

Tabla 28. Valor medio del coeficiente de correlacion (r°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6) con Re como patrén interno

PATRON INTERNO: "®Re

Conc. tedrica del patrén (ug/l) Xn=6 (Ug/l)  CVn=6 (%, ug/l) Residual (%) r m
2 2,00 0,457 0,538
5 5,04 1,23 0,589
20 20,1 1,77 0,183
100 99,1 1,010 0,940 0,9998  1,41E-04
200 199 0,91 0,417
500 498 1,17 0,372

Tabla 29. Valor medio del coeficiente de correlacion (r°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6) con Ge como patron interno

PATRON INTERNO: 3Ge
Conc. tedrica del patrén (ug/l)  Xn=s (ug/)  CVh=6 (%, ug/l) Residual (%) r? m
2 2,00 0,329 0,563
5 5,03 1,01 0,617
20 20,0 2,03 0,103 4 61E-04
100 99,2 0,91 0,929 0,9997 61E-0
200 199 1,714 0,235
500 499 1,44 0,174

Tabla 30. Valor medio del coeficiente de correlacion (r°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6) con Bi como patron interno

PATRON INTERNO: 2Bi

Conc. tedrica del patrén (ug/l)  Xn-6 (ug/)  CVh=6 (%, ug/l)  Residual (%) r? m
2 1,99 0,450 0,581
5 5,04 1,21 0,609
20 20,1 1,55 0,267
200 199 3,420 0,128
L 495 1,78 0,542



Como puede observarse, el CV(%) para cada nivel y patrén interno fue <2%,
exceptuando el punto de 20 pg/l en el caso del Ge y aquel de 200 pg/l para el Bi. Sin
embargo, en general, los valores encontrados fueron similares no pudiendo elegir a un

unico candidato que sobresaliera sobre el resto.

Por lo que respecta a los residuales estandarizados, todos aquellos valores <1,5 se
consideran aceptables, siendo mejor cuanto mas pequefio sea dicho valor. En vista de
los datos obtenidos, los residuales estandarizados para los cinco patrones internos

estuvieron dentro de los limites establecidos (£1,5).
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Figura 31. Residuales estandarizados para cada calibracion interna con los cinco candidatos a patron interno. A) *°Y; B) %Re; C) ' Rh;
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Por ultimo, la linealidad de la calibracion se determind mediante un test F (Tabla 31),
utilizando los datos correspondientes a la calibracion con Y como patrén interno, y

demostrando la linealidad entre dichos puntos.

Tabla 31. Evaluacion de la linealidad desde 0 hasta 500 ug/l mediante un test F de comparacion entre el valor
medio (X) de la concentracion obtenida para cada nivel, y la teorica

Resultados del Test F
Xobtenida (UG/1) Xtedrica (UG/])

Media 138 137
Varianza 37288 36979
Observaciones 6 6
Grados de libertad 5 5
Fexp 1,01
Fcrit (una cola) 5,05

En base a los datos recabados, la calibracion establecida es lineal en el rango de

concentraciones establecido.
b) Precision y exactitud

Para poder discriminar entre los cinco posibles candidatos, se analizaron seis réplicas
de tres controles internos diferentes, durante seis dias (n=6) no consecutivos. Dos de
estos controles son materiales certificados de referencia (CRM): Seronorm Trace
Elements in Urine Level 1 Lot. #877 y Seronorm Trace Elements in Urine Level 2 Lot.
#878. El tercer control, denominado Limite de Decision, se preparo6 por dilucion a partir
de Seronorm Trace Elements in Urine Level 1 Lot. #877 hasta una concentracion final
de 35 pg/l, limite de decision establecido y propuesto por el Biological Exposure Index
(BEI)**, una prestigiosa organizacion encargada de revisar toda la informacion
disponible sobre un agente toxico y en base a esto, emite recomendaciones de valores
maximos de exposicion. En su directriz del arsénico, 35 pg/l se establece como valor
limite de arsénico en orina, o lo que es lo mismo, el limite a partir del cual es necesario
llevar a cabo una especiacion de arsénico para determinar la toxicidad o no que pueda
acarrear su contenido. Asi, se determin6 el CV(%) en condiciones de repetibilidad (por
dia) y reproducibilidad (n=6), como parametros de la precision del método. Se procedio
de igual manera con la exactitud, calcuada y expresada como veracidad. Todo esto se

realiz6 para cada uno de los cinco patrones internos.

A continuacion se muestran los valores del CV(%) en condiciones de reproducibilidad,

la concentracion media (n=6) y la veracidad para cada patrén interno (Tablas 32-36):
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Tabla 32. Precision y exactitud para los controles internos medidos con Y como patron interno

PATRON INTERNO: #Y

CVh=6 (%, ug/l)  Xa=6 (ug/l)  Valor aceptado (ug/l)
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 1 Lote #877 3,95 96.0 97,0
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 2 Lote #878 S 196 198
Limite de Decision 2.95 341 355

Tabla 33. Precision y exactitud para los controles internos medidos con Rh como patron interno

PATRON INTERNO: "Rh

CVh=6 (%, ug/l)  Xa=s (ug/l)  Valor aceptado (ug/l)
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 1 Lote #877 2,96 102 97.0
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 2 Lote #878 il 21 es
Limite de Decision 1,32 36,1 355

Tabla 34. Precision y exactitud para los controles internos medidos con Re como patron interno

PATRON INTERNO: "®Re

CVi=6 (%, ug/l)  Xn=6 (ug/l)  Valor aceptado (ug/l)
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 1 Lote #877 3,67 94.9 97.0
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 2 Lote #878 A el 198
QC "Limite de Decision” 2,75 33,7 35,5

Tabla 35. Precision y exactitud para los controles internos medidos con Ge como patron interno

PATRON INTERNO: 3Ge

CVi=6 (%, ug/l)  Xa=6 (ug/l)  Valor aceptado (ug/l)
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 1 Lote #877 2,56 100 97.0
Seronorm Trace Elements in
Urine Level 2 Lote #878 e oy 198
QC "Limite de Decision” 1,59 35,6 35,5

Veracidad (%)

1,03

0,92

2,65

Veracidad (%)

-5,47

-6,20

-3,12

Veracidad (%)
2,15

3,77

3,66

Veracidad (%)

-3,55

-4,54

-1,84
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Tabla 36. Precision y exactitud para los controles internos medidos con Bi como patron interno

PATRON INTERNO: 2°°Bj
CVi=6 (%, ug/l)  Xa=s (ug/l) Valor aceptado (ug/l) Veracidad (%)
Seronorm Trace Elements in

Urine Level 1 Lote #877 5,48 105 97,0 -8,20
Seronorm Trace Elements in

Urine Level 2 Lote #878 6,10 212 198 7,26
QC "Limite de Decision" 6,98 36,6 35,5 4,61

Por lo que respecta a los resultados de precision, expresados en condiciones de
reproducibilidad, los valores calculados de los CV(%) para los tres controles internos se
encontraron en el rango 2-4% para ytrio, rodio, renio y germanio, y en el caso de este
ultimo, menores del 3%. Sin embargo, el bismuto se desmarcéd ligeramente de esta
tendencia, mostrando valores entre el 5-7%. El limite fijado para este estadistico se
encuentra dentro el 10%, por lo que a grandes rasgos, ningin patrén interno estuvo
fuera del rango aceptable. No obstante, se descartd el uso del Bi al presentar mayores

valores de para este estadistico.

Los valores de veracidad, sin embargo, demostraron que el mejor candidato fue el ¥Y.
Esto se refleja en los valores calculados de veracidad, siendo ~1,00% para Seronorm
Trace Elements in Urine Level 1 #877 y Seronorm Trace Elements in Urine Level 2
#878, v 2,65% para el QC “Limite de Decision”. El resto de patrones internos
mostraron, a grandes rasgos, valores del estadistico de veracidad superiores al 3%. Tras

estos experimentos, se asigno al Ytrio como patron interno del método de arsénico total.
c) Selectividad

La selectividad se evalu6 dopando una orina de concentracion conocida con una
concentracion de 100 mg/l de cloruros. Teniendo en cuenta que la concentracion media
de cloruros en orina es de 1000 mg/l y que para medir el arsénico total la matriz se
diluye sistematicamente 1:20, o 1:10 en el caso de la especiacion, esto resulta en 50 y
100 mg/l, respectivamente, de concentracion real de cloruros analizada por el equipo.
Seleccionando el caso mas restrictivo, coincide con la concentracion que se adiciond a

la orina, medida sin y con el dopado de **Cl.

Teniendo todo esto en cuenta, se midieron varias réplicas (n=21) de la orina sin dopar y

dopada, en dos dias no consecutivos (n=2).
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A partir de estos datos, se calculo la concentracion media de la orina con y sin dopar, y
se analizaron estas medias mediante un test F de varianzas, y un test t de Student para
medias. (Tabla 37). De esta manera, mediante la comparacion de dos distribuciones de
datos, la predicha por el modelo correspondiente (Feritico ¥ teritico, r€Spectivamente) con la
obtenida en nuestros experimentos (Fexp ¥ texp) y siempre se cumpla que los valores de la
primera sean superiores a los de la segunda, se puede concluir que los datos son

estadisticamente comparables y por tanto, concluyentes.

Tabla 37. Estadisticos de media, desviacion estandar, test Ty test F para la concentracion de arsénico obtenida para un blanco de
orina y una orina dopada con 100 mg/l de cloruros

Estudio de selectividad

Dia 1 Dia 2
Parametro Blk orina (ug/l) Orina + 100 mg/l CI (ug/l) Blk orina (ug/l) Orina + 100 mg/l CI (pg/l)
Conc. Media (ug/l) 3,62 3,61 3,21 3,02
Desv. Estandar 0,306 0,252 0,445 0,518
Fexp 1,48 1,36
Fcrl’tico 2 , 12 2, 12
texp (95%, 2 colas, 0,152 -1,28
N=21)
tcritico (95%, 2,02 2,02
2 colas, N=21)

En vista de los resultados, las medias obtenidas para el blanco de orina y la orina son
estadisticamente similares y comparables, pudiendo concluir que en las condiciones
instrumentales utilizadas, la interferencia >ArCl" no influye de manera significativa en

la sefial de 7As.
d) Sensibilidad

Por ultimo, el limite de deteccion (LOD) y el de cuantificacion (LOQ) se calcularon
utilizando el método IUPAC3#738 aplicando el factor k=3 para el LOD y k=10 para el
LOQ. De acuerdo a esto**, se midieron 20 de blancos de calibracion durante 5 dias no
consecutivos. En base a esto, y utilizando el valor medio (n=5) se calcularon dichos

sendos parametros obteniéndose un LOD de 0,16 ug/l y un LOQ de 0,53 pg/l.

A la luz de los resultados obtenidos, la metodologia de arsénico total en orina cuenta
con una sensibilidad adecuada y acorde al rango de calibracion medido (2-500 pg/l),
con buenos valores de precision (<2%) y exactitud,(<3%), expresada como veracidad, al

usar ¥Y como patrdn interno, ademas de no presentar interferencias del >ArCI".
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4.2.-Validacion metodologica de la especiacion de arsénico en

orina

Primeramente se procedid a establecer un rango de calibracion adecuado para medir
muestras de orina. Inicialmente se disefid una calibracidon en 5 puntos, y un blanco de
calibracion (0, 1, 5, 50 y 100 pg/l) para cada una de las especies, respectivamente. Esta
calibracion contaba con un patrén interno, inyectado fuera de la columna y directamente

hacia el nebulizador del ICP/MS. El patron interno elegido fue DMAYV.

La precision y la exactitud, medidas respectivamente como recuperacion y veracidad, se
calcul6 utilizando cuatro controles del programa de intercomparativos PCI del Institut
National de Santé¢ Publique de QUEBEC (INSPQ) denominados como PCI-U-1901,
PCI-U-1902, PCI-U-1908 y PCI-U-1913, medidos como cuatro réplicas (n=4) cada dia
de trabajo durante cuatro dias (n=4) no consecutivos. Asi, la precision para todas las
especies fue del rango del 5-10%, mientras que la exactitud encontrada fue <6%. Las z-
score de cada control intercomparativo, por su parte, fueron <0,4% en valor absoluto.
La determinacion del limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) se
realizé utilizando como base la ISO 11843, obteniendo un LOQ =0,3 pg/l para cada

especie analizada.

Los procedimientos especificos para cada estadistico, asi como todos los datos referente

a ellos aqui descritos, se encuentran publicados en la prestigiosa revista Talanta®>°,
a) Calibracion: rango y linealidad

Sin embargo, y utilizando la metodologia publicada para el andlisis y posterior
evaluacion de muestras de orina susceptibles de contener arsénico, se llegdo a la
conclusiéon de, manera general, el arsénico del pescado, representado conjuntamente por
las especies AB y AC, aparece normalmente en una concentracion al menos 10 veces
superior al resto. Asi, se decidio revalidar la metodologia de especiacién con un nuevo
set de patrones tal y como se describe en la seccion correspondiente de esta tesis (ver

seccion 3.4.-Preparacion de disoluciones).

En cuanto al patron interno, se decidio cambiar el DMAVY por AsY en esta nueva

metodologia ya que éste ultimo presenta una estabilidad mas alta que el primero.



El patron interno utilizado (IS) fue conectado a una valvula Rheodyne que permitio
aspirar la cantidad ajustada en funcion del tiempo de apertura y cierre de la misma, por
fuera de la columna y previo al nebulizador. Por otro lado, el objetivo del IS fue el de
corregir la deriva del detector, por eso se program¢ el tiempo de apertura y cierre de
dicha valvula para obtener una sefial suficientemente intensa en area para poder
normalizar la sefal de los patrones. De este modo, y en forma de 5 patrones acuosos y
un blanco, el rango de la AB y AC abarco desde 0 hasta 100 pg/l de cada una, mientras
que para As'™, AsV, MMA"Y y DMAYV éste comenzo6 en 0 y llegd hasta 10 pg/l para cada
forma de arsénico (Figuras 32-33). Para evaluar la calibracion, se midié el CV(%) de

todos los patrones de seis calibraciones en seis dias no consecutivos (Tablas 38-43).
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Figura 32. Esquema superpuesto de los puntos del calibrado
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Figura 33. Extracto del esquema superpuesto de la calibracion aplicado sobre las cuatro especies de menor rango
de calibracion
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Tabla 38. Valor medio del coeficiente de correlacién (¥°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6)

ARSENOCOLINA (AC)

Conc. tedrica del patron (ug/l)  Xn=s (ug/l) CVh=6 (%, ng/l) Residual (%) r? m
1 0,998 7,73 0,267
10 9,99 1,43 0,144
20 20,1 0,902 -0,504 1,000 0,0105
50 50,0 0,519 -0,076
100 100 0,355 -0,028

Tabla 39. Valor medio del coeficiente de correlacién (¥°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6)

ARSENOBETAINA (AB)

Conc. tedrica del patrén (ug/l) Xn=s (ug/l) CVhn=6 (%, ug/l) Residual (%) r? m
1 1,01 5,39 -1,25
10 10,0 1,30 -0,403
20 19,8 0,850 0,773 0,9999 0,0168
50 49,9 0,710 0,044
100 100 0,836 -0,251

Tabla 40. Valor medio del coeficiente de correlacién (v°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6)

ARSENITO (As")
Conc. tedrica del patrén (ug/l) Xn=s (ug/l) CVh=6 (%, ug/l) Residual (%) r m
0,5 0,501 2,12 -0,133
1 0,990 2,99 1,02
2 1,99 2,59 0,135 0,9997 0,0101
5 5,00 0,986 -0,074
10 10,0 0,613 -0,183

Tabla 41. Valor medio del coeficiente de correlacion (1°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6)

ARSENIATO (AsY)
Conc. teorica del patron (ug/l) Xn=s (ug/l) CVh=6 (%, ug/l)  Residual (%) r m
0,5 0,497 2,14 0,508
1 0,994 4,49 0,573
2 2,00 2,84 0,018 0,9998 0,0079
5 5,02 1,13 -0,438
10 9,98 0,826 0,168

Tabla 42. Valor medio del coeficiente de correlacion (1°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6)

Acido dimetilarsinico (DMA)

Conc. teodrica del patrén (ug/l) Xn=s (ug/l)  CVhn=6 (%, ug/l) Residual (%) r? m
0,5 0,497 1,96 0,677
1 0,991 3,34 0,924
2 1,97 2,66 1,30 0,9999 0,0152
5 5,00 0,886 -0,029
10 10,0 0,491 -0,081
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Tabla 43. Valor medio del coeficiente de correlacion (1°), pendiente del calibrado (m), la concentracion media para cada
nivel y el residual estandarizado asociado para las curvas de calibracion (n=6)
Acido monometilarsénico (MMAY)

Conc. tedrica del patron (ug/l) Xn=s (ug/l) CVn=6 (%, ug/l)  Residual (%) r m
0,5 0,500 1,56 0,073
1 1,01 1,71 -1,32
2 2,00 2,87 -0,207 0,9998 0,0123
5) 4,99 1,15 0,129
10 10,0 0,557 -0,029

Los residuales estandarizas obtenidos (Figuras 34 a-f) asi como su valores niumeros,
demostraron que ninguno de ellos se fue de los limites permitidos para estas magnitudes

(x1,5).
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Adicionalmente a lo anterior, a partir de los datos obtenidos de seis calibraciones
obtenidos en seis dias no consecutivos, se obtuvieron las areas de pico normalizadas
(Peak Areaanaivo/Peak Areais) para las especies y el patrén interno y se calcularon los
coeficientes de variacion para el patron interno y cada especie en cada nivel en términos
de concentracidn y de area de pico normalizada (tabla 44), y a partir de éstas su

coeficiente de variacion (tabla 45).

Tabla 44. Areas de pico para el patrén interno (IS) y las seis especies

AREAS DE PICOn-=s (UA)

Patrén IS AC AB As" DMAY MMAY AsY
Blanco 2307390 0 0 0 0 0 0

1 2335658 0,0066272  0,0064342  0,0024895 0,0036938 0,0034106 0,0024217
2325951 0,0613315  0,0611104  0,0050937 0,0058191 0,0069197  0,0044649
2355431 0,1209504  0,1200195  0,0106798 0,0103446 0,0136442 0,0091018
2339270 0,2979765  0,3004202  0,0269135 0,0243205 0,0340349  0,0220151
2248175 0,5935724  0,608213  0,0540916 0,0464261 0,0680631 0,0436690

a A~ ON

Con respecto a la ionizacion en el plasma, las especies inorgdnicas mostraron una menor
eficiencia. Prueba de ello es su menor area de pico normalizada con respecto a aquellas
del DMAY y MMAY, con quiénes comparte la misma concentracion. Este efecto
también fue observado tomando en consideracion las areas de AC y AB, el doble en
concentracion que el resto para el primer patron. Teniendo esto en cuenta, las areas de
pico para el DMAY como para el MMAY guardaron mejor relacion con aquellas de la
arsenocolina y arsenobetaina que el arsenito y el arseniato, prueba adicional de su peor

ionizacion. No obstante, en general la relacion area-concentracion fue proporcional.

Tabla 45. Coeficientes de variacion de las areas de pico patron interno (IS) y los seis analitos

CVh=6 (%)
Patrén IS AC AB As'l DMAY MMAY AsY
1 0,258 8,11 9,61 6,86 11,0 4,13 5,56
2 1,81 3,51 2,86 5,58 10,8 4,43 5,69
3 1,21 5,01 3,63 0,667 7,33 0,212 5,18
4 1,67 6,25 0,630 2,96 1,65 1,37 8,27
5 2,54 5,57 1,92 4,47 3,24 1,32 7,08

Los coeficientes de variacion relativos a las areas normalizadas para cada patron del
calibrado fueron menores del 10% excepto para el primer y segundo patrén del DMAY,
observando una tendencia general decreciente con la concentracion. Por lo que respecta

a la reproducibilidad del patrén interno, ésta se mantuvo por debajo del 3%.
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Estos valores fueron considerados aceptables y dentro del rango normal en este tipo de
analiticas (CV <15%).

La linealidad para los dos rangos de calibracion utilizados (As™, AsV, DMAY, MMAY
=0,5-10 pg/l; AC, AB=1-100 pg/l) se demostrdé mediante sendos test F (Tablas 46-48).

Tabla 46. Evaluacion de la linealidad para las especies AC y AB
Resultados del Test F para AC y AB

Xobtenida A (UG/l)  Xtedrica Ac (UG/I) Xobtenida AB (Ug/]) Xtedrica A8 (Ug/l)
Media 36,2176 36,2 36,142 36,2
Varianza 1611,558339 1612,2 1612,96232 1612,2
Observaciones 5 5 5 5
Grados de libertad 4 4 4 4
F 1,00039 1,00047
Valor critico para F (una cola) 6,3882

Tabla 47. Evaluacion de la linealidad para las especies As™ y As”

Resultados del Test F para As"'y AsV

Xobtenida as™* (UQ/)  Xtedrica as’™ (UG/) Xobtenida sV (UG/1) Xtedrica as” (LG/])
Media 3,6962 3,7 3,6982 3,7
Varianza 15,4704322 15,45 15,4131072 15,45
Observaciones 5 5 5 5
Grados de libertad 4 4 4 4
F 1,00132247 1,0023936
Valor critico para F (una cola) 6,3882

Tabla 48. Evaluacion de la linealidad para las especies DMA” y MMA"
Resultados del Test F para DMAY y MMAY

Xobtenida pma¥ (UG/I) Xtedrica pmA" Xobtenida mma” (LG/l) Xtedrica mma” (UG/1)
(ug/l)

Media 3,6916 3,7 3,7 3,7
Varianza 15,4926093 15,45 15,43005 15,45
Observaciones 5 5 5 5
Grados de libertad 4 4 4 4
F 1,00275788 1,00129293
Valor critico para F (una cola) 6,3882

b) Precision y exactitud

La precision y exactitud se determind mediante la medicion por duplicado en seis dias
(n=6) no consecutivos de un control intercomparativo del INSPQ, denominado PCI-U-
1914, considerado como Proffiency Testing Sample (PTS). Adicionalmente, se utilizd
un blanco de orina fortificado con una concentracion igual al primer punto del calibrado

(1,0 pg/l para AC, AB y 0,5 pg/l para el resto), denominado control inferior.
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De esta manera, la precision se expresd como el CV en condiciones de repetibilidad y

reproducibilidad, mientras que para la exactitud se usé la veracidad y la z-score, €sta

ultima sélo para el control PCI-U-1914 (Tablas 49,50).

Tabla 49. Estadisticos de precision y exactitud medidos como CV(%), veracidad(%) y z-score

AB
As'
DMA
MMA

CV(%)
5,02

4,27
5,65
3,22

Xn=6(g/l)

54,1
2,94
40,2
4,36

PCI-U-1914
Valor aceptado (ug/l) Veracidad (%) z-score
54,8 1,19 -0,085
2,79 -5,48 0,358
40,2 0,020 0
4,21 -3,48 0,237

Tabla 50. Estadisticos de precision y exactitud medidos como CV(%) y veracidad(%)

AC
AB
A slll
AsY
DMA
MMA

CV(%)
4,35
2,29
2,28
3,17
4,71
3,56

c) Selectividad

Xn=6(ug/l)

1,01
1,01
0,501
0,485
0,510
0,501

Control LQ
Valor aceptado (ug/l) Veracidad (%)

1,00 -1,48
1,00 -1,11

0,500 -0,250

0,500 3,06

0,500 -2,05

0,500 -2,53

La selectividad se evalio dopando una blanco de orina con una concentracion de 100

mg/l de cloruros, y comparando las sefiales obtenidas con dicho blanco de orina sin

dopar (Figura 35). En el caso de la orina dopada, el ICP/MS fue sintonizado para medir
dos canales: la m/z 75 (As) y la m/z 35 (CI).
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Figura 35. Comparacion de un blanco de orina y una orina dopada con 100 ug/l de cloruro
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Como puede observarse, aparece una fuerte sefial en el canal del cloro =35 min para la
orina dopada, que se atribuy6 al pico de los cloruros, ya que en la m/z 75 no se detecta
sefal al mismo tiempo. Asi pues, el hecho de que dicha sefial solo fuera detectable en el
canal del cloro indica que no existe interferencia ArCIl" y que por tanto, la ecuacion de
correccion utilizada funciona satisfactoriamente. Se puede concluir, por tanto, que la
interferencia de los cloruros no afectd ni afecta en ningin modo a la metodologia de

especiacion desarrollada.
d) Sensibilidad

Por ultimo, el LOD y LOQ se calcul6 de la misma manera que para el arsénico total, es

decir, por el método IUPAC (tabla 51).
Tabla 51. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) para cada especie de arsénico medida

Estudio de la sensibilidad del método de arsénico total

Especie de arsénico LODnx=5 (ug/l) LOQn=5 (ug/l)
AC 0,102 0,305
AB 0,102 0,305
As™! 0,099 0,297
AsY 0,100 0,300
DMAY 0,087 0,261
MMAY 0,100 0,301
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4.3.-Estudio de los niveles de arsénico en una poblacion

Una vez optimizado y validado el método de trabajo concluyendo que es apto para el
uso previsto se disefid un estudio para evaluar los niveles de arsénico en orina utilizando
orinas recepcionadas por el servicio del Instituto de Toxicologia de la Defensa
(ITOXDEF) con el consiguiente apoyo del Comité Etico del Hospital Central de la
Defensa Gomez Ulla, Centro de Vida y Esperanza, organismo sanitario dentro del que
se engloba logisticamente el ITOXDEF. De manera regular el laboratorio analiza
muestras de naturaleza clinica para organismos y entidades sanitarias publicas que no
cuentan con la instrumentacion analitica necesaria para la determinacion de especies de

arsénico.

De esta manera, y con el consiguiente acceso autorizado a los demograficos disponibles
de dichas muestras se seleccionaron un numero adecuado de ellas (N=706),
pertenecientes a dos localidades costeras del Mar Mediterrdneo, y vinculadas
historicamente a la explotacion minera. La existencia de estos dos ciertas circunstancias
especialmente relevantes fueron clave para la eleccion de dichas muestras ya que de esta
manera se pudo analizar de mejor manera la exposicion al arsénico, que puede ocurrir
por varios frentes, siendo el ocupacional y sus influencias sobre el medioambiente,

ademas d el alimenticio los dosmas relevantes a priori.

Todas las muestras fueron almacenadas en un congelador a -85°C hasta su posterior

analisis, para su analisis se descongelan las muestras a temperatura ambiente.

Las variables estudiadas y los biomarcadores elegidos se muestran a continuacion
(Tabla 52). Se estudié primeramente una serie de variables demograficas, como fueron
el pais de nacimiento u origen, el género de los sujetos y su edad. Adicionalmente, se
utilizo el peso y la altura para calcular el indice de masa corporal (IMC). Si bien los dos
primeros pueden considerarse variables demograficas, el enfoque seleccionado tuvo
como objetivo utilizar los IMC calculados para poder analizar en base a ellos el grado
de obesidad, o ausencia de ella, de los participantes, lo que en si mismo supone un

factor de riesgo en el caso de aquél.
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Tabla 52. Variables y biomarcadores empleadas en el estudio
Variables analizadas

Demograficos

Pais de nacimiento Espafia Marruecos Otros
Género Mujeres Hombres
Edad Menores Adultos
Factores de riesqo
Peso
Altura IMC
Consumo de tabaco
Informacidn dietética Consumo de pescado Consumo de arroz

Parametros clinicos

Cotinina en suero

Cadmio en suero

Cadmio en orina

Arsénico total en orina

Suma de especies de arsénico en orina

AB en orina

DMAY en orina

MMAY en orina

As'" en orina

AsY en orina

As' en orina (As" + As¥
Biomarcadores utilizados

Arsénico total en orina (TAs)

Suma de especies de arsénico en orina (TSAs)
AB en orina

DMAY en orina

MMAV en orina

As' en orina

Indice primario de metilacién (PMI)

Indice secundario de metilacién (SMI)

El consumo de tabaco se evalu6 a través de una serie de biomarcadores especificos de

acuerdo a la bibliografia: niveles de cotinina y cadmio en suero, cadmio en orina y

creatinina sérica. Ademas se registro el estatus tabaquico (no fumador, exfumador y

fumador).

Estos biomarcadores se utilizaron para poder corroborar y validar los datos obtenidos en

relacion con el tabaco, debido a la gran diferencia de sus valores entre una poblacion

con un habito elevado de consumo de tabaco y otra que no es consumidora.

Por ultimo, se estudid el efecto del consumo de pescado y de arroz, dos alimentos ricos

en especies de arsénico que potencialmente contribuyen a aumentar el nivel basal de

este elemento en el organismo de los seres humanos.
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El nivel de arsénico total, la concentracion total y de cada especie de arsénico en las
muestras de orina se determind mediante las metodologias de arsénico total y
especiacion de arsénico, respectivamente, y se utilizaron como biomarcadores, ademas
de para calcular los dos ultimos biomarcadores utilizados: el indice primario de
metilacion (PMI) y el indice secundario de metilacion (SMI), cuyos valores se

calcularon mediante las siguientes ecuaciones (ec. [1] y [2]):

PMI = Concentracion de MMAY (ug /g creatinina) [1]
~ Concentracion de As ' (ug/g creatinina)
Concentraciéon de DMAY creatinina

SMI (ng/g ) 2]

~ Concentracion de MMAY (ug/g creatinina)

Por lo que respecta al resto de ensayos clinicos, €stos se llevaron a cabo utilizando
procedimientos validados de rutina. En este sentido, los niveles de cadmio en orina y
suero se determinaron respectivamente por ICP/MS y ETAAS, instrumentos
pertenecientes al Departamento de Espectroscopia Atdmica, mientras que el ensayo de
cotinina en orina se realizdo mediante HPLC-MS/MS (tecnologia Orbitrap®), a cargo del
Departamento de Drogas. Por otro lado, los valores de creatinina en orina y sérica se
realizaron mediante inmunocromatografia utilizando un Siemens Xpand Plus™, del
Departamento de Ensayos Fisicoquimicos. El andlisis de creatinina en orina se utilizd
como criterio para analizar la calidad de las orinas. Asi, toda orina con un valor de
creatinina inferior a 30 mg/dl y superior a 300 mg/dl fue descartada, y por tanto, de las
706 muestras de orina iniciales recolectadas, 20 de ellas fueron descartadas, quedando
un numero total de muestras de orina resultd ser finalmente 686. Por Gltimo, los analisis

estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software SPSS version 15.0.

Para acreditar la significancia estadistica se usaron dos parametros: el coeficiente de
correlacion de Pearson (R) y el P-value o Sig. (bilateral). El primer pardmetro muestra
la correlacion de los datos estadisticos del biomarcador y la variable elegida, si bien este
dato no es concluyente hasta corroborar dicha tendencia mediante el analisis del P-
value, un estadistico que permite validar que la ordenacion o tendencia de los datos no
es fruto del azar. Asi, cuando este valor es menor de 0,05 y 0,01 decimos que la
tendencia es estadisticamente significativa al 95% y 99%, respectivamente, aceptando

dicha tendencia.



a) Estudio del contenido de arsénico: generalidades

El contenido de arsénico total (TAs), el arsénico total especiado (TSAs) y el contenido
de AB, DMAY, MMAY, As'' y AsY fue registrado, expresandose cada una de estas
magnitudes como media geométrica (Tabla 53). En ningin caso se detectaron As'!! ni
AsY en las muestras. Aunque a la hora de los andlisis la AC se calibrd y se midié como
el resto de las especies, para los calculos estadisticos no se ha incluido dado que no se
detect6 en ninguna muestra y guarda un significado similar al de la AB. Por otro lado,
para todas las especies no detectadas, a efectos practicos de los célculos, se utilizd6 como
resultado el valor de LOD/A2. Ademas, los valores de As™ y AsY se sumaron para
contabilizar ambas como una unica contribucion, 'As o arsénico inorgéanico total. Por
ultimo, cabe aclarar que las unidades escogidas para expresar la de concentracion de las

especies en los estadisticos fueron pug/g creatinina.

Tabla 53. Media geométrica (GM), media aritmética (AM), mediana, percentil 95% y valores por debajo del LOD del
arsénico total especiado (TSAs), el contenido de arsénico total (TAs) y de cada una de las especies

Estadistico TAs TSAs AB DMAY MMAY As" AsY
GM £ IC (ug/g
31,5+6,8 28,35,3 22,7+5,1 0,815+0,016 0,107+0,005 <LOD <LOD
creatinina)
AMt IC
52,5+6,8 47,645,3 42,4451 4,40+0,50 0,494+0,163 <LOD <LOD
(mg/g creatinina)
Mediana
32,0 28,2 24,4 0,678 0,089 <LOD <LOD
(mg/g creatinina)
Valores < LD (%) 686
3(0.4%) 3(0.4%) 7 (1.0%) 16 (2.3%) 651 (95%) 686 (100%)
(100%)
Percen. 95%
159 151 139,5 17,6 0,313 <LOD <LOD

(mg/g creatinina)
Los resultados globales del estudio muestran una diferencia entre el contenido de

arsénico total (TAs), medido por ICP/MS y especiado (TSAs), determinado por HPLC-
ICP/MS, del 10.1% (medido como %Diferencia).

Esto demuestra una buena precision entre ambas técnicas. En cuanto a la proporcion de
las especies en las muestras analizadas, aquellas englobadas bajo la categoria de
arsénico organico demostraron tener mayor impacto que aquellas de arsénico
inorganico. Asi, la arsenobetaina es la que presenta un mayor valor en unidades de
concentracion, seguida del dimetilarsinico y muy lejanamente por el
monometilarsonico. Por el contrario, no se detectaron ni arsénico trivalente ni

pentavalente en ninguna de las muestras analizadas.
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Estadisticamente, la contribucién mas relevante para el contenido total de arsénico la
constituye la AB (1=0,995, P-value=0,000), en menor medida el DMAV (r=0,360; P-
value=0,000) y en mucha menor escala el MMAV (r=0,110; P-value=0,004), siguiendo

un comportamiento andlogo al de la distribucion por especies y corroborando su

relevancia (Figura 36).

Correlaciones
TSAs AB DMA MMA iAs PMI SMI
TSAs  Correlacion de Pearson 1 995 ,360™ ,110% ,076* 122 267
Sig. (bilateral) 000 ,000 004 ,046 ,001 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686
AB Correlacién de Pearson 995" 1 268" 065 ,083* 077 ,201™
Sig. (bilateral) ,000 ,000 088 ,030 045 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686
DMA  Correlacion de Pearson ,360* ,268* 1 172% -, 067 207 ,808*1
Sig. (bilateral) ,000 000 000 ,079 ,000 000
N 686 686 686 686 686 686 686
MMA Correlacion de Pearson 110" 065 1724 1 032 915" -, 108"
Sig. (bilateral) ,004 088 ,000 397 ,000 ,005
N 686 686 686 686 686 686 686
iAs Correlacion de Pearson ,076* ,083* -,067 032 1 -,056 -,234™
Sig. (bilateral) 046 030 079 397 146 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686
PMI Correlacion de Pearson 1224 077* 2071 915*1 -,056 1 - 110"
Sig. (bilateral) ,001 045 ,000 000 146 004
N 686 686 686 686 686 686 686
SMI Correlacion de Pearson 2671 2011 808" -, 1084 -, 234 -110*1 1
Sig. (bilateral) ,000 000 ,000 005 ,000 ,004
N 686 686 686 686 686 686 686

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*.La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Figura 36. Coeficientes de correlacion de Pearson y P-value (Sig.[bilateral]) para cada biomarcador

Estas contribuciones vienen reflejadas por la elevada relacion entre la AB y la suma

total del arsénico especiado sigue una tendencia completamente lineal (r=0,995),

mientras que para el DMAY ésta es notablemente menor (r=0,360), aunque se puede

notar cierta tendencia (Figura 37 a-d). Por el contrario, para el MMAV (1=0,110) y el As'

dicho comportamiento es débil o practicamente inexistente.
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Figura 37. Grdficos de correlacion entre el arsénico total especiado (TSAs) y cada especie por separado. A)
Arsenobetaina; B) Acido dimetilarsinico (V); C) Acido monometilarsonico (V),; D) Arsénico inorganico

En base a lo anterior, las dos especies mas relevantes parecen ser la AB y DMAV. De
hecho, se puede deducir la existencia de una relacion baja-moderada de carécter lineal
(r=0,268; P-value=0,000) entre ambas, sugiriendo un posible origen comun (Figura 38).
Esta posible interaccion y se discutira en la siguiente seccion (ver 5.-Discusion de

resultados)
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Figura 38. Grdficos de correlacion entre DMA" y AB.



Por ultimo, se examino la proporcionalidad entre los indices de metilacion primario y
secundario y las especies acido monometilarsénico y dimetilarsinico. La correlacion
fuerte entre éstos fue consecuencia directa de la relacion existente entre el PMI
(r=0,915) y SMI (r=0,808) con el MMAY y DMAV, respectivamente, mediante las

ecuaciones [1] y [2] descritas al comienzo de este apartado.
b) Niveles de arsénico segun el pais de origen

La primera variable que se analiz6 fue el pais de nacimiento de los participantes (Tabla
54). E1 94,9% de los participantes tenian la nacionalidad espafiola (N=651), un 3,06%
de Marruecos (N=21), mientras que el 2,04% restante nacieron en un pais o paises

desconocidos en el momento del estudio.

Los resultados clasificados por pais de nacimiento mostraron unos mayores valores en
general para el caso de la poblacion espafiola que para la marroqui, siendo
practicamente el doble la concentracion de las especies AB y DMAY para la primera
que para la segunda, si bien el tamafio muestral es muchisimo mas pequefio para éste
ultimo. Como consecuencia de esto, el SMI es mayor mientras que el PMI tiene el
mismo valor. Con respecto a los participantes cuyos paises de origen desconocidos, es
interesante notar que los niveles de AB y DMAVY fueron superiores que aquellos de los

nativos de Marruecos, para un tamafio muestral aproximadamente similar.

Tabla 54. Biomarcadores medidos en funcion del pais de nacimiento de los participantes
Pais de origen de los participantes

Biomarcador Esparia Marruecos Otros
(ua/g creatinina) (N=651) (N=21) (N=14)
TAs 32,2+7,2 17,5+9,4 26,8+10,8
TSAs 28,915,5 15,2+10,1 24,4+9,8
AB 23,315,4 11,549,9 16,418,0
DMAY 0,832+0,016 0,239+0,037 1,93+0,17
MMAY 0,105+0,005 0,147+0,049 0,178+0,029
As <LOD <LOD <LOD
PMI 0,604 0,627 0,973
SmiI 7,91 1,63 10.8
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Analizando las correlaciones entre los datos conjuntos del pais de nacimiento (variable
nominal; 1=Espafia, 2=Marruecos, 3=0tros) y los biomarcadores seleccionados, no se
encontrd ninguna correlacion estadisticamente significativa, ni siquiera con la AB, el

DMAY y el MMA".

Sin embargo, al analizar por separado el comportamiento de estas tres especies
dividiendo el tamafio muestral por tipo de pais se observaron ciertas diferencias en las
tendencias. Asi, la linealidad de la AB con los niveles totales para las especies es
significativa para la poblacion espaiola, la marroqui y aquella perteneciente a Otros
paises, lo que unido al hecho de que sus valores son aproximadamente unos 100 veces
mayores que el resto de especies, nos permite concluir que el biomarcador AB es el de

mayor peso a la hora de justificar los valores totales de arsénico (Figura 39 a-b).

=

CORRELACION ENTRE EL ARSENICO TOTAL
ESPECIADO Y LA ARSENOBETAINA

Espaiia

TSAs  Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
N

Concentracion de TSAs (ug/g creatinina)

600 800 1000 1200

Concentracion de AB (ug/g creatinina)

2]
~—

Marruecos
TSAs  Correlacion de Pearson

Sig. (bilateral)
N

e Marruecos

|Otros paises
TSAs Correlacion de Pearson

Sig. (bilateral)
N

60 80

Concentracion de AB (pg/g creatinina)

Concentracion de TSAs (ug/g creatinina)

Figura 39. Comparacion entre las concentraciones de AB con las de arsénico total especiado (TSAs). A) Esparia; B)
Marruecos y “Otros paises”
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De manera similar, se representaron las tendencias encontradas para el DMAVY para los
tres paises, influenciado por la relacion, a priori no contrastada pero existente
estadisticamente hablando, entre esta especie y la AB. Teniendo en cuenta éstas, se
puede concluir que existe una interaccion significativa y considerable entre el DMAY y
TSAs tanto en la poblacion espafiola como en la poblacion catalogada como “Otros

paises”, si bien para esta ultima la correlacion es notablemente superior (Figura 40 a-b).

=

CORRELACION ENTRE EL ARSENICO TOTAL
ESPECIADO Y EL DMAV

Espana

TSAs  Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
N

0 L.Mu%-.-‘- et

20 30
Concentracion de DMAY (ug/g creatinina)

Concentracion de TSAs (ug/g creatinina)

Marruecos
TSAs  Correlacion de Pearson

Sig. (bilateral)
N

e Marruecos

e Otros

[Otros paises
TSAs Correlacion de Pearson

Sig. (bilateral)
N

Concentracion de TSAs (ug/g creatinina)

20 30
Concentracion de DMAY (ug/g creatinina)

Figura 40. Comparacion entre las concentraciones de DMA" con las de arsénico total especiado (TSAs). A) Espaiia;
B) Marruecos y “Otros paises”

132



Por lo que respecta al MMAY, y en el caso concreto de los espafioles, éste muestra una
correlacion baja pero estadisticamente significativa con la concentracion total de
arsénico especiado. En Marruecos y en “Otros paises” no son estadisticamente
relevantes las tendencias encontradas, si bien es llamativa la tendencia inversamente
proporcional para esta especie en el caso concentro de “Otros paises” (Figura 41 a-b).
Como dato adicional, cabe destacar que se encontré una relacion débil pero
estadisticamente significativa entre el dimetil y el monometil para Espafia (r=0,118; P-

value=0,000) y Marruecos (1=0,533; P-value=0,013), pero no para “Otros paises”.

=

CORRELACION ENTRE EL ARSENICO TOTAL
ESPECIADO Y EL MMAY

TSAs  Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)
N

Concentracion de TSAs (ug/g creatinina)
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Sig. (bilateral)
N

e Marruecos

e Otros
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Sig. (bilateral)
N
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5 10 15
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Figura 41. Comparacion entre las concentraciones de MMAYV con las de arsénico total especiado (TSAs) para: A)
Esparia; B) Marruecos y Otros.

En conclusion, el denominador comun de este apartado parece indicar que es la AB.

Esto queda validado por su significancia estadistica y alta linealidad frente a TSAs.
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Esto unido al hecho de que dependiendo del pais las especies mono y dimetilarsinico
cobran relevancia estadisticamente hablando y que entre estas ultimas parece haber
también algln tipo de relacion especifica, apunta a que la posible causa detrds de estas
discrepancias se encuentre en un componente comun y a la vez especifico de cada pais.
No obstante, es importante remarcar el efecto que puede conllevar el diferente tamafio
muestral de la poblacion espaiola, unas =30 veces mayor que aquellos pertenecientes a

los otros dos grupos, por lo que estos resultados no son 100% concluyentes.
¢) Niveles de arsénico segun la edad y el género

Posteriormente, se analizo el impacto de la edad y del género en la acumulacién de
arsénico (Tabla 55). En este sentido, el 74,3% de los participantes fueron mujeres, de las
cuales el 32,2% resultaron ser menores de edad. El 25,7% restante fueron hombres,

concretamente todos ellos menores de edad.

En cuanto a la distribucion por edad, el 49,8% de los colaboradores poseian un rango de

edad de 0-20 afios, el 27,4% entre los 20-40, y el 22,8% restante 40-60 afos.

Tabla 55. Biomarcadores en funcion del género y la edad de los participantes

Biomarcador

(ug/q creatinina)

TAs

TSAs

AB

DMAY

MMAY

iAs

PMI

Smi

Género Edad
Hombres Mujeres Nifios Nifias Menores de edad Adultos Adultos
(N=178) (N=508) (N=178) (N=164) [0-20 arios] [20-40 arios] [40-60 arios]
(N=342) (N=188) (N=156)
27,1473 33,148,9 27,1473 31,047,6 28,845,2 32,241,9 37,0£13,9
24,246,7 29,846,7 24,3167 27,847,5 25,943,64 28,4+1,3 34,1£12,8
19,116,4 24,146,5 19,0+6,4 21,547,0 20,143,4 23,5%1,2 28,3+12,2
0,804+0,029 0,819+0,019 0,804+0,029 0,826+0,033 0,819+0,016 0,817+0,087 0,804+0,039
0,105+0,007 0,108+0,007 0,105+0,007 0,124+0,016 0,113+0,190 0,097+0,029 0,108+0,008
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0,580 0,622 0,580 0,650 0,612 0,637 0,577
7,67 7,55 7,67 6,67 7,22 8,43 7,44
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Se observo un factor acumulativo exclusivamente para la AB en funcion de la edad
(variable ordinal; 1=[0-20 afios], 2=[20-40 afios], 3=[40-60 afios]). En este sentido, se
calcul6 un incremento del 10% para aquellos con edad comprendida entre 20-40 afios
con respecto a los menores de edad, mientras que para el grupo de 40 a 60 afos, este
incremento fue del =20% con respecto a los adultos de menor rango de edad.
Sorprendentemente, la concentracion media para el resto de las especies permaneciod
relativamente constante, lo que se demuestra por los indices PMI y SMI para los 3

rangos de edad.

Analizando posibles diferencias entre el metabolismo de hombres y mujeres, se
encontrd que de manera similar al efecto de la edad, las mujeres presentaban una mayor
tasa de AB excretado que los hombres, siendo en este caso la diferencia de un 27%.
Ahora bien, los hombres eran en realidad nifios, por lo que a continuacion, se procedid a
comparar unicamente entre niflos y nifias para determinar si ese porcentaje mostraba
valores inferiores, algo que explicaria el efecto acumulativo por edad descrito
anteriormente combinado con el efecto de género. Asi, esta diferencia fue del 12%,
igualmente mayor para las nifias. Posteriormente, cogiendo solo la poblacion femenina,
las mujeres adultas mostraron un 14% mas de AB que las nifias, lo cudl tiene sentido ya
que resulté ser la diferencia esperable entre el efecto de edad y el de género. Por lo que
respecta al resto de biomarcadores, todos ellos mostraron valores de concentracion

similares, manteniendo nuevamente constante los indices PMI y SMI.

Clasificando los datos del estudio en base a criterios de género (variable nominal;
1=Mujer, 2=Hombre) y/o edad, no se encontrd ninguna correlacion estadistica

significativa en adultos, pero si en nifos.

d) Efecto combinado del pais de nacimiento y la edad

En este punto, se plante6 dividir los datos de acuerdo al pais de origen y ordenarlos de
manera creaciente con la edad, comprobando asi si la variable o variables desconocidas
y acumulativas eran especificas para cada pais o por el contrario, este efecto
acumulativo es comun a sendas naciones, clarificando asi algunos puntos mencionados
en las secciones previas. De esta manera, se separaron en tres grupos de datos

atendiendo al primer criterio, y a continuacion, se ordenaron por edad (Tabla 56).
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Los resultados mostraron resultados dependientes del tipo de especie. Por un lado, se
observo una tendencia lineal y creciente con la edad para la excrecion de arsenobetaina
en orina para la poblacion espaiiola y la perteneciente a otros paises, siendo mas
destacable para este ultimo. Asi, el incremento en concentracion de AB, y por ende
TSAs y TAs, para aquellos dentro del rango de 20 a 60 anos, fue del 579% para los
oriundos de los paises desconocidos frente al 31% calculado para los espafioles. En
ambos casos la correlacion fue estadisticamente significativa,

estando mejor

correlacionados para los primeros (r=0,532; P-value=0,032) que para los segundos

(r=0,116; P-value=0,000).

Tabla 56. Influencia del tipo de pais en los biomarcadores seleccionados

Biomarcador
(ug/a
creatinina)

TAs

TSAs

AB

DMAY

MMAY

As

PMI

SMI

Esparia Marruecos
[0-20 anos] [20-40 anos] [40-60 anos] [0-20 anos] [20-40 anos] [40-60 anos] [20-40 anos]
(N=340) (N=164) (N=147) (N=2) (N=12) (N=7) (N=12)
28,9+0,2 32,8+0,7 40,3+0,5 22,5+0,6 26,1+0,5 8,28+0,77 30,4+0,4
7,17+0,10 10,9+0,4 13,9+0,3 6,57+0,90 5,47+0,18 1,89+0,11 10,7+0,3
2,69+0,09 6,69+0,45 8,76+0,31 2,90+0,91 2,92+0,08 0,705+0,118 3,80+0,20
0,819+0,021 0,831+0,030 0,846+0,031 0,233+0,003 0,329+0,061 0,140+0,002 1,60£0,20
0,113+0,008 0,092+0,009 0,104+0,012 0,233+0,003 0,140+0,086 0,140+0,002 0,144+0,029
<LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
0,613 0,621 0,564 0,500 0,742 0,500 0,752
7,25 9,08 8,12 1,00 2,34 1,00 11,3

Otros

Por lo que respecta a los nativos de Marruecos, se observo una fuerte depresion en los
niveles de AB, para los mas mayores, pero no validada por ninguna correlacion
significativa. Por otro lado, los metabolitos organicos mono y dimetilados guardaron
una buena correlacion con la edad, exclusivamente para los oriundos de los paises
desconocidos, concretamente un incremento del 342 y 250%, respectivamente para
aquellos con edades comprendidas entre 20 y 60 afios. Lamentablemente, los P-values
para ambas contribuciones no se encontraron dentro del 95 ni 99% de significacion, por
lo que este aumento en los mencionados biomarcadores, asi como en el PMI, son

sospechosos pero no concluyentes.

[40-60 anos]
(N=2)

12,1+0,4

38,60,7

25,8+1,1

5,60+0,25

0,636+0,122

<LOD

4,56

8,73




En resumen, parecer existir una variable que efectivamente tiene un caracter
acumulativo y que guarda algin tipo de relacion con el pais de origen de los
participantes, no expresandose de la misma manera entre las diferentes naciones

estudiadas.
e) Efecto del consumo de tabaco en los niveles de arsénico

Posteriormente, se decidi6 estudiar la posible influencia del tabaco en la acumulacion
del arsénico en el cuerpo humano. El tabaco, junto al BMI, fueron los dos factores de
riesgo que se decidieron evaluar en este estudio, siendo el primero el factor mas
importante debido al consabido contenido de arsénico en el tabaco, si bien éste
gradualmente es menor debido a la desaparicion de los pesticidas a base de este
elemento. Asi, a partir de la concentracion obtenida para cada muestra de cotinina en
orina, cadmio en suero y orina, creatinina sérica, categoria de fumador (nominal; 1=no-
fumador, 2=exfumador; 3=fumador activo) y los biomarcadores, éstos se categorizaron

en base al estatus de fumador en el momento de la recogida de muestra (Tabla 57).

No se observé incidencia alguna ni correlacion estadisticamente significativa entre el
consumo de tabaco y los niveles de arsénico, como demuestra el hecho de que los
valores para los biomarcadores de arsénico fueron constantes independientemente de los

habitos de fumar.

La excepcion la supuso el acido dimetilarsinico, que present6 una tendencia decreciente
(disminucion =38% para los fumadores que para los no fumadores, y del =27% para los
exfumadores con respecto a los no fumadores) disminuyendo en similar medida el SMI
como consecuencia de esto. El tratamiento estadistico reflej6 una correlacion
estadisticamente significativa entre los valores de DMAV vy el tipo de habito de consumo

(r=-0,081; P-value=0,033), si bien de caracter débil.

Para contrastar la veracidad de estos datos, se estudiaron también los niveles de cotinina
en orina, metabolito principal de la nicotina, la concentracion de cadmio en suero y
orina y la creatinina sérica, biomarcadores del tabaquismo de acuerdo a la bibliografia
consultada. Los resultados arrojaron un notable incremento de cotinina (=x20) en la
poblacién fumadora frente a la no fumadora y exfumadora (r=0,420, P-value=0,000),

consistente con los datos de consumo de tabaco.
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Por otro lado, los niveles de Cd en suero encontrados fueron mayores (<x2) en

poblacién fumadora, manteniéndose constante para exfumadores y no fumadores. Estos

dos biomarcadores mostraron, a su vez, una estrecha correlacion (r=0,657; P-

value=0,000). Por lo que respecta al Cd en orina y a la creatinina sérica, no se

detectaron concentraciones superiores en fumadores, sino que los valores fueron

constantes para toda la poblacion estudiada.

Tabla 57. Biomarcadores de arsénico e indicadores especificos del consumo de tabaco
Efecto del consumo de tabaco

Biomarcador

(ug/q creatinina*)

TAs en orina

TSAs en orina

AB en orina

DMAY en orina

MMAY en orina

iAs en orina

PMI

Smi

Cotinina en orina

Cd en suero (ug/l)

Cd en orina

Creatinina sérica
(ug/l)

No fumadores
(N=261)

32,6+0,5

28,5+0,3

21,3+0,3

1,06%0,03

0,111+0,010

<LOD

0,631

9,58

11,3+0,1

0,237+0,001

0,165+0,001

0,568+0,001

Exfumadores
(N=81)

29,5+0,3

27,0+0,3

22,2+0,3

0,766+0,036

0,105+0,007

<LOD

0,553

7,28

12,3+4,4

0,257+0,002

0,159+0,002

0,569+0,001

Fumadores activos

(N=122)

31,510,4

29,2+0,4

24,8+0,4

0,655+0,038

0,106+0,014

<LOD

0,635

6,19

237+17

0,421+0,003

0,174+0,001

0,591+0,001

*Todas las unidades menos el Cadmio en suero y la creatinina sérica se midieron con correccion de creatinina.

En conclusion, el tabaco no contribuye a modificar los niveles de arsénico del

organismo, por lo que podemos descartar los habitos de esta indole como posible

variable que explicase los niveles general encontrados y descritos para la poblacion de

estudio.
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1) Influencia del indice de masa corporal (IMC)

El otro factor de riesgo evaluado en este estudio fue el de indice de masa corporal o
IMC (Tabla 58). Como puede observarse, a medida que aumenta el peso, el arsénico
excretado en forma de AB disminuye (aproximadamente un 40%). Al mismo tiempo, el
contenido de dimetilarsinico aumento un 22%, mientras que el del 4&cido

monometilarsonico disminuy6 un 15%.

Tabla 58. Influencia del IMC en la excrecion de las distintas especies de arsénico
Indice de Masa Corporal (IMC)

Biomarcador Infrapeso (IMC<18.5) Normopeso (18.5<IMC<25.0) Sobrepeso (>25.0)
(ug/q creatinina*) (N=204) (N=254) (N=228)
TAs en orina 30,4477 27,617,6 23,748,4
TSAs en orina 27,147,5 25,516,6 19,118,4
AB en orina 21,2471 20,316,3 12,87,6
DMAY en orina 0,761+0,027 0,903+0,042 0,935+0,062
MMAY en orina 0,125+0,011 0,101+0,014 0,106+0,001
iAs en orina <LOD <LOD <LOD
PMI 0,643 0,588 0,500
Smi 6,08 8,89 10,7

Este efecto aparentemente sin sentido se reflejo a su vez en los indices primarios y
secundarios de metilacion (Figura 42), encontrando que una mayor eficacia en la

metilacion al rendir en mayor proporcion DMAY sobre MMAV.
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Efecto de la metilacion del
arsénico con el peso

Obesidad (>25)

Normopeso (18.5-25)

Infrapeso (<18.5)

Figura 42. Variacion en los indices de metilacion primario (PMI) y secundario (SMI) con el peso

g) Influencia de la dieta en los niveles de arsénico

Finalmente, se clasificé a la poblacion atendiendo a uno de los factores de exposicion
mas comunes cuando se habla del arsénico: la dieta. Ademas, la regiéon de Murcia es
ampliamente conocida por ser una zona con una dieta especialmente rica y basada en
alimentos de origen marino y arroz, ejemplos por antonomasia de alimentos portadores
de arsénico. Asi, se registro el consumo en forma de piezas o raciones por semana de
pescado y arroz para todos los participantes, contando conjuntamente el consumo de

pescado y marisco.

En este sentido, los resultados obtenidos al analizar la concentracion obtenida en las
muestras de orina con ingestas crecientes de pescado y arroz, respectivamente, se han
ordenado clasificandolos en grupos de 5 piezas cada uno para el pescado, y 2 raciones

en el caso del arroz (Tabla 59).

143



Tabla 59. Influencia del consumo de pescado y de arroz en los niveles de arsénico

Indicadores de la dieta

Biomarcador Piezas de pescado por semana Raciones de arroz por semana
(ua/q creatinina) 0 1-5 5-10 10-20 0 1-2 2-4
(N=154) (N=409) (N=114) (N=9) (N=87) (N=587) (N=12)
TAs 20,9+6,9 32,245,3 47,0+1,4 71,8+2,4 29,3+9,7 31,9+7,8 25,2+3,4
TSAs 18,5£6,7 29,1+4,9 42,8+1,0 64,6+2,0 27,616,4 28,416,9 24,5+4,8
AB 14,946,6 22,9+4,6 35,9+1,0 54,6+1,9 23,216,1 22,8+6,6 14,4+2,6
DMAY 0,341+0,017 0,956+0,020 1,36+0,066 2,56+0,198 0,531+0,023 0,848+0,020 2,52+0,11
MMAY 0,102+0,009 0,111+0,066 0,099+0,018 0,159+0,071 0,108+0,010 0,106+0,006 0,196+0,038
As <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
PMI 0,592 0,625 0,569 0,864 0,611 0,604 1,05
Swmi 3,33 8,64 13,64 16,06 4,93 8,00 12,8

A la vista de los resultados, queda palpable la influencia de la ingesta de pescado y
arroz en los niveles y el tipo de especie excretada. Por lo que respecta al nimero de
piezas de pescado, existe un aumento aproximadamente del 50% en los niveles de

Arsenobetaina excretada ligado al creciente consumo de porciones de este alimento.

Con el DMAY dicho incremento no es constante, sino que se produce un primer
incremento fuerte del 180% con las 5 primeras piezas de pescado y/o marisco, un 42%
con las segundas 5, y un incremento final del 88% para la tltima categoria. Para su
precursor monometilado, solo se observa un incremento del 50% en aquellos casos en

los que la ingesta fue superior a 10 piezas/semana.

Los tres factores de manera global contribuyen al incremento de los niveles excretados
de TAs y TSAs en un =50% para ambos biomarcadores segin crece gradualmente la
ingesta de este tipo de alimento, prueba de que entre los tres, el factor determinante fue

el de la AB, l6gico por otra parte debido a la diferencia en concentracion.

El analisis estadistico de los datos demostré una correlacion moderada entre las piezas
de pescado ingeridas y la concentracion de TAs, TSAs, AB y DMAY, no asi para el
MMAY (Figura 43).
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Correlaciones

Piezaspe
scado TAS TSAs AB DMA MMA iAs PMI SMI
Piezaspescado  Correlacion de Pearson 1 ,224™ 2437 ,228™ ,215™ ,059 -,003 046 1897
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 120 938 224 000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
TAs Correlacion de Pearson 224* 1 ,964* L9661 ,293* 074 072 ,081* ,218*
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 054 ,059 034 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
TSAs Correlacion de Pearson 2431 ,964*1 1 ,995*1 ,360*1 110 ,076* 122 2671
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 000 ,004 046 ,001 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
AB Correlacion de Pearson 228" ,966™ 995" 1 2681 065 ,083* 077* 201"
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,088 ,030 045 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
DMA Correlacion de Pearson 215 ,293*1 ,360*1 ,268*1 1 1724 -067 207 8081
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 079 ,000 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
MMA Correlacion de Pearson 059 074 J110* 065 72t 1 032 915" -108*
Sig. (bilateral) 120 054 004 ,088 000 397 ,000 005
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
iAs Correlacion de Pearson -,003 072 ,076* ,083* -,067 032 1 -,056 -,234
Sig. (bilateral) ,938 ,059 ,046 ,030 ,079 397 146 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
PMI Correlacion de Pearson ,046 ,081* 122 077* 2071 915 -,056 1 - 110
Sig. (bilateral) 224 034 ,001 045 ,000 ,000 146 004
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
SMI Correlacion de Pearson ,189* 218" 267* 201 ,808* -,108* -234* -, 110" 1
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 005 ,000 004
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686

**. La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacién es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Figura 43. Correlaciones encontradas para el consumo de pescado

Por lo que respecta al arroz, las especies mas relevantes vuelven a ser el DMAY, el
MMAY y la AB. El primero aumenta de manera global un 370% (primero 60% y luego
197%) al pasar de no consumir arroz a consumir 4 raciones por semana. El segundo, de
manera similar a lo que ocurrié con el pescado, se mantiene constante hasta un valor
maximo de consumo, en este caso, 3-4 platos de arroz, momento en el cual su
concentracion sufre un incremento del 83%. Y en cuanto a la AB, se observd una
tendencia decreciente con la ingesta de arroz (-58%) a partir de la 3" racion de este

alimento.

A la luz de la variacion global en los niveles de arsénico total y la suma de especies,
decrecientes cudnto mayor resultd ser la ingesta semanal de arroz, se comprobo
nuevamente que el factor limitante fue aquel de la AB, ya que de las tres contribuciones,

la suya fue la Ginica con tendencia similar.

En cuanto a los estadisticos del arroz, se detectd una correlacion débil-moderada entre el

DMAV y las raciones de arroz, no asi para la AB, MMAVY, TAs y TSAs (Figura 44).

142



Correlaciones

Raciones
Arroz DMA MMA PMI SMI AB TAs TSAs iAs
RacionesArroz  Correlacion de Pearson 1 ,101* ,030 ,025 ,065 ,001 025 011 -043
Sig. (bilateral) ,008 434 508 ,091 977 516 764 257
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
DMA Correlacion de Pearson ,101* 1 724 207" 808" ,268* ,293* 360" -,067
Sig. (bilateral) ,008 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,079
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
MMA Correlacion de Pearson 030 72+ 1 915* -,108* 065 074 110" 032
Sig. (bilateral) 434 ,000 ,000 ,005 ,088 054 ,004 397
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
PMI Correlacion de Pearson 025 ,207* 915" 1 - 110" 077 ,081* 1227 -056
Sig. (bilateral) 508 ,000 ,000 004 045 034 ,001 146
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
SMI Correlacion de Pearson ,065 ,808* -,108*1 - 110" 1 201" 218* 2671 -2341
Sig. (bilateral) ,091 ,000 ,005 ,004 ,000 ,000 ,000 ,000
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
AB Correlacion de Pearson ,001 ,268* 065 077* ,201* 1 ,966* L9951 ,083*
Sig. (bilateral) 977 ,000 ,088 ,045 ,000 ,000 ,000 ,030
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
TAs Correlacion de Pearson 025 293 074 ,081* 218" ,966* 1 964" 072
Sig. (bilateral) 516 ,000 054 034 ,000 ,000 ,000 ,059
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
TSAs Correlacion de Pearson 011 ,360* ,110*1 12241 2671 ,995* ,964* 1 ,076*
Sig. (bilateral) 764 ,000 ,004 ,001 ,000 ,000 ,000 ,046
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686
iAs Correlacion de Pearson -043 -067 ,032 -,056 -234% ,083* 072 ,076* 1
Sig. (bilateral) 257 079 397 146 ,000 ,030 ,059 ,046
N 686 686 686 686 686 686 686 686 686

**.La correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Figura 44. Correlaciones encontradas para el consumo de arroz

En vista de esto, se procedid a dividir los datos por paises, puesto que las dietas de cada

pais pueden tener elementos en comun, pero poseen la suficiente especificidad como

para presentar perfiles caracteristicos en elementos presentes en la dieta, como el

arsénico. Para poder entender mejor las contribuciones de la dieta de cada pais, se

eligieron unicamente tres especies: AB, DMAY y MMAVY. Se representaron

graficamente los niveles divididos por los tipos de racion (Figuras 45-47). Se puede

observar, pues, que existen diferencias sustanciales entre los diferentes paises.

Por un lado, y centrandonos exclusivamente en la arsenobetaina, Espafia y Otros

muestran una tendencia creciente con el consumo de pescado, mientras que en el caso

de Marruecos, la concentracion de esta especie es relativamente similar para un ingesta

creciente.
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EFECTO DEL CONSUMO DE PESCADO
EN LA EXCRECION DE AB
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Figura 45. Concentracion de AB frente al consumo de pescado para cada pais

Examinando el impacto del monometilarsénico, se observa una clara tendencia
creciente con el consumo para Otros. Sin embargo, en el caso de Espafia, la variacion es
relativamente constante, y para Marruecos, la diferencia a partir de las 5 piezas es del
50%, monstrando un crecimiento en declive. Estas diferencias ponen de relieve que la
relacion pescado/marisco debe ser signitivamente diferente entre sendos paises, ya que

los paises desconocidos la ingesta tiene mucho mayor efecto que en los demas.

EFECTO DEL CONSUMO DE PESCADO EN LA
EXCRECION DE MMAY
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Figura 46. Concentracion de MMAYV frente al consumo de pescado para cada pais

Por ultimo, para la especie dimetilada se encontré un crecimiento en funcion del
consumo de alimentos de origen marino para Espafia y Otros, siendo mas pronunciado
para éste ultimo. Por lo que respecta a Marruecos, ese crecimiento fue diferente ya que

para un nimero comprendido entre 1 y 5 piezas, la concentracion se mantuvo constante.
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Figura 47. Concentracion de DMAV frente al consumo de pescado para cada pais

Por lo que respecta al arroz, se observé una disminucion en los niveles de AB con la
creciente ingesta de arroz para todos los paises estudiados (Figura 48), si bien para
Espaia y Marruecos este decrecimiento representd un 40% aproxidamente, mientras

que para Otros fue casi del 70%.
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Figura 48. Concentracion de AB frente al consumo de arroz para cada pais

En cuanto al DMAVY, se detectd un fuerte aumento en su concentracion (x7) en la
poblacion espafiola para ingestas superiores a 3 platos de arroz a la semana (Figura 49).
Similar para Marruecos, sin embargo este crecimiento fue menos pronunciado (x4) ya

que hasta ingestas elevadas (3-4 platos por semana), sus niveles no se vieron afectados.
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Por lo que respecta a Otros, toda la poblacion del estudio fue consumidora de arroz, por
lo que no pudimos establecer el nivel basal del derivado dimetilado, encontrando que

sus niveles permanecieron constantes a pesar de la creciente ingesta.

EFECTO DE LA INGESTA DE ARROZ EN LA
EXCRECION DE DMAY
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Figura 49. Concentracion de DMA" frente al consumo de pescado para cada pais

El estudio de la variabilidad del MMAY con la ingesta de arroz fue atin mas interesante
(Figura 50). En este caso, la poblaciéon marroqui vio incrementados sus niveles basales
por 16, mientras que para las otras dos zonas los niveles fueron constantes. Mencion
aparte merece la variable Otros que, al desconocerse los niveles sin ingesta de arroz, no
se puede concluir que los niveles basales permanecieran constante, como si ocurre para

la poblacion espanola.
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Figura 50. Concentracion de MMAY frente al consumo de pescado para cada pais



Para resumir todo lo anteriormente descrito y usando como apoyo las correlaciones
encontradas para cada especie con los consumos de pescado y arroz y el pardmetro de
significancia estadistica (p-value) calculado estadisticamente (Tabla 60), a continuacién

se describen las implicaciones mas relevantes de este apartado.

El consumo de pescado implic6 un aumento significativo en los niveles de AB
excretada para la nacidos en Espafia y Otros. En el caso de Marruecos, dichos niveles
permanecieron constantes. Esto coincide con las correlaciones encontradas, ya que solo
para Espafia y Otros fueron estadisticamente significativas. Aunque menos relevante,
para el DMAV la tendencia fue similar, en este caso para los tres paises, si bien para

Espaia y Marruecos fue mas escalonada y menos pronunciada que para Otros.

So6lo Espafia mostro una correlacion estadistica significativa. Por ltimo, para el MMAY
el comportamiento fue diferente segun el pais. Asi, para Marruecos se observo una
disminucidn en sus valores a ingestas grandes, mientras que, para el resto, la tendencia

fue la contraria, si bien menos pronunciada para Espafia.

No obstante, con el arroz la tendencia es la contraria, al menos con respecto a la AB.
Asi, cuanto mayor fue el consumo de arroz, menor fue la concentracion de AB, como se

demuestra por la correlacion negativa encontrada, si bien es muy débil.

A medida que la proporcion de la especie del pescado disminuye en la orina, aquellas
del dimetil y monometil aumentaron, siendo mas relevante el incremento de la primera
para los espafioles y los pertenecientes a otros paises, y la segunda para los oriundos de
Marruecos. De estas relaciones, solo la del MMAY y el arroz para Marruecos y la del

DMA" y Espafia fueron estadisticamente significativas.

Tabla 60. Correlaciones encontradas para las tres especies implicadas para el consumo de pescado y arroz
Consumo de pescado por paises

Biomarcadores Espana Marruecos Otros
(ug/q creatinina) r P-value r P-value r P-value
AB 0,231 0,000 -0,090 0,699 0,605 0,022
DMAY 0,199 0,000 0,428 0,053 0,423 0,132
MMAY 0,078 0,054 -0,100 0,665 0,159 0,588
Consumo de arroz por paises
Espana Marruecos Otros
r P-value r P-value r P-value
AB -0,019 0,621 -0,257 0,260 -0,135 0,645
DMAY 0,101 0,010 0,190 0,410 -0,011 0,970
MMAY -0,015 0,701 0,607 0,004 0,306 0,287
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4.4.-Analisis de las muestras

En esta seccion se pretende mostrar el perfil de las muestras obtenidas en el estudio
epidemildgico. En este punto ya se han discutido los pormenores de la metodologia de
especiacion, los pardmetros cromatograficos, el aspecto de los cromatogramas de los
patrones y los resultados y conclusiones del estudio llevado a cabo con las 686 orinas.
De hecho, y como se ya se indicaba previamente, en ninguna de ellas se detectd 'As. Por
otro lado, el MMAY solo se detectd en el 5% de las muestras. Esto significa que a
grandes rasgos, en el 95% de las muestras el perfil de especiacion constd Unica y
exclusivamente de AB y DMAVY, mientras que para el 5% de las muestras, este perfil se
encontrd6 dominado por AB, DMAY y MMAVY. Ademas, por supuesto, de la sefial del
patron interno, en ambos casos. En este sentido, a continuacién se han incluido dos

muestras que resumen los dos tipos de perfiles encontrados (Figuras 51-52).
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Figura 51. Cromatograma de la muestra 70005161
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Muestra codificacion 70009155
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Figura 52. Cromatograma de la muestra 70009155

La muestra 70005161 contuvo 70,3 ug/l de AB, 18,5 pg/l de DMAY mientras que la
muestra 70009155 estuvo compuesta por 75,1 pg/l de AB, 27,7 pg/l de DMAV y 8,4
ng/l de MMAYV.



5.-Discusion

5.1.-Desarrollo y validacion del método de arsénico total

Comparando nuestros estadisticos con la bibliografia (tabla 61), se observd que en

general eran comparables a los valores reportados y en el caso concreto de la exactitud,

nuestros datos demostraron ser mejores que otros estudios. Para mayor comodidad, las

referencias se han ordenado cronoldgicamente, ya que el avance de los afios ha

repercutido en instrumentos mas sensibles, por lo que se espera unos mejores valores de

los estadisticos a lo largo de los afios.

Tabla 61. Comparacion de los estadisticos de precision y exactitud con la bibliografia

COMPARACION DE NUESTROS ESTADISTICOS DE PRECISION
Y EXACTITUD CON LA BIBLIOGRAFIA

Referencia

Valores experimentales

Valores bibliograficos

“La precision se expresa como CV(%).

°La exactitud se expresa como veracidad.

Control Interno utilizado
CRM 1¢
CRM 2
QC “Limite de Decision”
CRM NIES n° 183"

QC pool de orina (nivel bajo)35?
QC pool de orina (nivel medio)3%2
QC pool de orina (nivel alto)3%?
NIST SRM 2668L1 (nivel bajo)?52
NIST SRM 2668L2 (nivel alto) 352
ClinChek 1 (nivel bajo) Lot. #12273%
ClinChek 2 (nivel alto) Lot. #12273%3

°Seronorm Trace Elements in Urine Level 1 Lot. #877
dSeronorm Trace Elements in Urine Level 1 Lot. #878

Réplicas (n)
36
36
36
74
>50
>50
>50
34
33
10
10

Precision?
3,95
3,07
2,95
3,70
3,97
3,16
3,69
1,90
1,60

Exactitud®
1,03
0,923
2,65
17,5
2,95
0,920
0,920
2,19

En primer lugar, Scheer y sus colaboradores utilizaron NIES n°18 para medir el arsénico

total en orina, obteniendo unos valores de precison muy similares a los obtenidos por

nuestro grupo, pero notablemente inferiores en exactitud, a pesar de usar un modo de

colision a base de He como filtro de intereferencias frente al >ArCl™ y/o "CaCl".
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Nueve afios mas tarde, Jones desarrolld un método para determinar >As, 3*Cr y *Ni
utilizando también un gas de colision para eliminar las interferencias poliatdmicas. Su
grupo utilizo tres pools de orinas, uno para concentraciones bajas (10,8 pug/l), otro para
intermedias (48,1 pg/l) y un ultimo para concentraciones altas (1240 pg/l), usados como
QCs para medir la precision, expresada como CV(%), y dos SRMs para calcular la
exactitud, expresada como sesgo, aunque en la tabla anexa, y utilizando los datos
suministrados por el autor, se reconvirtio a veracidad. En base a los datos suministrados,
la precision y la exactitud fueron similares, siendo ligeramente superior en nuestro caso
para el QC “Limite de Decision” que el SRM 2668L1. Sin embargo, Schmied y su
grupo obtuvieron unos estadisticos muy superiores a los reflejados en nuestra
investigacion para la precision y ligeramente superiores en cudnto a exactitud,
utilizando el modo DRC con O para desplazar la sefial de "As a *'AsO, debido a la alta
afinidad del oxigeno con el metaloide, eliminando las posibles interferencias lo que
puede provocar una mejoria en la deteccion del mismo, mejorando los estadisticos

comparados.

En nuestra investigacion, la deteccion se realizé utilizando una ecuacion de correccion
para la sefial de 3As ya que no se disponia de modo colisién. Con respecto al modo
reaccion, solo existia un tunica linea con NHs, que a raiz de las primeras pruebas,
demostraron disminuir notablemente la sefial del arsénico. Como se observa, la
concentracion de la orina antes y después de adicionar los cloruros es similar, lo que
permite demostrar que la sefial del 7ArCl* no altera ni afecta significativamente los
resultados de arsénico en orina, o dicho de otro modo, que la ecuacion de correccion del
arsénico supone una herramienta eficaz de eliminacion de interferencias. De acuerdo a
la bibliografia (tabla 62), se puede observar diferentes maneras de detectar la sefial de
5As. En base a la informacion recogida en estas investigaciones, se puede concluir que
nuestro limite de deteccidon logrd ser mas bajo que el de otros estudios como los de

Cadwell o Jones.

El caso contrario ocurri6 con las metodologias de Heitland y Goullé. Concretamente
para esta ultima, el motivo es muy sencillo: Goull¢ y sus colaboradores contaron con un
ICP/MS de alta resolucion, el Thermo Elemental X7CCT, para llevar a cabo una

determinacion multielemental en orina, plasma, sangre total y pelo.
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Tabla 62. Comparacion de LOD y LOQ con la bibliografia. NR significa no reportados

COMPARACION DE LOD y LOQ CON LA BIBLIOGRAFIA

Referencia ICP/MS Modo de deteccion LOD (ug/l) LOQ (ug/l)
Valores
. Perkin Elmer ELAN® DRC 6100 Q-ICP/MS (Ec. Correccion) 0,16 0,53
experimentales
Thermo Elemental X7CCT354 HR-ICP/MS 0,03 0,10
) Q-ICP/MS (DRC-Hy)
Perkin Elmer ELAN® DRC 11355 ) 0,74 NR
®2=0,2-0,6 ml/min; 10% Ha
Valores
L , Q-ICP/MS (KED-He)
bibliograficos Agilent 7700x3%6 0,05 NR
Dpe=4,0 ml/min
Q-ICP/MS (KED-He)
Perkin Elmer NexION® 300D?352 0,23 NR
Due=2,5 ml/min

Al contar con tecnologia de alta resolucion, la relacion sefial/ruido es mucho mayor que
para un ICP/MS convencional con un solo cuadrupolo, como es el caso del ICP/MS que
se ha utilizado en esta tesis y el del resto de los estudios que Figuran en la tabla. No se
especifica si se trata de un sector magnético o de un triple cuadrupolo, pero en cualquier
caso, permite la deteccion de analitos a concentraciones mucho menores por la
eliminacion de las interferencias ademés de contar con una separacion de los iones del
resto de la muestra mucho mas eficiente, permitiendo llegar mucho mas abajo en la

escala de sensibilidad.

El resto de estudios fueron realizados con un Q-ICP/MS, aprovechando la tecnologia de
reaccion o DRC® de Perkin Elmer o la de colision o CRC® de Agilent, si bien
actualmente los equipos cuentan con ambas tecnologias independientemente de la casa

comercial a la que pertenezcan.

Asi, en el caso de la metodologia desarrollada por Cadwell, éste usé hidrégeno como
gas de reaccion alcanzando un valor final para el LOD unas 4-5 veces superior al
nuestro, lo cual es extrafio porque los gases mdas efectivos para la determinacion de

arsénico son el H> y el Oa.

En el caso del hidrogeno, éste reacciona con las interferencias poliatomicas (" ArCl" si
se trata de >As) eliminandola y aumentando, por ende, la sensibilidad del arsénico,
mientras que en el caso del oxigeno, es el propio arsénico el que reacciona provocando
un desplazamiento de masa hasta la m/z 91, *!AsO*, masa a la que ya no existen

interferentes poliatomicos.

152



Las condiciones de Cadwell (10% Hz) fueron replicadas por Quarles para determinar
satisfactoriamente arsénico en muestras de sangre total*’, ricas en cloro y con un efecto
matriz importante, por lo que en orina deberian ser mas que suficientes para lograr una
correcta sensibilidad. La Unica posibilidad es que los valores del gas H» indicados por el
autor (0,2 a 0,6 ml/min) no fueran suficientes para lograr una eliminacion completa de

los clusters del 16n del plasma.

Por otro lado, la investigacion de Jones reveld unos niveles de sensibilidad muy
similares a los nuestros, aunque siendo nuestro LOD levemente inferior, a pesar de la
diferencia de sensibilidad que existe entre un NexION® y un ELAN DRC® 6100, con 10
afos de diferencia. En este caso, Jones opto por eliminar las interferencias por colision,
altamente recomendada para masas <100 umas, si la interferencia es poliatdmica y su
proporcidén es muy superior a la del analito, como es el caso de los iones generados a

partir del plasma.

A la hora de trabajar con el modo de colision, o KED (Kinetic Energy Discrimination)
es importante tener en cuenta que la eficiencia en la eliminacion de las interferencias
sigue una forma parecida a la de una campana de Gauss, encontrando en el pico de
dicha estructura el valor 6ptimo de flujo en ml/min. Asi pues, desde 0 hasta ese valor
optimo, a medida que se aumenta el flujo, un mayor porcentaje de interferente es

eliminado de manera creciente.

Por el contrario, cudndo se aumenta gradualmente el valor del flujo por encima del valor
optimo, la sefial del analito comienza a disminuir por reaccion del gas de colision no
solo con el interferente sino también con el analito. Esto tiene su explicacion en el

propio funcionamiento de este modo.

El KED es una corriente de gas inerte que se suele situar entre la Optica de iones y el
analizador de masas o entre el Ql y Q2 en el caso de un ICP-QQQ. Al pasar
perpendicularmente el analito y su interferente, al ser éste ultimo de mayor tamafio por
ser poliatomico, el gas de colision choca preferentemente con las interferencias y
cambiando su trayectoria e impidiendo asi que entren al analizador de masas. Si este
flujo, por tanto, es muy alto, el analito se vera asimismo afectado disminuyendo su
sensibilidad y aumentando el LOD. Esta explicacion puede tener sentido si tenemos en
cuenta que otro estudio utilizé unas condiciones muy similares a las de Jones, salvo por

una cosa, el gas KED.
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Mientras que Heitland opt6é por un flujo alto para la deteccion, Jones empled un flujo
medio, pudiendo no eliminar completamente las interferencias poliatdbmicas presentes
en la orina, lo que explicaria la mayor sensibilidad de la metodologia del primero, 3
veces mayor que la nuestra, algo esperable para un instrumento de una generacion

superior al nuestro.

En resumidas cuentas, nuestra metodologia de arsénico total en orina cumplioé con los
objetivos propuestos y constituye una herramienta rapida, sensible y selectiva, y
competitiva incluso con algunos estudios con ICP/MS de generaciones superiores, por
lo que es ideal para cuantificar este elemento en la matriz designada y actual asi de
técnica analitica de referencia y contraste para los valores de especies totales obtenidos

mediante AEC-HPLC-ICP/MS.

Por ultimo, y referente a la preparacion de la muestra, se optd por un proceso sencillo de
dilucién 1:20 de la muestra de orina con el objetivo de no sufrir ningtn tipo de efecto
matriz, ya que para la preparacion del calibrado se utilizaron patrones acuosos. Los
estadisticos de precision, exactitud, LOD y LOQ corroboraron las ventajas de este

procedimiento.

5.2.-Desarrollo y validacion del método de especiacion de

arsénico

Por lo que respecta a las fases moéviles empleadas, y refiriéndonos a aquellas
investigaciones realizadas en orina, nuestra misma matriz, Quarles®®, Scheer®! y

Serrano’*®

utilizaron fosfato amoénico a pH 8,6, 6,0 y 9,2, respectivamente. En los tres
casos el tiempo de retencion para las especies fue menor que en nuestro caso como
consecuencia del empleo de dicha fase en combinacion con el empleo de columnas mas
cortas. En el caso concreto de Quarles, éste empled fosfato amdnico 80 mM como parte
de un modo gradiente ademés de una columna 5 veces mas corta (4 x 50 mm) que la
nuestra (4.6 x 250 mm), lo que justifica que su tiempo total de andlisis sea 6 veces
menor que el nuestro (5 minutos frente a 30). Sin embargo, y aunque no se encuentra
reflejado en su publicacidén concentraciones tan elevadas de una sal no volatil puede
suponer un problema a largo plazo debido a paradas indeseadas por limpieza y

mantenimiento, puesto que en nuestro estudio de pH con fosfatos, empleando menos

concentracion, ya se observaban restos salinos en la zona de la interfase y los conos.
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Por lo que respecta a los otros dos métodos, se tuvieron que emplear agentes

346 345

oxidantes’*® o medios basicos’* para transformar o aumentar la retencién del arsenito
que generalmente sale en el frente junto a la AB y el DMAV. En nuestra investigacion
se ha aprovechado la utilizaciéon de un modo gradiente para modificar la retencion en
funcion del pH pudiendo separar las seis especies sin necesidad de pretratamientos de
oxidacion, que pueden provocar reacciones indeseadas en las muestras ademas de
requerir del empleo de otras sistematicas para cuantificar la concentracion de las

especies oxidadas.

Otras analiticas de especiacion de arsénico en orina, sin embargo, han apostado por el
empleo del carbonato amodnico como fase moévil. Por lo que respecta a las columnas,
aquellas mas cortas, las de Morton?®*, Leese?® o Carioni?®’, presentaron como
contrapartida el empleo de elevadas concentraciones (50-80 mM) para compensar la
menor fuerza idnica con respecto a los fosfatos, lo que nuevamente afecta a la
resolucion cromatografica, como en el caso de Carioni y sus colaboradores, que
inicialmente se encontraron con que las sefiales del As™ y el DMAVY coeluian,
recurriendo una vez mas a la oxidacion para poder cuantificar el arsénico inorgédnico

como una mezcla de tri y pentavalente.

En base a todo lo anterior, el empleo de acetato aménico supone una mejora sustancial
con respecto a la resolucion cromatografica y a la posibilidad de separar la AC de la
AB, como consecuencia de su menor fuerza i6nica que permite un mayor equilibrio de
las especies en la columna. Sin embargo, la principal desventaja de esto es el
incremento de los tiempos de analisis. Para poder compensar esto se requieren unas
condiciones especificas de acidez para compensar la acidez de unas especies y la

basicidad del resto.

En el caso de nuestro modo gradiente primero se emplean condiciones basicas para eluir
comodamente AC, AB, As™ y el DMAV para posteriormente cambiar a un medio mas

acido que permita disminuir la retencién del MMAV y el AsV.

Ademas de en orina, la especiacion de arsénico también se aplica actualmente al analisis

359

de muestras acuosas®>®, diversos tipos de vegetales®°, alimentarias como el arroz*?7-*% o

360,361 362

la carne y cosméticos
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Si bien en todas ellas siguen confiando en el empleo de fosfatos o carbonatos a altas
concentraciones y por tanto, todo lo que se ha comentando hasta este punto sigue en
vigor, en el arroz o en el agua, principalmente, los problemas de resolucion asociados
son menos relevantes dado que las especies presentes son menor en numero que en el
caso de las orinas, por lo que no llegan a suponer realmente un inconveniente para dicha

resolucion, encontrando métodos cortos a tiempos de anélisis de menos de 10 minutos.

Por lo que respecta a la bibliografia, y centrandonos exclusivamente en aquellas
metodologias realizadas en matriz orina, nuestro método ha demostrado obtener mejor
valores para los estadisticos de exactitud, expresados como veracidad, que los
declarados por Pifieiro?®®, utilizando dos CRMs de la NIST, denominados NIST CRM
2669 level 1 y level 11, y 8 repeticiones. Asi, los valores de veracidad calculados para el
NIST CRM 2669 level I fueron del 6% para todas las especies menos para el MMAY
que fue de 8.6%. Por el contrario, para el NIST CRM 2669 level 11, dichos valores
fueron menos del 5% para el DMAY, MMAYVY, As'"' y AsV, mientras que para la AB la
veracidad resulto ser del 8.8%. Estos mismos controles fueron utilizados por el grupo de
Senl*] obteniendo unos resultados muy distintos. Con respecto al primer nivel (level I),
la veracidad del MMAY y el As'! fue menor del 3% mientras que para el DMAV y el
AsY fue del 38% y 10%, respectivamente. Para el segundo nivel (level II), sin embargo,
la veracidad fue <3%. Teniendo en cuenta nuestros datos, para los dos controles
internos utilizados la veracidad calculada fue <6% para todas las especies, y para ambos

controles.

Con respecto a la precision, Carioni?®” reporté un CV<5% para todas sus especies,
utilizando una muestra de orina de concentracién conocida medida como 10
repeticiones para determinar la precision. De manera similar, utiliz6 otra muestra de
orina de concentracién conocida medida 9 veces para obtener un CV <6% para todas las

especies.

Finalmente, Sen* utilizo los CRMs NIST CRM 2669 level I y level II para medir
también la precision, obteniendo valores <10% para todas las especies y en ambos

menos para el As'! del level I, que fue del 14%.



En base a estos datos, y si bien hay muy poca informacion disponible con la que
comparar, la existente refleja que la metodologia desarrollada es competitiva y presenta
unos valores aceptables, ya que si se consultan las tablas correspondientes, nuestros
estadisticos de exactitud y precision fueron para todas las especies y en ambos controles
internos <6%, resultados muy similares y en ciertos casos superiores a los presentados

por otros autores.

Ahora bien, en cuanto al limite de deteccion (LOD) y el de cuantificacion (LOQ),en
general, los pardmetros fueron similares o mas elevados que los obtenidos en nuestra
investigacion. Tanabe’® declaré tener unos limites de cuantificacion para el As', AsV,
DMAYy MMAVY de 1.2, 1.4, 1.2 y 1.3 pg/l, respectivamente, cuatro veces mas elevado
que los obtenidos en nuestro estudio. Por otro lado, Lindemann®** report6 que el LOD
de las especies de arsénico estaban en el rango de 0.3-0.5 pg/l, y sus LOQ, 1.0-1.5 pg/l,
tres veces superiores a los nuestros. Algo mas bajos fueron los valores de Xie*®, cuyos
LOD se encontraron entre 0.11-0.18 para todas las especies menos para el AsV, que fue
de 0.25. Nuevamente, nuestra metodologia es comparable y ligeramente superior a lo
reflejado por otros estudios, pudiendo defender una mayor sensibilidad (menor valor de
LOD) para nuestro estudio, demostrando la validez para medir en un rango de

concentracion mas bajo que otros métodos.

En definitiva, nuestra metodologia es selectiva, sensible y presenta unos estadisticos de
precision y exactitud adecuados y mejores que otros métodos publicados. Esto sumado
al hecho de que la resolucion y retencion de las especies también suponen un avance
con respecto a otros estudios, se puede considerar que esta metodologia es adecuada y

aplicable al estudio de los niveles de arsénico en orina en muestras de interés real.
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5.3.- Estudio de los niveles de arsénico en una muestra

poblacional espaiiola

a) Andalisis general de las especies de arsénico mas relevantes

En base a los datos recogidos, se puede deducir que la especie mas relevante es la
arsenobetaina, contribuyendo un 90% al contenido total de las diferentes especies
encontradas en este estudio (Total Speciated Arsenic o TSAs). La siguiente especie en
concentracion es el DMAVY, que representa el 9% del contenido de TSAs. E1l MMAY

apenas supuso el 1% del total.

Por lo que respecta a las especies inorganicas, no fueron detectadas en ninguno de los
686 sujetos. Estos datos son similares a los obtenidos en otros estudios nacionales®*-366
e internacionales®®’ 3%, Asi, Serrano, en un estudio similar al nuestro, midié el arsénico
total y las especies presentes en orina de 124 voluntarios residentes en Madrid,
encontrando que la especie mayoritaria fue la AB con una proporcion del 70% sobre el
resto de especies seguida del DMAVY con un 18%. Las especies minoritarias, al igual que
en nuestro estudio, fueron el MMAY y el ‘As. Por otro lado, Grau-Pérez, a través de un
estudio realizado con 1451 participantes de Valladolid, y con el objetivo de analizar las
posibles relaciones entre la exposicion al arsénico inorganico y la diabetes tipo 2,
también encontrd unos valores de concentracion superiores para el caso de la AB (70%),
seguido del DMAY, MMAV y iAs, cuyas concentraciones netas no estan incluidas, pero
cuyo orden de abundancia es el mencionado. Ademads, en este mismo estudio, la
relacion encontrada para las proporciones de DMAY y el MMAY (DMAY/MMAY) fue
de 8 veces, un valor similar al obtenido en nuestro estudio. Teniendo en cuenta que
tanto en Madrid y en Valladolid el consumo de pescado es menor que en Murcia, esto
justifica los mayores valores de AB encontrados en nuestro estudio. Por lo que respecta
a los niveles de DMAVY, son menores de los esperados al haber un importante consumo
de arroz en dicha regién, comparado con otras zonas de Espana como Madrid o

Valladolid.

En el ambito internacional, los estudios llevados a cabo por Hata (N=210) y Lee
(N=2044) en Japon y Corea del Sur mostraron niveles mas elevados de DMAV que los
de Espaiia, como consecuencia del mayor consumo de algas y otros alimentos ricos en

AsSug, que se metabolizan en dicha especie.
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Como consecuencia de esto, la AB demostr6 seguir siendo la especia mayoritaria, pero

su proporcion fue menor debido al aumento de aquella del DMAV.

Similarmente, el MMAVY y el ‘As, fueron las dos especies menos abundantes en
concentracion. Por otro lado, y al otro lado del mundo, Rivera-Nuiez realiz6 un estudio
con 343 sujetos en Estados Unidos. Nuevamente, la relacion de abundancia segliin
especies fue la misma encontrada en nuestro estudio y en el resto de estudios
mencionados, si bien los niveles totales de arsénico fueron mucho menores que los
asiaticos, probablemente debido a que la exposicion via dieta fue menor para la

poblacién estadounidense.

En resumen, la informacion que se obtiene de los estudios descritos concluye que la AB
es la especie mayoritaria durante un analisis de especiacidon, ya que, como ya se ha
hecho hincapié a lo largo de esta tesis, €sta se encuentra exclusivamente en alimentos de
origen marino como el pescado, las algas o ciertos moluscos como consecuencia de los
procesos de alimentacidon naturales dentro de la cadena trofica, por lo que un contenido
tan elevado de este compuesto apunta directamente a un origen dietético. Esta especie se
considera inerte a efectos del metabolismo y se excreta practicamente sin alterar,
generalmente al cabo de 24-48h, a excepcion de un pequefio porcentaje de DMAY

(<10%)

La aparicion de DMAY y el MMAY esta relacionada con dos posibles origenes. Por un
lado, la ingesta de arsénico inorganico, que se metaboliza en estas dos especies,
encontrandose generalmente en proporcion mas DMAY que MMAVY. El ‘As puede
encontrarse disuelto en el agua, especialmente en zonas especialmente ricas en este

mineral, o sujetas a actividades como la mineria o la industria.

La otra contribucion la supone la alimentacion, principalmente el arroz, rico en estas
dos especies, como consecuencia de la metabolizacion previa del 'As disuelto en el agua
que se usa para cultivar esta semilla o a través del suelo por medio del rizoma. Otros
alimentos como las algas, y los seres vivos que se alimentan de ellas, que contienen
arsenoazucares y arsenolipidos, al metabolizarse acaban generando, entre otras especies,

MMAY y DMAY, siendo este tltimo laespecie de arsénico mayoritaria.
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Cabe destacar que los participantes de este estudio pertenecen a una zona cuya cocina se
basa en la ingesta de alimentos a base de pescado, marisco y/o arroz, por lo que una
exposicion a través de la dieta permitiria explicar la existencia exclusiva de esta triada

de moléculas asociadas a la alimentacion.

Ahora bien, para descartar una posible exposicidon a arsénico inorganico a través de los
medios mencionados, y ante la imposibilidad de contar con muestras de agua del
terreno, se realizd un estudio bibliografico en busca de informacién sobre las
caracteristicas geologicas y/o antropogénicas que permitieran descartar la presencia de
niveles toxicos de arsénico inorgdnico. Aunque no todos los participantes vivian en la
misma poblacion en el momento de los analisis, todos ellos tenian su residencia en
poblaciones cercanas a la Sierra Minera de Cartagena-La Unidn o cercanos a los rios
que nacen de ella y acaban desembocando en el Mar Menor mediante el cauce natural
de éstos. Esta zona, como su propio nombre indica, ha sido una zona de explotacién
minera muy importante, y si bien actualmente estas instalaciones llevan clausuradas 30
anos’’’, han podido contribuir a la liberacion de metales pesados al ecosistema o bien
facilitar la movilizacion de los nativos de la zona por incremento de la acidez del medio
mediante el Drenado Acido de Minas, lo que unido a las escorrentias acabarian en rios y

371 Por

eventualmente en el Mar Menor, mar interior perteneciente al Mar Mediterraneo
lo que respecta a esta zona costera, es considerado un ecosistema protegido debido a

que sus condiciones naturales son especificas y muy poco frecuentes.

Martinez-Lopez’? llevé a cabo un estudio de los niveles de As, Fe y Mn en suelos a lo
largo de la zona costera de la Mar Menor y en diferentes puntos de los 8 rios que

desembocan en éste.

El nivel de medio de As encontrado en estas muestras fue de 108,6 mg/kg, y el rango
fue 6,90-347 mg/kg. De todas ellas, aquellas muestras recogidas en los rios que
conectan directamente la Sierra Minera con la Manga mostraron los mayores valores de
As, prueba de que el ecosistema moviliza este elemento con facilidad, y termina
depositandose en los sedimentos costeros. Ademas, las zonas con mayor contenido en
Fe y Mn mostraron asociaciones estadisticamente significativas con el arsénico, prueba
de que, como ya se ha comentado en la introduccion, el metaloide se moviliza mejor a

través de los 6xidos e oxihidroxidos de esos metales.
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Estudios realizados en muestras de tejido animal de diferentes especies autdctonas de la
Manga del Mar Menor (algunas de éstas se encuentran en peligro de extincion’’?),

374

principalmente en medusas®’4, algas®”

y anguilas’’®, revelaron un efecto de

bioacumulacion de arsénico en el organismo de dichos animales marinos.

Este efecto demostro ser decreciente con la distancia a la costa, logico y en consonancia
con la movilizacién observada por Martinez-Ldopez, y con lo descrito previamente en la
introduccion. No obstante, Mufioz-Vera analiz6 varias muestras de agua de la bahia
obteniendo resultados nulos de As en agua. Teniendo en cuenta estos datos asi como los
controles actuales en legislacion de aguas®®, es bastante probable que dicha
bioacumulacion sea adsorbida por la fauna y flora a su paso por los rios hasta la bahia,
ya que si los niveles de arsénico inorganico fueran tan elevados al contacto con los
participantes se habrian observado, aunque sea a nivel de trazas, sefial As' y AsY. Otro

149 suele ser de un

hecho que apoya esto es que al ingerir ‘As, el perfil de metabolizacion
10-30% de iAs, 10-20% de MMAY y un 60-80% de DMAVY. Teniendo en cuenta estos
porcentajes y aplicandolos a las concentraciones del DMAY y MMAYV, los niveles de ‘As
deberian ser menores del LOD, lo que no supone un problema de toxicidad. Ademas, en
el caso de que la poblacion estuviera expuesta por término medio a esos niveles no

generaria unas concentraciones de DMAY y MMAY como las observadas, por lo que la

causa principal y generadora no es la exposicion al arsénico inorgénico.

Como ya se ha comentado, la correlacion mas fuerte y estadisticamente significativa
correspondid a la AB seguida del DMAY, esperable teniendo en cuenta la relacion
existente entre ambas especies y la alimentacién. No obstante, cabe destacar que dicho
analisis estadistico revel6 una correlacion muy interesante entre ambas sugiriendo algiin
tipo de conexion entre sus origenes. Dicha conexidn se plasmd como una correlacion
estadisticamente significativa al 99% y de grado bajo-moderado (r=0,268), observada
también en otros estudios?®>343377 Analizando el porcentaje de DMA"/AB a partir de las
concentraciones excretadas de ambas especies, se encontraron valores que fueron desde
0.03307% hasta 12700% por lo que, si bien es posible que exista una relacion entre
ambas, debe existir ademas otro factor mas relevante debido al alto porcentaje

observado, posiblemente la alimentacion.
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Comparando nuestra informacion con aquella recogida del macroestudio (n=2645)
NHANES durante la ronda 2013/2014 (tabla 63), se observa que del mismo modo que
nuestro estudio, la AB y el DMAY son las dos especies mayoritarias contribuyendo un
56% y 32%, respectivamente, en linea con aquellos estudios de poblaciones con
predominante uso de algas, moluscos y/o marisco en su gastronomia, aunque esta

variable se comparara més adelante.

De todos los datos recogidos, y por similitud a nuestro estudio, se compararan el efecto

del género, la edad y el consumo de pescado, en las correspondientes secciones.

Tabla 63. Media aritmética (AM), media geométrica (GM), intervalo de confianza (IC), mediana y los datos para el
percentil 95 para el arsénico total (TAs), la suma de especies (TSAs) y cada especie por separado expresados como
g/g creatinina

Estadistico TAs TSAs AB DMAY MMAY iAs

AM (ug/g creatinina) 15,7 16,6 9,33 5,29 0,658 0,589
GM (ug/g creatinina) 7,55 9,21 2,27 3,86 0,468 0,386

IC (ug/g creatinina) 1,48 1,44 1,32 0,24 0,047 0,022
Mediana (ug/g creatinina) 6,28 7,93 34,59 3,65 0,484 0,414
Percen. 95% (ug/g creatinina) 55,7 55,7 39,4 14,4 1,65 1,69

En vista de la informacion obtenida, el factor mas probable que permite explicar la
relacion de especies y sus niveles debe ser la alimentacion. Para ello, se estudiaron
también otras posibles contribuciones como el pais de nacimiento o la edad, puesto que,
de existir una acumulacion a través de la dieta, estas dos variables deberian estar
fuertemente influenciadas por ello. Otras variables como la edad’’®, el género’”, el
efecto del tabaco®®® y la obesidad®®' han sido relacionadas con la capacidad de

metilacion de los individuos, y por ende, a los niveles de DMAY y MMAY.
b) Niveles de arsénico segun el pais de origen

Los resultados muestran claramente que la contribucién mas significativa fue aquella de
la AB, independientemente del tipo de pais, aunque cabe destacar que el tamafio
muestral de la poblacion espafiola es unas 30 veces mayor que el de las otras dos
categorias. Sorprendentemente, la concentracion de DMAY no fue tan relevante a nivel
estadistico para aquellos habitantes de Marruecos con respecto a los de Espaiia. Por lo
que respecta a la AB, su predominancia fue consistente con otros estudios debido
principalmente a la dieta. Concretamente, Marruecos y Espafia cuentan con una dieta

mediterranea similar3%2.
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La alimentacion de Marruecos esta basada fundamentalmente en una mayor ingesta de
cereales y la carne en comparacion a otros alimentos. Espafia, por el contrario, presenta
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un elevado consumo de pescado’®’, en comparaciéon con Marruecos. Por lo que respecta

al consumo de arroz, y a pesar del elevado consumo de cereales, el consumo de arroz en

la poblacién marroqui es menor que en la espafiola’®*,

La menor ingesta, pues, de arroz y de pescado, podria explicar los menores niveles de
AB y DMAY detectados entre la poblacion marroqui, consecuentemente provocando

que ésta ultima especie no sea tan relevante a nivel estadistico como para los espaiioles.

Los especies de arsénico menos relevantes fueron el MMAY vy el ‘As, en ese orden,

semejante a lo recogido en otros estudios, independientemente del tipo de pais.

Referente a los parametros PMI (Indice Primario de Metilacion) y SMI (indice
Secundario de Metilacion), la poblacion marroqui contd con una capacidad de

metilacion inferior al resto de paises.

Asi, el SMI fue tres veces superior al valor del PMI para la poblacion marroqui,
mientras que para el resto de paises, esta relacion fue cuatro veces mas alta. A tenor de
las formulas que permiten calcular estas dos magnitudes, y teniendo en cuenta las
concentraciones medias obtenidas asi como la tendencia por pais, el impacto del DMAY
en la dieta local constituyo la variable crucial para explicar sendos resultados. Cabe
mencionar de manera especial el SMI obtenido para la poblacion perteneciente a “Otros
paises”, que mostrd unos valores superiores de dicha especie pero no asi para la AB, lo
que puede ser compatible con una dieta rica en alimentos ricos en arsenoazucares, COmo

algas.

En resumen, la tendencia observada al clasificar el tamafio muestral por paises de origen
de los sujetos mostré un perfil compatible con una exposicion a través de la dieta, con
variaciones entre paises como resultado de las diferentes particularidades de la

alimentacion para cada uno de ellos.
¢) Niveles de arsénico segun la edad y el género

A raiz de los resultados presentados se pueden deducir dos hechos bien diferenciados.
En primer lugar, existe una clara tendencia creciente de excrecion de AB con la edad,

con un incremento constante de 20% por cada grupo de edad.
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El resto de especies no aportd informacion nueva y significativa ya que las
concentraciones se mantuvieron constantes. Similarmente, al hacer una comparativa
entre mujeres menores de edad (nifias) y el total de mujeres, se observd una mayor
excrecion de AB en las tultimas (nifiastadultas) que en nifias, concretamente un
incremento del 12% entre nifias y mujeres. De acuerdo a un informe elaborado por el
Gobierno de Espana referente a los habitos alimentarios en nuestro pais en 2018, existe
un creciente consumo de pescado con la edad’®>, permitiendo entonces explicar la

variabilidad observada y relativa a la excrecion de AB.

El segundo hecho es que la capacidad de metilacion mostré una leve variacion en
funcion del género y la edad. Asi, ésta fue un 15% superior para los de nifios que para

las nifias.

Sin embargo, al tener en cuenta la edad global de todos los participantes las mujeres del
estudio (nifias y adultas) mostraron una capacidad de metilacion similar con respecto a

la de los hombres.

Al comparar nuestros datos con otros estudios**3%7, se observa una tendencia opuesta,
puesto que las mujeres han mostrado de manera generalizada una eficiencia de
metilacion superior a la de los hombres, es decir, las mujeres presentan menores valores
del PMI y mayores del SMI en comparacion con los hombres. Asi, Lindbergpropuso
que la explicacion a la mayor eficiencia de metilacion de las mujeres residia en los
estrogenos, reguladores de la sintesis de las colinas, otros dadores de metilo®®®. Otra
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explicacion a este hecho reside en la homocisteina’®, aminoacido clave ya que actia

como intermediario en varios procesos metabolicos.

Dos de estos procesos se encuentran en competicién y se conocen con el nombre de
metilacion y trans-sulfuracion. El primero culmina con la sintesis de S-adenosil-
homocisteina, a expensas de la molécula S-adenosil-metionina (SAM), intermediario en
el metabolismo del arsénico y encargado de transformar el arsénico inorgénico en
MMAY y DMAY. Por otro lado, el mecanismo de la trans-sulfuracion no consume SAM
y permite la sintesis de cisteina. Entre estos dos mecanismos, y en el caso de las

mujeres, es el segundo el que se encuentra mas favorecido®

, por lo que existen mas
reservas del donador de metilos y la eficiencia es mayor. Por otro lado, los hombres,

debido a su mayor masa muscular, requieren sintetizar mas abundantemente creatina.
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Dicha sintesis requiere de la unién de L-arginina y glicina seguida de una metilacion en
la que interviene SAM. Por ello, al requerir mas equivalentes de SAM para dicha
sintesis, la disponibilidad de éstos para el metabolismo del arsénico es menor, lo que
provoca que la eficiencia de la metilacion en el caso de los hombres sea mas baja,
resultando en un valor menor del SMI. En nuestro estudio, la comparativa por género se
realizd con nifios y nifias cuya edad fue menor de 12 afios, por lo que es de esperar que
no exista ain una diferenciacion total a causa de los estrégenos, ni que los musculos de
los varones estén aun del todo desarrollados, por lo que las diferencias encontradas

pueden ser debidas a la edad.

Por otro lado, la enzima As3MT se encarga, como ya se ha explicado, de transferir un
grupo metilo a los diferentes intermedios de arsénico utilizando un donador de metilo,
como SAM. Segun algunos estudios, la presencia de polimorfismos en dicha enzima
modifica sustancialmente la eficiencia de metilacion®!-*2, y por tanto, el SMI y PMI.
Este hecho ha podido también ser la causa de las discrepancias observadas con respecto

a otras investigaciones publicadas.

En definitiva, la informacion relativa a la eficiencia de metilacion en la poblacion menor
de edad fue concluyente y se puede explicar debido a la escasa produccion hormonal y a
la presencia de polimorfismos en la enzima As3MT. Por lo que respecta a los adultos, se
precisan mas estudios para poder aseverar el efecto del crecimiento y todo lo que ello
conlleva a nivel hormonal y bioldgico, para poder determinar de una manera mas critica

como influye en la capacidad de metilacion en adultos.

La capacidad de metilacion mostré una marcada diferencia con la edad. Por un lado, se
observo que la poblacién mas joven metilaba arsénico de manera menos eficiente que la
poblaciéon adulta. Por otro lado, entre la poblacion adulta, aquellos sujetos con edad
comprendida entre 20 y 40 afios mostraron una mayor capacidad de metilacion que los
aquellos de entre 40 y 60 afios. Esta tendencia estd en consonancia con los datos

recogidos por Huang**

, ya que en su estudio los sujetos cuya edad superaba los 50 afios
presentaron un SMI inferior a aquellos de menor edad. Por otro lado, en Italia,
Bustaffa*** compar6 la capacidad de metilacion entre dos grupos de poblacion, uno
presuntamente expuesto a ‘As a través del agua, y otro no expuesto. En este tltimo, se
observo un crecimiento del SMI asi como una disminucion de los niveles de MMAY

segun la edad creciente de los sujetos hasta una edad limite, los 40 afios.
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Asimismo, se ha reportado una conexion significativa entre la edad y el menor %DMAY

con ésta, disminuyendo consecuentemente el SMI?%.

Una posible explicacion para este hecho radica en la menor abundancia de enzimas de
metilacion con la edad. Ciertos estudios vinculan el envejecimiento con una menor

expresion de los genes especificos para enzimas metiltransferasas®”6-3%7,

En este sentido, el metabolismo de arsénico inorganico depende fundamentalmente de
estas enzimas para poder modificar la estructura de éste afiadiendo secuencialmente
grupos metilo a la misma, por lo que una disminucién en los niveles de ésta implicaria
una menor capacidad de metilacion, y por tanto, un SMI mas bajo para la poblacion mas
anciana. Por otro lado, la generacion de especies activas de oxigeno (ROS) cobra
especial relevancia en el envejecimiento al ser de uno de los parametros criticos
relacionados con éste. Entre las funciones disruptivas de estas especies se encuentran la
de alterar los mecanismos de sefializacion celular®®, alteraciones en el metabolismo de
los seres vivos®” y en su ADN*"  mediante diferentes mecanismos, afectando
sensiblemente a los procesos de transcripcion de numerosas enzimas, entre las que se
encuentran la GSH y TRX. Si bien actualmente no se ha llegado a un acuerdo sobre el
mecanismo concreto de metabolizacion del ‘As, por lo que no es concluyente que la
GSH forme un complejo con el arsénico trivalente a lo largo de este proceso, si esta
implicada en la reduccion de las formas pentavalentes a las trivalentes, por lo que una
alteracion de dichos niveles podria afectar sensiblemente a este proceso de reduccion,
inhibiéndolo o alterandolo, reduciendo la eficiencia y disminuyendo la capacidad de
metilacion. Ademas de todo esto, existe una relacion entre la metilacion del ADN y el
donador de metilos SAM*=403 por lo que si los procesos de metilacion de las hebras
del ADN se ven afectados por las ROS, esto puede afectar a la formacion y el rol de

SAM, lo que, de nuevo, conllevaria unos menores niveles de DMAVY, y por ende, SMI.

A continuacidn, se muestran los datos correspondientes a la clasificacion de los datos

por género y edad del estudio NHANES (tabla 64).



Tabla 64. Biomarcadores en funcion de la edad y el género

Biomarcador

/g creatinina

TAs

TSAs

AB

DMVA

MMA

iAs

PMI

SMI

Hombres
(N=1313)

7,66+1,95

7,67+2,08

2,23+1,64

3,91+0,38

0,48+0,03

1,15+0,07

0,42

8,03

Género

Mujeres
(N=1332)

7,60+2,20

8,21+2,49

2,27+1,97

3,88+0,29

0,45+0,08

1,13+0,05

0,40

8,48

Menores

[0-20 anos]

(N=1180)

7,53+2,22

9,15+2,14

2,19+1,92

3,94+0,39

0,47+0,09

1,15+0,06

0,41

Adultos

[20-40 anos]

(N=476)

8,14+4,44

9,77+4,44

2,43+4,18

3,96+0,55

0,47+0,05

1,12+0,10

0,42

8,37

Edad

Adultos

[40-60 anos]

(N=521)

7,55+2,98

9,44+2,95

2,26+2,67

3,82+0,46

0,47+0,05

1,17£0,10

0,40

Ancianos

[>60 arios]

(N=468)

7,4742,57

8,92+2,38

2,22+2,08

3,79+0,57

0,46+0,05

1,10£0,11

0,42

8,15

La mayor diferencia con nuestro estudio radica en la mayor capacidad de metilacion

reflejada en mujeres en comparacion con los hombres, estando, por tanto, en

consonancia con lo reflejado en los estudios mencionados previamente. No obstante, y

por lo que respecta a la edad, la variabilidad del indice secundario de metilacién mostro

una pauta similar a nuestro estudio.

En definitiva, la capacidad de metilacion en nuestro estudio parece verse influenciada

por factores como el género, en el caso de la poblacion menor de edad, y por la edad.

Teniendo esto en cuenta, es posible que esta tendencia esté¢ reflejando de manera

indirecta el consumo de alimentos ricos en arsénico, que como ya se ha demostrado,

guardan una relacion directa con la edad.

17C




d) Efecto combinado del pais de origen y la edad

En este punto se decidi6 dividir segun el pais de nacimiento y la edad creciente de los
sujetos. Esto permitié observar una diferenciacion de tendencias en los niveles de AB,
DMAY y MMAY que de otro modo hubieran quedado ocultas por la tendencia general
espainola, debido a su mayor tamafio muestral y, por tanto, su mayor peso en la media

geométrica.

La AB mostr6 una tendencia proporcional con la edad. Sin embargo, para los nativos de
Marruecos los niveles de AB decrecieron con la edad (76%) mientras que el efecto fue
el contrario para los otros dos paises, siendo especialmente relevante para los “Otros

paises”, con un incremento del 579% frente al 31% de Espana.

Tanto el MMAY como el DMAY muestran un crecimiento importante con la edad para
la poblacion de aquellos paises desconocidos, 342% y 250%, respectivamente,
observandose a su vez en los respectivos PMI y SMI. Esta tendencia creciente se
observo también para los espafioles, exclusivamente para el DMAY, con un incremento
del =15% por cada grupo de edad, mientras que el MMAY los niveles fueron constantes
con la edad. En el caso de Marruecos, el MMAVY decrecié un 40% a partir de los 20 afios
y se mantuvo constante, mientras que para el DMAV se observo un crecimiento desde la
infancia a las primeras etapas de la vida adulta (40%) para posteriormente decrecer

dréasticamente para la poblacion mas anciana (57%).

El hecho de que ninguna de estas contribuciones fuera estadisticamente significativas
pudo ser debido a que, si bien estos valores estan reflejando una tendencia existente, las
variables no son exactamente ni la edad ni el pais, sino otra indirectamente relacionada

con ambas.
e) Consumo de tabaco y niveles de arsénico

A continuacion, se decidi6 estudiar uno de los marcadores de riesgo relacionados con la

exposicion al arsénico.

Tradicionalmente se ha considerado el consumo de tabaco como un factor de exposicion
al arsénico, debido a que el tabaco comercial contiene trazas de arsénico, de naturaleza
inorgéanica. Asi, los datos se dividieron en tres categorias: fumadores activos, no

fumadores y exfumadores.
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La hipotesis de trabajo contemplaba el hecho de encontrar valores superiores de
arsénico inorgénico y/o de sus metabolitos para la poblacion fumadora. Ademas de esto,

se pretendia evaluar el posible efecto acumulativo de dicha exposicion en exfumadores.

Sin embargo, los resultados no fueron los esperados. En primer lugar, los valores
encontrados de DMAY fueron superiores para poblacién no fumadora que para el resto.
Por otra parte, los niveles d¢ MMAY y el ‘As se mantuvieron constantes para los tres
grupos. Mas interesante fue el caso de la AB, que mostré un crecimiento del 4% para
los exfumadores con respecto a los no fumadores. Sorprendentemente, para la poblacion
fumadora estos niveles fueron 18% superiores con respecto a los exfumadores. Estos
datos fueron similares a los reportados por Marano*®*, ya que los valores de DMAY en
orina fueron ligeramente superiores para la poblacion no fumadora y los niveles de AB
en los fumadores fueron mas elevados que aquellos de los exfumadores. Otros estudios
encontraron valores mas elevados de MMAY y menores de DMAVY para fumadores que

para no fumadores®7-3%4

. Por lo que respecta al SMI, sus valores fueron un 54%
superiores en no fumadores con respecto a los fumadores, mientras que en el caso del
PMLI, éste fue superior para fumadores que para el resto. Estos datos fueron congruentes

con los recogidos por otros estudios*?34%,

En vista de lo anterior, se seleccionaron una serie de biomarcadores tradicionales del
tabaco para poder decidir si los datos obtenidos podian ser considerados representativos

407,408, el

o no. Estos biomarcadores fueron: cotinina, metabolito principal de la nicotina

cadmio en suero???-410

y orina*!'!, y la creatinina sérica*!?. Asi, se observo un elevado
incremento de la concentracion de cotinina, estadisticamente significativo y con una
correlacion media-alta, en los fumadores con respecto a los no fumadores y

exfumadores.

Los niveles similares y extremadamente bajos para los exfumadores y no fumadores
comparados con los consumidores de tabaco demostraron exitosamente dicho consumo.
Menos notable fue el aumento de concentracion de Cd en suero para los fumadores (x2)

con respecto al resto de la poblacion, aunque la correlacion encontrada fue alta.

Los niveles de Cd en orina y la creatinina sérica fueron constantes para las tres
categorias, si bien estos dos marcadores presentan menor relevancia que el resto. Asi,
las buenas correlaciones de la cotinina y cadmio sérico fueron suficiente para demostrar

la validez de los datos analizados.
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Por tanto, si el arsénico fuera un factor relevante deberia observarse en forma de unos
mayores valores de sus metabolitos en orina, por lo que se descarta el consumo de

tabaco como un factor influyente en el perfil obtenido.
1) Influencia del indice de masa corporal (IMC)

Otro de los factores de riesgo por antonomasia lo supone la obesidad, por lo que a partir
de la altura (mm) y el peso (kg) se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) y se dividio

en tres categorias: infrapeso, normopeso y sobrepeso.

El efecto mas relevante observado fue el gradual incremento del SMI en funcién del
IMC como consecuencia de la mayor metilacion del arsénico hasta la forma final, el
DMAYV. Este incremento no fue constante sino que inicialmente se observd un
pronunciado incremento del 19% desde la poblacion catalogada con infrapeso para
después aumentar levemente un 4% para aquellos con normopeso y sobrepeso. Por el
contrario, los niveles de AB fueron similares y levemente menores en los sujetos con
normopeso (4%), mientras que aquellos con sobrepeso mostraron unos niveles
sustancialmente menores (37%). Por lo que respecta al MMAY, la concentracién media
de la poblacion con infrapeso fue 20% mayor que aquellos con normo y sobrepeso. En
resumen, se observo una tendencia creciente de los valores de DMAY y SMI con el

IMC, mientras que ésta fue decreciente con el DMAY y el PMI.

Estos resultados son apoyados por otros estudios’s’-389:413.414.415

en los que
independientemente del género y la poblacidn, los sujetos con un mayor porcentaje de
grasa presentaron una eficiencia mas elevada en cuanto a la metilacion de arsénico. Esto
se expreso, al igual que en nuestro estudio, en menores niveles d¢ MMAY en orina y
mayores de DMAY, afectando a los PMI y SMI de manera proporcional. Una posible
explicacion radica en que la regulacion genética de la expresion de la As3MT puede
estar influenciada por el peso’®'32. Como ya se ha comentado, esta enzima es la
responsable de la metilacion del arsénico inorganico, por lo que cualquier factor que

modifique su regulacion, hipotéticamente alteraria la capacidad y eficiencia de

metilacion.
g) Influencia de la dieta en los niveles de arsénico
El factor mas relevante en este estudio y responsable, por tanto, del perfil de especiacion

determinado fue la dieta.
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Esta contribuyé significativamente a la excrecion de AB y DMAVY tal y como
demuestran las correlaciones y los datos estadisticos. Por otra parte, el MMAVY
incrementd su concentracion en un 50%. Teniendo en cuenta que en el cuestionario
realizado se registrd el consumo de pescado y marisco por semana, de manera conjunta
y para cada participante, y cotejando esto con las variaciones de cada especie, queda
patente que, de ambos alimentos el pescado fue el de mayor consumo seguido del
marisco ya que, de haber sucedido al contrario, los niveles de DMAY y MMAY serian
mas elevados, por la metabolizacién del arsénico inorgénico. El pescado contiene como
especie mayoritaria la AB*'%4'7 que no supone toxicidad alguna, y es excretada
practicamente sin alterar por el organismo humano. Por lo que respecta al marisco, éste
cuenta también con ‘As, que se acumula en su piel y en la cabeza de dichos animales,
ademas de DMAYV y, segiin qué casos, trazas de MMAY, por lo que al ingerir este
alimento no sélo excretamos AB sino también MMAY y DMAY #3419 Por otra parte, se
descarta el consumo de AsSug y AsLip debido, principalmente, a la gran similitud entre
el arsénico total determinado por ICP/MS y la suma de especies obtenida por HPLC-
ICP/MS, ya que de haber sido el caso se habrian detectado picos desconocidos,

correspondientes a los metabolitos de estos compuestos*?’.

Otra opcion que podia haber enmascarado estos supuestos picos seria que la diferencia
entre TAs y TSAs hubiera sido mayor, prueba de que podrian existir otras especies no

retenidas o no detectadas durante el andlisis, hecho que tampoco se cumple.

El consumo de arroz también se registré de la misma manera y de dichos datos se
dedujo que de manera habitual se produjeron ingestas semanales de pescado, marisco
y/o arroz. Los datos obtenidos corroboran este hecho ya que los niveles de DMAY
encontrados para aquellos participantes que reconocieron consumir cuatro raciones de
arroz a la semana presentan el mismo valor que aquellos que consumen mas de diez

raciones de pescado a la semana.

Por lo que respecta al MMAY, éste aument6 un 83% con el consumo gradual de arroz,
casi el doble que con el pescado. Esta tendencia tiene sentido ya que las especies mas
relevantes presentes en el arroz son As'l, As¥Y, DMAY y MMAV, encontrandose estos

dos ultimos en proporcion variable en funcion del tipo de suelo donde se encuentre

142 1

cultivado el cereal**’. Concretamente, en Espafia se han llevado a cabo estudios con

1 422423 que dejaron patente que las especies mas relevantes son el 'As y el

arroz naciona
DMAY, encontrando de manera minoritaria MMAV.
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Teniendo esto en cuenta, nuestros datos son consistentes con este hecho, concluyendo
que la contribucion mas relevante en nuestro estudio estuvo en linea con los resultados

obtenidos por otras investigaciones.

Por otra parte, la AB mostr6 un decrecimiento del 58% en aquellas personas que
consumieron mas arroz a nivel semanal. El arroz no contiene AB, pero el pescado si. El
consumo excluyente del arroz sobre el pescado puede explicar este hecho. En otras
palabras, aquellos participantes con un consumo elevado arroz, no consumieron pescado
en la misma medida. Esto permite explicar el decrecimiento observado para la AB como
consecuencia de que su proporcidon en la orina disminuye a la vez que aumenta aquella

de las especies del arroz.

Esto permite plantear la hipotesis de que los niveles de DMAV encontrados para el
pescado provienen del arroz, ademas de la posible metabolizacion de la AB en DMAVY,

siendo esta una contribucion minoritaria a los niveles totales de DMAVY excretados.

La capacidad de metilacion se vio fuertemente influenciada por el tipo de alimento. Asi,
¢sta experimentd un aumento correspondiente a tres veces su valor con el creciente

consumo de arroz, para el SMI, y de dos veces para el PMI.

Teniendo en cuenta la dieta de los sujetos, el arroz y el marisco, por contener DMAVY y
MMAY, deberian contribuir al SMI y PMI, respectivamente. Ademads, el pescado
también deberia contribuir, mas levemente, debido al DMAV generado como
consecuencia de la metabolizacion de la AB. Por otro lado, el arroz deberia contribuir
mas que el pescado (incluido el marisco) al incremento de los valores del PMI y SMI,
maxime si se tiene en cuenta la hipotesis formulada de que el consumo del primero
limita el del segundo. Ahora bien, en cuanto al pescado, la relacion entre los valores del
consumo maximo y minimo fue sustancialmente mayor en el caso del SMI, unas cinco
veces, mientras que el PMI supuso un incremento aproximado de 1,4 veces. En el caso
del arroz, esta relacion se correspondid con un incremento de 2,6 veces para el SMI,
frente a 1,79 del PMI. Como puede verse, el pescado tiene mayor impacto en estos
indices, lo que se puede explicar teniendo en cuenta que el consumo de pescado, en
numero, fue mayor que el de arroz, independientemente del hecho de que al consumir

arroz, no se consumiera pescado.
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El siguiente paso fue dividir el consumo de estos dos alimentos por paises. Teniendo en
cuenta que la poblacion espafiola fue la dominante de este estudio, se observd un
incremento significativo de los niveles basales de MMAY para la poblacion marroqui
frente al resto, como demuestra la correlacion y el valor P-value obtenido. Para la
poblacion espafiola y la de “Otros paises”, la contribucion estadisticamente mas
relevante fue aquella del pescado, concretamente la AB, y en el caso concreto de la

espafiola, adicionalmente el DMAV.

Por ultimo, y comparando nuestros datos referentes a la dieta con aquellos del
NHANES (Tabla 65), se observa que los niveles generales de arsénico son

sustancialmente menores.

Tabla 65. Comparacion de los biomarcadores de nuestro estudio y el del NHANES

Estudio comparativo de la ingesta de pescado entre Espafia y Estados Unidos
Biomarcador Piezas por semana en Espafa Piezas por semana en EEUU
(ug/q creatinina) 0 1-5 5-10 >10 0 1-5 5-10 >10
(N=154) (N=411) (N=114) (N=9) (N=383) (N=645) (N=16) (N=1000)
TAs 20,96,9 32,2453 47,0+1,4 71,8+2,4 7,09+0,08 8,05+0,10 10,78+1,17 7,57+0,08
TSAs 18,546,7 29,1+4,9 42,8+1,0 64,612,0 7,29+0,09 10,75+0,11 21,7040,91 17,75+0,09
AB 14,946,6 22,9446 35,9+1,0 54,6+1,9 1,9940,07 2,51+0,09 2,64+0,61 2,21+0,07
DMAY 0,341+0,017 0,956+0,020 1,360,066 2,56+0,198 3,6910,02 3,9240,01 5,568+0,15 3,9240,02
MMAY 0,102+0,009 0,111+0,066 0,099+0,018 0,159+0,071 0,44+0,01 0,46+0,01 0,61+0,02 0,4810,01
iAs <LOD <LOD <LOD <LOD 1,0710,01 1,1540,01 1,2040,02 1,1510,01
PMI 0,592 0,625 0,569 0,864 0,41 0,40 0,51 0,42
Smi 3,33 8,64 13,6 16,1 8,38 8,41 9,12 8,16

En vista de estos datos, queda patente que la principal causa de este hecho puede ser una
menor ingesta de platos de naturaleza marina o, dicho de otro modo, los niveles parecen
indicar un menor consumo de pescado que en la muestra poblacional espafiola. De
hecho, segun varios informes publicados por el Comité de Investigacion Econdémica del
Ministerio de Agricultura de los Estados Unidos en 2014, los alimentos de origen
marino representaron el tercer tipo de comida menos consumida (Figura 53) por la
poblaciéon. Este hecho corrobora las conclusiones de otro estudio llevado a cabo ese

mismo afio sobre la poblacién americana*?*,
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Entre los factores que se analizaron se puede encontrar la edad, el género y la
alimentacion. Asi, contando con aproximadamente unas 15.000 personas, se concluy6
que la poblacion de Estados Unidos no cumplia con los estandares minimos de nutricion

en materia de consumo de pescado, marisco, etc.

Seafood was one of the least consumed protein foods on a weekly per capita basis
in 2014

Tiee nuls, 2.5 02. aquiv, Dry beans and lentils, 1.4 oz. equiv.

Seafood, 2.7 oz. equiv.

Eggs, 3.5 oz. equiv.

Poultry, 17.1 oz. equiv.

Peanuts, 3.9 oz. equiv.

Pork, 9.0 oz. equiv.

Beef, veal, and lamb, 12.3 oz. equiv.

Note: oz. equiv. = ounce equivalent. One ounce of meat, poultry, or fish; % cup of cooked beans;
1 egg; 1 tablespoon of peanut butter; ¥ ounce of nuts or seeds is equal to 1 ounce equivalent
from the Protein Foods group.

Source: USDA, Economic Research Service, Loss-Adjusted Food Availability data.

Figura 53. Habitos alimenticios en Estados Unidos

Cuatro anos después, en 2018, la misma organizacion llevo a cabo otro estudio dirigido
a estimar la ingesta promedio per cépita de los alimentos con proteina animal (Figura
54). Entre los diferentes tipos, aquellos de origen marino demostraron consumirse en
menor cantidad (un factor de cuatro veces menos) que la ternera, el cerdo o el pollo,

siendo este ultimo el de mayor crecimiento en los 20 afios previos.

U.S. per capita availability of beef, pork, chicken, and
fish/shellfish-1910-2018

Pounds per person'
100

—Beef —Pork —Chicken —Fish and shellfish
90
80
70
60
50
|
30
20
10 W
o

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

'Calculated on the basis of raw and edible meat in boneless, timmed (edible) weight.
Excludes edible offals, bones, viscera, and game from red meat. Include skin, neck, and
giblets from chicken. Excludes use of chicken for commercially prepared pet food.
Source: USDA, Economic Research Service, Food Availability Data.

Figura 54. Comparacion del consumo de alimentos ricos en proteina animal en Estados Unidos
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Entre los alimentos mas consumidos por la poblacion se encontré el salmon, las gambas
y el atin enlatado*®. Todos ellos contienen AB y DMAY pero en baja proporcion con

426428

respecto a otros pescados , principalmente debido al tamafio, ya que al igual que el

mercurio, el arsénico se bioacumula®-4%°

, por lo que las especies animales pequenas
bioacumulan menos que las de mayor tamafo. En resumen, el consumo de pescado para
la poblacion es menor, y ademads, el tipo de pescado ingerido contiene niveles de
arsénico inferiores a otros alimentos de la misma naturaleza que si se consumen en
Espafa. En cuanto a la tendencia observada para el mayor consumo de pescado o
marisco, es muy similar a la nuestra, salvo por el decrecimiento observado en para
aquellos sujetos que declararon haber consumido mas de 10 piezas por semana.
Dividiendo por especies, la AB mantiene, a grandes rasgos, unos niveles similares que
rondaron los 2-3 pg/g creatinina, independientemente del consumo, similar a la
tendencia del MMAY, en torno a 0,50-0,60 pg/g creatinina. Por el contrario, es el
DMAY el que sufre mas esta depresion en los valores, reduciendo su valor en casi la
mitad. Una posible explicacion a este hecho puede ser que aquellos sujetos que

consumieron mas de 10 piezas estuvieran incorporando a su dieta otro tipo de pescados

distintos al resto de sujetos con las demas pautas de consumo.

En resumen, este estudio ha permitido determinar que la contribucion mas elevada a los
niveles de arsénico fue aquella de la dieta, encontrando también que otros parametros
como el género, la edad o el pais de origen, y por tanto, los hébitos culinarios, influyen

en el mismo.
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6.-Conclusiones/Conclusions

The most relevant conclusions found in this study are summarized below:

1. Two selective, sensitive, precise, accurate and cutting-edge methodologies,
based on Total Arsenic as well as Arsenic Speciation, have been developed in
order to identify and quantify in urine samples AC, AB, DMAY, MMAY, AsV y
ASIH.

2. The benefits of using a mathematical equation compared to the use of a
collision/reaction gas to eliminate the contribution of the polyatomic 7>ArCI*
interference has been proved. Hence, the two methodologies carried out showed
a greater sensitivity compared to other published methods.

3. The Arsenic Speciation methodology developed solved the resolution and
drifting problems presented in the traditional mobile phases.

4. The arsenic species distribution calculated from the samples of the population
study (N=686) showed that the 90% of the total arsenic detected corresponds to
arsenobetaine, a non-toxic arsenic species. The remaining 10% consists of
DMAVY (9%) and MMAY" (1%). On the other hand, inorganic arsenic (‘As) was
not detected in any of the samples.

5. The speciation profile found is compatible with an arsenic exposure occuring
through diet, mainly rice and fish, arsenic-enriched food. As a consequence of
that, no toxicological risk for the human health of the subjetcs of the study is
expected.

6. A specific tendency was observed when the subjects were classified under their
country of birth. This was succesfully explained and linked to the specific diet of
the different countries.

7. The methylation capacity, measured using the Primary Methylation Index (PMI)
and the Secondary Methylation Index (SMI) was greater in case of male children
than female children.

8. The smoking habits of the subjects did not have any influence over the arsenic
speciation profile, regardless of the positive response of the main smoking
biomarkers over the tobacco consumption. Hence, the smoking habits was not
considered a substancial source of arsenic.

9. The methylation capacity increased subsequently with the increase of the BMI.

10. Fish intake in the Spanish population analysed was superior to that of the USA.
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