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RESUMEN:

Introduccion: El cambio de uso de los campos agricolas a las actividades industriales ha
creado areas donde se compite por las fuentes de agua; lo que genera areas contaminadas
que conllevan a un problema de salud publica, repercutiendo negativamente en las
poblaciones, particularmente en las mujeres embarazadas y los nifios. Las fuentes de agua
como los rios Atoyac y Xochiac presentan compuestos organicos volatiles como
cloroformo, cloruro de metileno y tolueno, producto de las descargas industriales. Estos
compuestos dafian la salud y no son considerados en la normatividad ambiental de México.
Por lo anterior, el estudio evalta los riesgos a la salud de la poblacion en zonas aledafias a
estos rios. Asimismo, determina los polimorfismos de las enzimas glutation S-transferasa
mul (GSTM1) y thetal (GSTT1) y su relacién con la frecuencia de dafio celular en
linfocitos de sangre periférica.

Metodologia: El estudio fue transversal de corte prospectivo. Incluyé personas de las
comunidades en la zona limitrofe de Tlaxcala y Puebla de acuerdo a criterios de inclusion
predeterminados. En la primera etapa, se identificaron los riesgos a la salud mediante una
encuesta epidemiologico ambiental que investiga la historia ocupacional y familiar,
antecedentes de cancer y habitos personales; y se entrevistd a una muestra no probabilistica
en 11 comunidades. En la segunda etapa, se tomo una muestra sanguinea para determinar
los polimorfismos de las enzimas GSTM1 y GSTTL, y la frecuencia de dafio celular
mediante el sistema de micronucleos. Los datos se analizaron en el programa SPSS, utilizando

pruebas de correlacion, regresion y ANOVA con una p < 0.05.



Resultados: Se encontraron tres clases de riesgos a la salud: la exposicion ocupacional a
productos quimicos tdxicos y carcindgenos en la industria petroguimica, lavanderias y en la
agricultura; la exposicion ambiental a los compuestos organicos volatiles provenientes de
las descargas industriales que llegan a los rios Atoyac y Xochiac y al sistema de
alcantarillado; y por altimo, el estilo de vida individual (fumar, beber y un indice de masa
corporal elevado).

Los evaluados de las regiones 1 y 2 presentaron la mayor frecuencia de células con 1
micronucleo (MN), con méas de 1 MN y con 1 gemacion nuclear (CHB); y los hombres que
viven en la region 2 presentaron las frecuencias més altas de puentes nucleoplasmicos
(NPB). EI 57% y el 9.5% de los evaluados presentaron los polimorfismos de GSTML1 nulo
y de GSTT1 nulo respectivamente. Las personas con polimorfismo de GSTT1 nulo
mostraron asociacion con la frecuencia total de MN, con las células con 1 MN y las NPB.
Conclusiones: El dafio genotdxico se distribuyd de manera diferente en las regiones
estudiadas, siendo las mas afectadas aquéllas que estaban cerca a los rios Atoyac y
Xochiac, lo cual indicaria un efecto probable a la exposicion de los contaminantes Ilevados

por estos rios que cruzan a través de la zona de estudio.

Palabras claves: Contaminacion ambiental, polimorfismos de GSTM1 y GSTT1, dafio

celular, micronucleos.



ABSTRACT

Introduction: The change in the use of agricultural fields to industrial activities has created
areas that are competing for the water sources; this generates polluted areas that lead to a
problem of public health, rebounding negatively in the populations, particularly in the
pregnant women and the children. The sources of water as the rivers Atoyac and Xochiac
show volatile organic compound as chloroform, methylene chloride and toluene, product of
the industrial discharges. These compounds damage the health and they are not considered
in the environmental normativity of Mexico. For the therefore, this study evaluates the risks
to the population’s health in areas close to these rivers. Also, it determines the
polymorphisms of the enzymes glutathione S-transferase mul (GSTM1) and thetal
(GSTT1) and their relationship with the frequency of cellular damage in peripherial blood
lymphocytes.

Methodology: The study was cross-sectional of prospective court. It included people of the
communities in the bordering area of Tlaxcala and Puebla according to predetermined
inclusion approaches. In a first stage, the risks were identified for the population’s health by
means of an environmental epidemiology survey that research the occupational and family
history, cancer antecedents and personal habits, and interviewed to a sample non
probabilistic in 11 communities. In the second stage, took a blood sample to determine the
polymorphisms of the enzymes GSTM1 and GSTT1 and the frequency of cellular damage
by the micronucleus assay. The data were analyzed in the program SPSS, using correlation,

regression and ANOVA tests with a p < 0.05.



Results: Three classes of risks to the health were determined: the occupational exposure to
toxic and carcinogen chemical products of the petrochemical industry, laundries and the
agriculture; the environmental exposure to the volatile organic compounds of the industrial
discharges that arrived at the rivers Atoyac and Xochiac and the sewer system; and finally,
the individual lifestyle (smoking, drinking and high body mass index).

People evaluated from the regions 1 and 2 presented the highest frequency of cells with 1
micronucleus (MN), with more than 1 MN and with 1 chromatin bud (CHB); and the men
living in the region 2 presented the highest frequencies of nucleoplasmic bridges (NPB).
The 57% and 9.5% of those evaluated presented polymorphisms of null GSTM1 and null
GSTTL1 respectively. People with polymorphisms of null GSTT1 showed association with
the total frequency of MN, and cells with 1 MN and NPB.

Conclusions: The genotoxic damage were distributed in a different way within the studied
regions, being the most affected those ones that were closer to the rivers Atoyac and
Xochiac, that could indicate a probable effect to the exposure of the pollutants present in

these rivers that cross through the area of study.

Key words: Environmental pollution, Polymorphisms of GSTM1 and GSTT1, cellular

damage, micronucleus.



CAPITULO I. INTRODUCCION

En el devenir del desarrollo tecnoldgico e industrial, el ser humano ha logrado satisfacer
muchas necesidades basicas y no bésicas para su vida; permitiéndole gozar de una vida méas
confortable. Sin embargo, muchos aspectos de este desarrollo repercuten negativamente —a
largo plazo- en su propia salud y la de las comunidades. Una de las consecuencias negativas
del desarrollo en los tiempos modernos la constituye la contaminacion ambiental, un problema
muy relevante a tener en cuenta porque afecta la calidad de vida de la poblacién en general,
especialmente la salud de grupos vulnerables como son las mujeres embarazadas, los nifios y

adultos mayores (Bruce y col, 2000; Sram, 1999).

La contaminacion ambiental se considera actualmente un problema de Salud Publica.
Diversos autores (Albalak y col, 1999; Woodruff y col, 1997) reportan la existencia de
evidencia consistente entre la contaminacion del aire y patologias del aparato respiratorio
como son: la obstruccién pulmonar cronica y la infeccion respiratoria aguda en nifios, siendo
esta Ultima, una de las mas importantes causas de muerte en nifios menores de 5 afios en paises

en desarrollo (Bruce y col, 2000).

Por otra parte, estudios nacionales e internacionales sefialan que la contaminacion
ambiental se ha incrementado a través de los afios con especial impacto en paises en
desarrollo cuya poblacién no se encuentra lo suficientemente sensibilizada sobre las
consecuencias que esta contaminacion puede ocasionar en la salud presente y futura. Varios

aspectos del bienestar humano son influenciados por el ambiente, y muchas enfermedades



se pueden iniciar, promover, sostener, o estimular por factores ambientales. Por esta razon,
las interacciones de la gente con su ambiente son un componente importante de la Salud

Publica (Moeller, 2005).

En la mayoria de las naciones industrializadas, se estdn empezando a tomar medidas
preventivas para disminuir los problemas de salud debido a la contaminacion ambiental; sin
embargo, a pesar de ello, en los EUA el 8% de la poblacion sufre de bronquitis cronica,

enfisema, asma a causa de la contaminacién (Moeller, 2005).

La presente investigacion describira los riesgos por la exposicion a contaminantes quimicos
como el cloroformo, cloruro de metileno, entre otros, en los pobladores de las comunidades
aledafias al rio Atoyac en Tlaxcala y Puebla. Ademas, se estudiaran los riesgos a la salud
por dichos contaminantes y su probable asociacion con la frecuencia de dafio celular por el
sistema de micronudcleos; asi, como la relacion entre los polimorfismos de las enzimas

GSTM1y GSTT1 con el dafio celular.



CAPITULO 1l. MARCO TEORICO

Los efectos negativos en la salud como producto de la exposicién a un factor ambiental
pueden expresarse inmediatamente o tardar afios en manifestarse. De alli, la relevancia de
identificar el problema antes de la aparicion de los sintomas dado que los individuos estaran
expuestos por largos afios antes de que se manifieste el dafo. En estos casos es importante

evaluar los biomarcadores.

2.1. Biomarcadores
Son indicadores biologicos que miden la magnitud de una alteraciéon producida por la
exposicion a sustancias toxicas, la cual dependerd de la naturaleza del compuesto y de la

dosis de exposicion (Klaassen, 1996).

En estudios epidemioldgicos son importantes los biomarcadores, porque pueden ser usados

como indicadores internos de exposicion ambiental y pueden reflejar efectos adversos

tempranos, como dafio o muerte celular (Smith y col, 1993).

Los biomarcadores son una herramienta ttil para evaluar el riesgo potencial de las

diferentes exposiciones ambientales. Segun Albertini y col (1996) se pueden clasificar en:

A. Indicadores de exposicion

Se obtienen midiendo la concentracion de una sustancia toxica o sus metabolitos, estos

pueden estar solos o unidos a ADN (Acido Desoxirribonucleico, siglas en inglés: DNA),



ARN (Acido Ribonucleico, siglas en inglés: RNA), proteinas o receptores en fluidos o
tejidos corporales y productos de excrecion. Entre ellos estan los aductos de DNA, aductos
de hemoglobina; que directamente sefialan la presencia de la sustancia xenobiotica
(sustancias quimicas que no tienen utilidad metabodlica y pueden ser toxicos) y su

interaccion con una molécula critica.

B. Indicadores de efecto

Permiten evaluar el efecto bioldogico como resultante de exposicion. Es cualquier cambio
cuali o cuantitativo predictivo de dafio a la salud y que resulta de la exposicion a un agente
exodgeno. Entre ellos, estan las aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas

hermanas, microntcleos, etc.

C. Indicadores de susceptibilidad

Son los que sefialan una limitacién adquirida o inherente de un organismo para responder a
la exposicion a una sustancia xenobiotica. Indican incremento del riesgo en cualquier etapa
del progreso de una enfermedad. Por ejemplo, se encuentran los polimorfismos metabdlicos
de origen genético relacionados a las familias de enzimas como citocromo P450, glutation

transferasas, entre otros.

2.2. Metabolismo
Las enzimas implicadas en el metabolismo y desintoxicacion de los compuestos
xenobiodticos se clasifican en enzimas de fase I o de fase II. Como resultado de las diversas

reacciones de oxidacion catalizadas por las enzimas de la fase I, muchos productos son



transformados en intermediarios de naturaleza electrofilica, muy reactivos, capaces de

atacar rapidamente a moléculas celulares nucleofilicas como proteinas y acidos nucleicos

(Fig. 1).

Existen varios sistemas de desintoxicacion y eliminacién que participan en la proteccion
frente a estos agentes toxicos, uno de los mas eficientes en la eliminacion de electrofilos es

el del glutation reducido (GSH) y la glutation S-transferasa (GST) (Hayashi y col, 1992).
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Fig 1. Metabolismo de Fase I y II (Tomado de Zalacain, 2005).

2.3. La enzima Glutation S-transferasa (GST)

Las principales familias involucradas en el metabolismo de cancerigenos son la Citocromo
P450 (CYP450) y la glutation S-transferasa (GST) (Gonzalez y col, 2004). La GST, se
encarga de la desintoxicacion de cancerigenos en la fase II del metabolismo, es una

superfamilia de enzimas multifuncionales diméricas que conjugan el azufre de la cisteina



del glutation reducido (GSH: glutamil-cisteina-glicina) con centros electrofilicos de
compuestos organicos hidrofobicos que pueden ser provistos por un atomo de carbono,
nitrogeno o azufre. Estos conjugados se hacen mas solubles facilitando su eliminacion de

las células (Sheehan y col, 2001).

La reaccion general que cataliza la enzima GST es:

GSH + RX — GSR + XH

Esta reaccion es una de las primeras etapas de la via del acido mercapturico, en la cual los

xenobidticos son inactivados y eliminados del organismo (Habing y col, 1974).

Las GSTs han sido descritas como vitales para el metabolismo efectivo de desintoxicacion
de electrofilos en una gran variedad de organismos (Hayes y Pulford, 1995). Ademas, estas
enzimas pueden desintoxicar compuestos producidos endogenamente producto del

metabolismo de Fase I; y también, pueden activar algunos compuestos como los

dihalometanos (Marsh y col, 2004).

La enzima se une con alta afinidad a esteroides, bilirrubina, grupo hemo, carcindgenos,
hidrocarburos aromaticos policiclicos y numerosos aniones organicos. Para lograr esto, la
enzima presenta diversas isoformas, las cuales poseen el mismo peso molecular, con
diferencias en su estructura primaria y por lo tanto, modificaciones en la estructura
secundaria y terciaria, por lo que existen isoformas con distinta habilidad para metabolizar

un sustrato en particular.
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En la familia de las GSTs de mamiferos se tienen las de tipo de membrana; y también estan
las citosolicas y dentro de ellas son cuatro las clases principales, de interés en los humanos,
denominadas alfa (GSTA), mu (GSTM), pi (GSTP) y theta (GSTT). Todas estan
compuestas de dos subunidades de aproximadamente 23 a 28.5 kDa. Adicionalmente, se
han descrito variedades dentro de cada tipo de GSTs en GSTA (GSTA1 y GSTA2), en
GSTM (GSTM1, M2, M3, M4 y M5), en GSTT (GSTT1 y GSTT2) y en GSTP (GSTPa y

GSTPb) que son las mas estudiadas.

2.4. Los polimorfismos genéticos de GSTs
Los polimorfismos genéticos son variantes de genes individuales que aparecen por
mutaciones en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren una

frecuencia del 1% o mas en la poblacion tras multiples generaciones.

Los polimorfismos son la base de la evolucion y los que se consolidan pueden ser
silenciosos o proporcionar ventajas a los individuos que los poseen (Guttmacher y Collins,
2002); aunque, también es posible que influyan en el riesgo de padecer una enfermedad,
denominados variantes que confieren susceptibilidad genética a la enfermedad,
particularmente como consecuencia de la exposicion a xenobiodticos (Porta, 2003). Un
ejemplo son las variantes nulas (anulan la funcidon) que se presentan en genes que codifican
enzimas glutation S-transferasas (GSTM1 y GSTT1). Los fumadores y portadores del
polimorfismo nulo podrian tener un riesgo aumentado de padecer cancer de pulmon o de
vejiga, posiblemente por ser incapaces de metabolizar los carcindgenos del tabaco

(McWilliams y col, 1995; Sorensen y col, 2004; Hung y col, 2004; Falck y col, 1999);

11



aunque, estos hallazgos no siempre son consistentes (Benhamou y col, 2002).

Generalmente, los polimorfismos genéticos se consideran indicadores de susceptibilidad
individual, particularmente aquellas que dan lugar a diferencias en el metabolismo o en la
reparacion del DNA, porque modulan la respuesta individual usando distintos mecanismos
en la activacion y desintoxicacion ante la exposicion a carcindgenos genotoxicos
(Pavanello y Clonfero, 2000). En otras ocasiones, probablemente la mayoria de los casos,

los cambios son silenciosos y no tienen repercusiones funcionales.

Sélo por medio de estudios moleculares especificos se puede poner de manifiesto si los
polimorfismos son funcionales, y mediante los estudios epidemioldgicos, que son
fundamentales, se puede valorar si hay efectos en la salud de la poblacion (Guttmacher y
Collins, 2002; Caporaso, 2002; Tabor y col, 2002). Los polimorfismos, propiamente,

pueden darse en cualquier region de un gen como se muestra en la figura 2.
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Fig 2. Mecanismos moleculares de polimorfismos de enzimas de biotransformacion (Tomado de
Wormhoudt, 1999). Delecion completa del gen (1), causa ausencia completa de la proteina.
Mutacion del promotor (2), causa menor proteina. Mutacion del limite del exon-intron (3), causa
una proteina incompleta o inactiva. Mutacién en una zona no critica del exén (4), causa una

proteina con actividad alterada. Mutacion en una zona critica para la actividad enzimatica (5), causa

una proteina sin actividad.

En la familia de las GSTs se han descrito polimorfismos en las clases GSTM1, GSTT1 y
GSTPI1, quienes participan en la conjugacion del glutation reducido (GSH) con varias

especies reactivas, como son los epoxidos y algunos sustratos clorados.
Las GSTs, estan implicadas en la desintoxicacion de numerosos metabolitos carcindgenos.

El polimorfismo nulo de GSTMI1 resulta en una menor capacidad para desintoxicar algunos

carcindgenos presentes en el humo de tabaco, y el GSTT1 nulo se traduce en baja tasa de

13



metabolismo para el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (Sreelekha y col, 2001) dando por
resultado que el individuo portador de estos polimorfismos sea mas susceptible a los
efectos carcinogénicos de estos compuestos (Wiencke y col, 1995). En la GSTP1 se da el
cambio del aminoacido isoleucina por la valina, generando la GSTPb mutante, alterando la
actividad especifica y la afinidad para sustratos electrofilos y se reporta asociacion con el

cancer testicular y de vejiga (Harries y col, 1997).

En la clase mu (GSTM), el gen GSTMI es objeto de una frecuente delecion que lo inactiva;
los homocigotos para esta delecion carecen de actividad enzimatica GSTM1 (genotipo
nulo). Aproximadamente, el 50% de los sujetos de raza blanca y de los japoneses, y un 30%
de los de raza negra tienen genotipo GSTM1 nulo (Seidegard y col, 1990; Lin y col, 1994;
Kihara y col, 1995; Chen y col, 1996). La importancia de la ausencia de esta actividad
enzimatica radica en que la enzima GSTMI1 conjuga con el glutation reducido, y con ello
inactiva al epoxido de benzo(a)pireno resultante de la accion de la enzima CYP1A1 sobre
el benzo(a)pireno del humo del tabaco, asi como a otros carcinégenos (Ketterer y col,
1992). Ademas, la enzima GSTMI1 puede generar metabolitos toxicos a partir de otros

productos (Guengerich, 1994).

La clase theta de la superfamilia de la glutation S-transferasa también presenta un

polimorfismo que induce un genotipo nulo en aproximadamente 35% de la poblacion

(Warholm y col, 1995; Chen y col, 1996).
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2.5. Sistema de Micronucleos (MN)

En la division celular el material genético (DNA) contenido en el nticleo celular se replica y
divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso puede
generarse de manera erronea debido a alteraciones durante la replicacion y posterior
segregacion cromosdmica y a roturas cromosomicas (por ejemplo debido al efecto de la
radiacién y de sustancias genotdxicas) produciéndose pérdida de material cromosémico
conllevando a que el reparto del material genético no sea equitativo. Cuando ocurre esto, el
material genético que se separa queda excluido y no se incorpora correctamente al nicleo
de la célula hija, originando un nuevo nucleo de menor tamafio que el primario denominado

“micronucleo” (MN), visible facilmente al microscopio optico (Fenech y col, 1999).

El uso de la técnica del recuento de MN como medida de dafio cromosdmico sobre cultivos
de linfocitos humanos fue propuesto por primera vez por Countryman y Heddle (1976),
cuyo objetivo era la eleccion de tipos celulares con gran actividad mitética. En 1985,
Fenech y Morley, consiguieron frenar el proceso de la division celular cuando la célula s6lo
hubiese sufrido una division mitotica, mediante el bloqueo de la citocinesis (CBMN:
cytokinesis-block micronucleus) con citocalasina-B (Cit-B). Asi, la formacién de MN en la
anafase mitotica se muestra en el bloqueo con Cit-B y la consecuente obtencion de células

binucleadas, sin el cual se observarian células mononucleadas con pérdida cromosoémica

(Fig. 3).
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Fig 3. Formacion de Micronucleos (Tomado de Fenech, 1999).

La citocalasina-B es una molécula aislada del hongo Helminthosporum dematoideum, que
inhibe la polimerizacion de actina, impidiendo la citocinesis al imposibilitar la creacion del
anillo contractil, constituido por microfilamentos de actina y miosina, necesarios para la
particion celular en la telofase mitdtica. Esta molécula no afecta a las fibras del huso ni a la
division del nucleo, por lo que origina células binucleadas bloqueando la primera division

debido al tiempo de cultivo (Fenech, 1993; Fenech, 2000).

Desde entonces, el sistema de MN se ha validado en numerosos estudios y esta considerado
como un biomarcador efectivo de dafio en el DNA. Para la validacion se cre6 un programa
internacional de micronticleos humanos (HUMN: HUman MicroNucleus Project), disefiado
por Michael Fenech y Stefano Bonassi con el fin de recopilar las frecuencias basales de
MN  obtenidas en  diferentes laboratorios y  poblaciones del mundo

(http://ehs.sph.berkeley.edu/holland/humn/). El principal objetivo consistié en identificar
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las fuentes y niveles de variabilidad capaces de influir en la frecuencia basal de
micronucleos en linfocitos humanos, comparar las distintas técnicas utilizadas para definir
un protocolo estdndar y realizar asi un estudio prospectivo por parte de todos los
laboratorios implicados e incluso intentar establecer una asociacion entre la frecuencia de
MN y enfermedades como el cancer (Fenech y col, 1999; Bonassi y col, 2001). Su utilidad
fue validada con mas de 100 compuestos quimicos genotdxicos y carcinogénicos, usando
diversos sistemas bioldgicos como: hepatocitos, linfocitos, mielo y eritoblastos humanos y

animales tanto in vVivo como in vitro (Smith y col, 1993; Heddle y col, 1991).

Simultdneamente al desarrollo de la técnica con citocalasina-B (Cit-B) se gener6 otra
opcion para determinar MN en células proliferantes utilizando Bromodeoxiuridina (BrdU),
analogo de timidina, y una tincion especifica con anticuerpos anti-BrdU-DNA. La BrdU es
toxica al igual que la Cit-B, pero puede emplearse una concentracion muy baja para
detectar a las células que la incorporaron. Esta técnica permite evaluar los mismos
parametros que se determinan con el método de Cit-B (Montero y col, 1997, 2003; Norppa

y col, 1993).

A. Criterios de evaluacion de MN

Se han descrito criterios para que el recuento de MN se realice de manera confiable y
objetiva (Fenech, 2003; Muller y col, 1993): los MN se parecen al ntcleo principal pero
son mas pequefios, contienen DNA o da tincion DNA-positiva, son redondos a ovales con
bordes bien definidos, estan en el mismo plano focal que el nucleo principal, el tamaio

depende del tipo celular estudiado o agente aplicado para generarlo, y no es mayor de 1/3
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del didmetro del nucleo principal. Los criterios para la evaluacion de los MNs se detallan en

forma resumida en la tabla 1.

Tabla 1. Criterios para evaluacion de Micronucleos
(Tomado de Fenech, 2003).

El didmetro oscila entre 1/16 - 1/3 de la media del diametro del
ntcleo principal

No refractarios

Intensidad de tincidn similar a los nucleos principales o superior

Forma similar a los ntcleos de las células binucleadas

No conectados con ninguno de los nucleos de las células
binucleadas

Pueden tocar los nucleos de las células binucleadas pero no
solaparse con ellos.

En un mismo cultivo celular se pueden observar células con gemaciones nucleares y células
con puente nucleoplasmico, que también son indicadores de dafio genotdxico, también, la
figura apoptdtica y la necrosis, las cuales son indicadores de dafo citotoxico (Fenech y col,

2002). Todos los mencionados forman parte del sistema de micronucleos (Fig. 4).

AGENTE

—
GENOTOXICO - oy
CITOTOXICO |© » 5@3

. ‘ Gl
SO

NECROSIS

Fig 4. Sistema de Micronucleos (Tomado de Fenech, 2003). APOP: Figura apoptética; NPB: Célula

con puente nucleoplasmico; MN: Microntucleos; CHB: Gemacion nuclear; Necrosis.
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Las células con puente nucleoplasmico (NPB), proveen una medida del cambio
cromosomico que no seria evaluado s6lo por MN. Se asume que los NPB ocurren cuando
los centromeros de cromosomas o cromatidas dicéntricos se van a los polos opuestos de la

célula en la anafase; por ende las NPB también son biomarcadores de daiio genotoxico.

Las gemaciones nucleares (CHB) son otro tipo de dafio genotdxico y se forman en la fase S
del ciclo celular. Se expresan por exposicion genotoxica y se presentaria simultaneamente a

la presencia de MN.

Por otro lado, se debe tomar en cuenta las caracteristicas de células en via de apoptosis y
necrosis para considerarlas en el recuento. Las células en via de apoptosis se caracterizan
por presentar cromatina condensada, en etapas tempranas de apoptosis puede manifestarse
como cromatina marginal y mas tarde, conforme avanza el proceso apoptotico, culmina en
la fragmentacion del material nuclear, quedando disperso en el citoplasma reflejandose en
una tincion mas oscura que la habitual. En los fendmenos necroticos, las células muestran
citoplasmas palidos por la presencia de vacuolas, dafio evidente en la membrana
citoplasmatica con nucleos intactos en etapas tempranas de necrosis; en cambio las células
en estados avanzados evidencian pérdida del citoplasma y dafio irregular en la membrana

nuclear con so6lo una parte de la estructura nuclear intacta (Fenech, 2002).

La prueba de microntcleos es ampliamente utilizada para evaluar dafio genotoxico in vivo o
in vitro, y la informacion obtenida puede relacionarse con mecanismos de accion

implicados en pasos importantes de los procesos carcinogénicos. El dafio primario en
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genotoxicidad es el rompimiento cromosoémico, el cual se analiza facilmente en la forma de
micronucleos (MN). Alternativamente, un microntcleo puede formarse de cromosomas
perdidos durante la anafase debido a las alteraciones en el huso mitético o en el cinetocoro;
este evento produciria células con monosomias o con cromosomas adicionales en cualquier

par cromosomico (Aardema y col, 1998).

El dafio secundario a las rupturas cromosémicas pueden ser: amplificacion génica,
traslocaciones cromosomicas, inversiones y la induccion de apoptosis (Fenech, 2002). Este
dafio en el nucleo en interfase produce células anormales analizables al microscopio como:
gemacion nuclear (CHB), puentes nucleopldsmicos (NPB) y figuras apoptdticas (AF). En
particular, los puentes nucleopldsmicos son de interés ya que se han relacionado con la

pérdida de estabilidad genémica (McClintock, 1941).
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CAPITULO I1l. ANTECEDENTES

Existen estudios realizados en los poblados de Tlaxcala y Puebla que demuestran que la
contaminacién ambiental se viene incrementando a través de los aflos, con especial dafio en
las comunidades cercanas a los centros industriales proximos al rio Atoyac, en cuya
poblacion se estarian presentando problemas en la salud, como aumento en purpuras
trombocitopénicas, leucemias, anemias, entre otras; aunque todavia no ha quedado
suficientemente esclarecida cuales serian los efectos que los contaminantes de la zona

podrian ocasionar en la salud presente y futura (Centro “Fray Julian Garcés”, 2004).

La contaminacion del rio Atoyac y los canales de riego que se consideraron en el estudio se
produce por el empleo de blanqueadores y colorantes, entre otros; que provienen de las
industrias inmersas en la zona. Los pobladores de la zona refieren que en el ambiente se
perciben olores penetrantes, y los canales de riego presentan cambio de color en el agua

(Centro “Fray Julidn Garcés”, 2004).

En la zona limitrofe de Puebla y Tlaxcala, donde se llevd acabo el estudio se detectd una
situacion compleja de exposicion quimica por la transiciéon de la actividad rural a una
industrializacion intensa, donde la competencia por el consumo del agua conllevo al
deterioro de este recurso, debido principalmente, a la contaminacion quimica que pone en
riesgo la salud de varias comunidades. El cloroformo, cloruro de metileno, indigo, anilina y

tolueno (Navarro y col, 2004) son algunos de los contaminantes encontrados en los rios
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Atoyac y Xochiac, mezclados con otros contaminantes como aceites y grasas sumado, a la

materia organica originada en los hogares (Tabla 2).

Tabla 2. Productos toxicos quimicos organicos volatiles encontrados en los rios Atoyac y Xochiac
(Navarro y col, 2004).

Sustancia Caracteristicas Es un Niveles

Quimica carcinégeno encontrados

humano? en los rios

Cloruro de No natural. Disolvente industrial, para remover Grupo 2A, 28.7 pgll

Metileno pinturas y limpiar metales. Se evapora facilmente en | IARC (20.36 — 40.96)
el aire y permanece durante 127 dias. Produce
mutaciones génicas e intercambio de cromatidas
hermanas (ATSDR, 1997).

Cloroformo Es usado en la produccién de otros compuestos y | Grupo 2A, 11.5 pgll
puede formarse en el tratamiento del agua con cloro. | IARC (6.58 —13.94)
Se evapora facilmente en el aire y permanece por
mucho tiempo. También alcanza el agua subterranea.

Produce mutaciones génicas e intercambio de
cromatidas hermanas (ATSDR, 1997).

Tolueno Forma parte de la mezcla de aceite y gasolina. Grupo 3, 13 ng/l
Ampliamente utilizado en la produccion de pinturas, | IARC (5.02-21.6)
lacas, adhesivos y caucho. También alcanza el agua
subterranea. Es clastogénico (ATSDR, 2001).

Indigo Polvo irritante de la piel, ojos y membranas mucosas. | Grupo 3, Los niveles de
Por descomposicion simple puede generarse anilinay | JARC fndigo no se

acido picrico (ATSDR-MMG, 2005).

(Anilina se
considera en
el grupo 3,
IARC)

determinaron,
pero es visible
en las riveras
del rio y en el
agua (similar

para anilina)
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La principal preocupacion por la presencia de los contaminantes encontrados en los rios
que se muestran en la tabla 2, es que son facilmente evaporables y persisten en el ambiente
alcanzando areas habitadas cerca del rio o a través de las tuberias de los sistemas de
alcantarillado. Las quejas sobre los olores y el aire irritante que afectan los ojos, garganta y
causan dolores de cabeza en los habitantes, son una constante entre la gente que vive en las
comunidades; de hecho, las emanaciones son muy intensas e irritantes en los lugares donde
se dan las descargas industriales en los rios y sobre todo porque persisten en el aire; esto

sucede en varios puntos a lo largo de los rios Atoyac y Xochiac (Figura 5).

Las comunidades estan distribuidas en un area de 50 hectareas en medio del cual fluye el
rio Atoyac y son: Tepetitla, Villalta, San Mateo Ayecac, San Rafael Tenanyecac, Santiago
Michac, Santa Justina Ecatepec, San Lucas Atoyatenco, Santa Maria Moyotzingo, San

Baltazar Temaxcalac, Santa Ana Xalmimilulco y San Francisco Tepeyacac (Fig. 5).
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Fig. 5. Mapa de la zona de estudio. Comprende alrededor de 50 hectareas. Las lineas gruesas
representan el curso de los rios Atoyac (Cruza la region 1 y hacia el sur la region 2) y Xochiac
(Cruza la region 2). Las flechas indican el curso del flujo de los rios. Las estrellas blancas mas
grandes representan descargas de la planta petroquimica, las estrellas mas pequefias muestran
descargas de la industria textil y la estrella vacia denota la interseccion de los rios de Atoyac y de

Xochiac. La region 3 esta distante de las descargas.
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Por otro lado, simultdneamente la misma poblacién que vive en esas comunidades trabaja
en las industrias de la zona, incluyendo una planta petroquimica y numerosas manufacturas
de mezclilla. Las condiciones laborales también contribuyen a los riesgos a la salud,
particularmente en la industria textil, donde los trabajadores son expuestos al polvo del
algodon, al calor y vapores de numerosas sustancias toxicas debido a que no cuentan con
equipo de proteccion o ventilacion adecuadas; ellos estan en contacto con blanqueadores
clorados, hidroxido de sodio, indigo y anilina, algunos de los cuales son clastogénicos. La
anilina, esta relacionada con la anemia hemolitica (ATSDR-ToxFAQs™, 2002; Rannug y
col, 1992; Jongen WM, 1982; ATSDR-MMG, 2005; Bornhard y Herbold, 2005). Las
condiciones de trabajo en la planta petroquimica son diferentes: el personal cuenta con
equipo de proteccion y atencion médica; sin embargo, los productos toxicos quimicos que
se tratan en la planta provocan vapores y compuestos toxicos que causan ocasionalmente
malestar; el metanol se produce, mientras que el tolueno y benceno (carcinogénico,
clasificacion del grupo 1 IARC) (ATSDR-ToxFAQs™, 2005; NIOSH, 2005; ATSDR,

2001) se utilizan en la planta, como lo reportan los trabajadores.

Los agricultores de la zona de estudio emplean pesticidas en los campos, de los cuales los
mas peligrosos son el Paraquat y el 2,4-D (2,4-acido diclorofenoxiacetico), ambos
clastogénicos; el primero considerado como carcindégeno del grupo 1, clasificacion de la
IARC (CDC, 2003; EPA 2,4-D, 2006). Los pesticidas se usan de manera estacional, una o
dos veces al afio, y para protegerse usan guantes y botas pero no mascarillas. Ademas,
aumenta el riesgo en los agricultores por la exposicion al sol y a las aguas contaminadas de

los canales de riego que provienen de los rios Atoyac y Xochiac.
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Entre los contaminantes reportados en la zona de estudio; también, se encontrd
dihalometanos: diclorometano (CH,Cl,;) y dibromometano (CH,Br;), los cuales segun
estudios previos en presencia de la enzima glutation S-transferasa theta 1 (GSTT1) forman
aductos para los cuatro nucledsidos del DNA (Marsh y col, 2004), lo cual hace suponer que
los portadores de la enzima GSTTI serian mds susceptibles a sufrir dafio por los

dihalometanos.

En el estudio de cohorte retrospectivo de Vinceti y col (2004), realizado en consumidores
de agua potable que contenia trihalometanos se reportd incremento de riesgo de cancer. El
agua que consumieron los evaluados contenia alta concentracion de cloroformo y
trihalometanos. Las tasas de mortalidad de todos los canceres estaban incrementadas en los
varones a 1.2 (CI del 95%) y para las mujeres a 1.1 (CI del 95%). Estas tasas se refieren a
la mortalidad por cancer de estdémago, de higado, de pulmon, de prostata y de vejiga en
varones; y del estdbmago, pancreas, pecho, ovario y leucemia en mujeres. Se encontrd una
asociacion entre la exposicion al trihalometano y el riesgo creciente de cancer en algunos
sitios; sin embargo, las estimaciones estadisticas son imprecisas, debido al nimero limitado
de las muertes por cancer en un sitio especifico y a que no se aplicé un control para los

habitos de vida de las personas estudiadas, como el fumar.

La frecuencia del polimorfismo para GSTT1 en México no se habia determinado, aunque
un estudio en un grupo de mexicanos realizado en EUA reveld una frecuencia de 9.7% del
genotipo GSTT1 nulo (Nelson y col, 1995). En un estudio realizado en la Ciudad de

Meéxico se encontrd que la frecuencia de GSTMI nulo fue del 38% (Montero y col, 2003).
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En otro llevado a cabo en la region carbonifera del Estado de Coahuila se reportd que la
frecuencia de dicho polimorfismo llega hasta el 42.5% (Montero, comunicacion personal).
Estos reportes indican que es importante la fraccion de la poblacion que seria susceptible a

los efectos deletéreos debidos a la exposicion a productos toxicos ambientales.

La tendencia de cambio de uso del suelo agricola a una actividad industrial es de suma
relevancia en la vigilancia sanitaria relacionada con los efectos que ocasionaria la
contaminacién ambiental en las poblaciones que habitan esas zonas, como es el caso de la
zona limitrofe de Tlaxcala y Puebla donde se establecié un corredor industrial alrededor de

los campos de cultivo de hortalizas.

Por otro lado, gracias a la colaboracion de los pobladores de la zona mencionada, quienes
radican en esa region desde hace varias generaciones, el estudio se llevé a cabo con el fin
de evidenciar lo que esta ocurriendo en una poblacion como la evaluada por vivir cerca de

las industrias, las cuales contribuirian al deterioro ambiental del aire, agua y suelos.

Adicionalmente, al existir pocos antecedentes de este tipo de contaminacion realizados en
México, los resultados de este estudio sirven como linea base referencial a futuras
investigaciones en esta drea. Ademads, se pone de relevancia el tema de la contaminacion
ambiental y la importancia del uso de biomarcadores de efecto temprano como son los
micronucleos, y el de susceptibilidad como son los polimorfismos metabodlicos, para la
estimacion de riesgos a la salud en poblaciones agricola-industriales como las de Tlaxcala y

Puebla en México.
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CAPITULO IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Los polimorfismos de GSTM1 y GSTT1 generan en la poblacion mayor susceptibilidad a
los efectos genotoxicos de los contaminantes quimicos evaluados por la frecuencia de dafo

celular en el sistema de microntcleos.

OBJETIVOS:

Objetivo General
Relacionar los polimorfismos de GSTM1 y GSTT1 con la frecuencia de dafio celular por
exposicion a contaminantes ambientales en la poblacion de la zona limitrofe de Tlaxcala y

Puebla, México.

Obijetivos Especificos

- Determinar los genotipos para las enzimas GSTM1 y GSTT1 en la poblacion evaluada.

- Determinar la frecuencia de micronucleos, gemaciones nucleares, células con puente
nucleoplasmico y figuras apoptoticas en linfocitos de sangre periférica en la poblacion
evaluada.

- Correlacionar los resultados del estudio de la presencia de contaminantes ambientales
en el area evaluada con los biomarcadores.

- Correlacionar los resultados de los habitos de vida con los biomarcadores.
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CAPITULO V. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé con un disefio transversal de corte prospectivo; el cual consistié en
evaluar si los polimorfismos de las enzimas GSTM1 y GSTT1 generan en la poblacion de
estudio mayor susceptibilidad a los efectos genotoxicos de los contaminantes quimicos

evaluada por la frecuencia de dafio celular en el sistema de micronucleos.

La poblacion de estudio estuvo constituido por los pobladores de las zonas aledafas al
corredor industrial Quetzalcoatl, localizada en la region limitrofe de Tlaxcala y Puebla en

Meéxico.

5.1. La muestra
En la primera como en la segunda etapa del estudio se incluyeron a los pobladores de la
zona estudiada que aceptaron participar previa carta de consentimiento informado. Fue de

tipo no probabilistica (no aleatoria).

Para la segunda etapa se seleccioné entre la gente encuestada a donadores que cumplieron
con los criterios de inclusion que se describen adelante y que habian firmado la carta de
consentimiento para participar en el biomonitoreo de dafio celular en linfocitos de sangre
periférica. Se agrup0 en tres categorias de ocupacion: amas de casa, estudiantes, profesores
y empleados en el comercio, que fueron considerados los menos expuestos (grupo 1);

agricultores (grupo 2); trabajadores expuestos ocupacionalmente a productos tdxicos
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quimicos en las industrias (grupo 3) tales como la planta petroquimica, las lavanderias de

mezclilla, y otras industrias que producen adhesivos, pinturas, y partes de automoviles.

Adicionalmente, se consider6 un grupo de referencia (para la técnica de laboratorio
empleado) en el que se incluyeron residentes de la Ciudad de México conformado
principalmente por estudiantes y trabajadores administrativos de la UNAM con similar
nivel socioecondmico, comparable al grupo ocupacional 1 del estudio. Esto, porque la
gente menos expuesta a las sustancias; aunque, tuvieran una frecuencia mas baja de dafio
genotoxico, existia la posibilidad de que en ellas estaria incrementado el dafio genotoxico

debido al ambiente.

5.2. Criterios de inclusion y exclusion para evaluar dafio celular

Criterios de Inclusion:
- Residentes de manera contindia no menor a un afo en la zona estudiada.
- Tener entre 18 y 87 afos en la actualidad.

- Aceptar participar en el estudio voluntariamente.

Criterios de Exclusion:

- Tener infeccion por parasitos.
- Presentar cancer u otra enfermedad degenerativa (diabetes, entre otras).
- Tener antecedente de familiares con cancer

- Haber estado expuesto a radiacion el ultimo mes, previo al estudio.
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5.3. Instrumentos

A. Cuestionario Epidemiolégico Ambiental (CEA)

Se diseid y valido un cuestionario para identificar el riesgo potencial para la salud en la
zona de estudio, y se aplico a una muestra no probabilistica en 11 comunidades donde se
reportaron problemas de salud. Se incluyo en el cuestionario topicos de salud general,
historia ocupacional, antecedentes familiares de cancer y diabetes, asi como hébitos
personales de dieta, consumo de tabaco y alcohol. Se registrd el peso y la estatura para
estimar el indice de masa corporal. También, se consideraron preguntas sobre olores,

aspecto del agua y la opinién general del ambiente.

Para aplicar el cuestionario, previamente fue capacitado el personal que participé en el

estudio. La investigacion incluyé a 11 comunidades aledafias a los rios Atoyac y Xochiac

en la zona limitrofe de Tlaxcala y Puebla.

B. Muestra sanguinea

Las muestras de sangre fueron colectadas en jeringas Sarstedt (México); con heparina para
cultivos de linfocitos y otra con EDTA para extraccién de DNA; en un volumen de 3 ml
para ambos casos. Se asignaron codigos a cada juego de jeringas y tubos de cultivo para
cada individuo evaluado, de acuerdo al proceso de la toma de muestra sanguinea. La

muestra fue almacenada en crioviales NUNC (Dinamarca).

Una persona tomaba nota de la identificacion de la muestra y la clave de cddigos. La sangre

con heparina se conservo en un ambiente fresco durante el transporte al laboratorio para el
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cultivo de linfocitos. La muestra con EDTA se mantuvo en una hielera (- 4 °C) y se
transporté via terrestre, con un tiempo entre la tomay el arribo al laboratorio de 4 a 6 horas.
Las muestras con EDTA fueron separadas en dos alicuotas y almacenadas en nitrogeno
liquido (- 196 °C), las cuales fueron usadas para la extraccion del DNA. Las muestras de
sangre se colectaron en tres visitas a la zona de estudio. Las muestras de sangre de los
donadores de la Ciudad de México se tomaron, codificaron y analizaron durante el mismo

tiempo del proceso de las otras muestras.

b.1. Extraccion del DNA
Para la extraccion del DNA de cada muestra sanguinea se utilizd el “kit de BIO-RAD
AquaPure Genomic” y se siguié el método de acuerdo con las instrucciones del fabricante,

incluyendo el tratamiento de RNasa.

b.2. Determinacion de los genotipos de GSTM1y GSTT1
Se tomo la muestra sanguinea con EDTA para determinar los polimorfismos de GSTM1 y
GSTTL1. Para GSTML1 se us6 el método descrito por Hirvonen y col (1993) y para GSTT1

se empleo el método descrito por Bell y Pittman (2000).

Genotipo GSTM1. Se usaron los oligonucleétidos para amplificar los exones 4 y 5 del gen

GSTM1, con un oligonucleotido especifico para GSTM4 el cual siempre esta presente,
como testigo para la reaccion de amplificacion. La secuencias fueron: GSTM1FW y
GSTM4FW, 5°- CGC CAT CTT GTG CTA CAT TGC CCG; GSTM4RV, 5’- ATC TTC

TCC TCT TCT GTC TC; y GSTMIREV, 5°- TTC TGG ATT GTA GCA GAT CA. Se
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realiz6 PCR, en 20 pl de reaccion como sigue: 3 minutos a 94°C y 30 ciclos de 94°C por 30
seg, 60°C por 45 seq, y 72°C por 45 seg y para finalizar 2 minutos a 72°C. El fragmento de

GSTM4 es de 158 pb (pares de bases) y el de GSTM1 de 231 pb.

<+— GSTM1 (231 pb)
<«— GSTM4 (158 pb)

Fig 6. Gel de agarosa para GSTML. Carriles 1 y 3, muestran las bandas de GSTM1 (231 pb)
y GSTM4 (158 pb) en los portadores del gen GSTM1; 2, muestra sélo la banda de GSTM4
en ausencia del gen GSTML. Carriles de control positivo (+) y negativo (-) de la

amplificacion para el gen GSTM1. Marcador de peso molecular de 50 pb (M).

Genotipo GSTT1. Se usaron los oligonucledtidos para amplificar el gen de GSTT1, con uno

especifico, del gen de beta globina el cual sirvié de testigo de la amplificacion. Las
secuencias empleadas fueron: GSTT1FW, 5’- TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC;
GSTT1RV, 5’- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA; y BGFW, 5’- CAA CTT CAT CCA

CGT TCA CCy BGRYV, 5’- GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC. La reaccion se realizd
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PCR, en 20 pl de reaccion como sigue: 4 minutos a 94°C y 30 ciclos por 20 seg, 62°C por
30 seg, y 72°C por 45 seg y para finalizar 4 minutos a 72°C. El fragmento de GSTT1 es de

480 pb y el de beta globina de 270 pb.

Posteriormente los genotipos fueron evaluados por electroféresis en gel de agarosa al 1.5%.

Se documento cada genotipo con el Programa Kodak Digital Science ID (Fig. 6y 7).

<+— GSTT1 (480 pb)

<+—— [B-Globina (270 pb)

Fig 7. Gel de agarosa para GSTTL1. Carriles 1, 2 y 4, muestran las bandas de GSTT1 (480
pb) y beta-globina (270 pb) en los portadores del gen GSTT1; 3, muestra sélo la banda de
beta-globina en ausencia del gen GSTT1. Carriles de control positivo (+) y negativo (-) de

la amplificacion para el gen GSTT1. Marcador de peso molecular de 100 pb (M).
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b.3. Evaluacion de dafo celular en linfocitos de sangre periférica

Se prepararon 3 cultivos de la sangre entera heparinizada de cada donador para evaluar el
sistema de microndcleos después de 48 horas de incubacion. Se utilizo la incorporacion de
la Bromodesoxiuridina (BrdU) (Sigma, México) para marcar las células que proliferaron en
el cultivo, segin el método de inmunohistoquimica reportado por Serrano y Montero
(2001). Se estimd un indice de marcaje como testigo de la proliferacion de cultivos; el cual
se calculd considerando el nimero de células inmunotefiidas contadas en 2000 células
evaluadas en las laminas tefiidas con anti-BrdU-DAB (anti-Bromodesoxiuridina-
diaminobenzidina) y contratefiidas con Giemsa. Finalmente, se analiz6 el dafio
citogenético, que incluyo la evaluacién de micronucleos (MN), asi como las gemaciones

nucleares (CHB) y los puentes nucleoplasmicos (NPB).

Se registraron, por separado, el nimero de células con mas de 1 MN (> 1 MN) o mas de 1
CHB (> 1 CHB). Ademas, las figuras apoptdticas (AF) que miden la toxicidad de la célula
(Gregus, 2003) también fueron evaluados (Fig. 8). Se evaluaron 2 cultivos por cada
donador y se contaron 2000 células por cada cultivo en un microscopio de alta resolucion
(1000X). Las frecuencias para cada biomarcador fueron calculadas de acuerdo a la formula
siguiente:

Frecuencia X = (N° de X encontradas / 4000) x 1000

donde X es equivalente a: MN, CHB, NPB o AF.
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&

Fig. 8. Sistema de Micronlcleos (1000X). A) Micronucleos; B) Célula con 2 micronicleos; C)
Figura apoptoética; D y E) Gemacion nuclear; F) Célula con multiples gemaciones; G) Célula con
puente nucleoplasmico; H) Puentes nucleoplasmicos en célula trinucleada; 1) Puente

nucleoplasmico.

5.4. Trabajo de campo:

A. Primera etapa

Se aplico un cuestionario a todos los pobladores que aceptaron participar en el estudio. Se
buscé identificar los factores que podrian representar una fuente de riesgo para la salud con

base en sus caracteristicas sociodemograficas.
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B. Segunda etapa

Se envi6 una carta de invitacion personal a cada participante seleccionado, para que donen
una muestra de sangre; especificando el lugar y hora del muestreo. Solamente fueron
incluidos en el estudio quienes cumplieron los criterios de inclusion y aceptaron donar 6 ml
de sangre. Luego, se procedio a la toma de la muestra sanguinea de cada participante con el
fin de determinar el dafio celular. Toda la informacion se mantuvo en anonimato y solo se

trabajé con codigos asignados a cada uno de los participantes.

Para un mejor analisis de los datos, se agrupo a los participantes de acuerdo a las
comunidades de procedencia en 3 regiones dentro de la zona de estudio: La region 1 fue
constituida por las comunidades situadas en las riberas del rio Atoyac, donde la planta
petroquimica elimina sus descargas al ambiente. La region 2 esta abajo del curso de este
rio, después de que atraviesa una segunda descarga de una industria de lavanderia de
mezclilla; dos de las comunidades de la region 2 estan préximas a 3 sitios de descarga por
la planta petroquimica y otras lavanderias de mezclilla (Xalmimilulco y Moyotzingo) y la
tercera comunidad esta situada debajo de la confluencia de los rios Atoyac y Xochiac

(Michac) (Fig. 5).

La region 3 se consideré como testigo de la zona de estudio y estuvo constituida por 2
comunidades por donde ninguno de los rios fluye y sus sistemas de aguas residuales no
estan conectados al sistema de alcantarillado de las otras comunidades (Fig. 5).
Adicionalmente, se considerd un grupo como referente de laboratorio en caso de que la

contaminacién ambiental ejerciera un efecto sobre la poblacién; que incluyd, muestras de

37



donadores que viven en la Ciudad de México, seleccionados bajo los mismos criterios para
los individuos del area de estudio. Todos los evaluados nacieron en México, al igual que los

padres, los abuelos y los bisabuelos.

Finalmente, se procesaron y analizaron los datos obtenidos en ambas etapas del estudio

para concluir con el informe final.

5.5. Limitaciones

e No se aplico aleatoriedad en la seleccion de los participantes, por lo que los resultados

obtenidos no son extrapolables a la poblacién de la zona.

e No se determind la exposicion directa a los contaminantes ambientales en los
entrevistados por su residencia en una de las comunidades evaluadas debido a que
durante el estudio se ignoraba el tipo de contaminantes en esa zona. Adicionalmente, en
la actualidad se desconoce los biomarcadores especificos para las sustancias quimicas
reportadas en el analisis de la calidad de aguas (Navarro y col, 2004). Asimismo, no se

tiene conocimiento sobre la calidad de aire y de suelo en la zona estudiada.

5.6. Aspectos Eticos

Previamente tanto para la primera como para la segunda etapa del presente trabajo, se

obtuvo el consentimiento formal de todos los participantes (Formato de Consentimiento
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Informado escrito y firmado), quienes fueron informados de los objetivos, procedimientos,

riesgos y beneficios que conllevo el estudio.

5.7. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados con el Programa SPSS versién 10.0.

Inicialmente se hizo el andlisis descriptivo con frecuencias, asi como medidas de tendencia
central y de dispersién de acuerdo al tipo de variable. La prueba de normalidad mostré que
los datos no tenian distribucion normal por lo que, se empled la transformacion logaritmica
para el anélisis multivariado de la prueba de regresion con todos los datos, incluyendo a los

referentes fuera de la zona estudiada.

Las variables incluidas fueron: Las regiones evaluadas (4 categorias); actividad ocupacional
(3 categorias); género, fumar, beber, polimorfismos de GSTM1 y GSTT1 (2 categorias
cada uno); edad e IMC (como variables continuas). Las interacciones sugeridas por los
resultados con cada pardmetro de genotoxicidad (sistema de MN) fueron analizadas en
nuevos modelos. Los datos obtenidos fueron usados para analizar las diferencias debido a
los polimorfismos de GSTM1 y GSTT1. Se empleo las pruebas de correlacion, regresion, t
y analisis de varianza considerando para todas ellas una p < 0,05 para ser estadisticamente

significativo.
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CAPITULO VI. RESULTADOS

El cuestionario empleado buscé explorar los factores que podrian representar una fuente de
riesgo para la salud. Se dividio en 4 &reas: caracteristicas individuales, dieta y hébitos;
estado de salud y antecedentes familiares de cancer; situacion ocupacional y el uso del agua
potable. Se entrevistaron a 350 personas, de las cuales 45 no fueron considerados para el
primer analisis, porque eran nifios y adolescentes que no trabajan (17). Por lo tanto, el

analisis se baso en 305 cuestionarios, y los resultados se muestran a continuacion.

6.1. Caracteristicas sociodemograficas

A. Perfil de la poblacion, habitos y estado de salud

Fueron 152 varones y 153 mujeres los entrevistados. El rango de edad fue de 17 a 86 afios,
con una media de 42.6; el peso estuvo entre 23 a 120 kilogramos; la estatura entre 1.4 a 1.9

my el indice de masa corporal entre 17.9 a 41.3 (Tabla 3).

a.l. Fumar y beber
El 23.7% de los encuestados fueron fumadores, consumiendo 1 a 10 cigarrillos al dia. El
26% admitid beber alcohol con frecuencia, sin embargo, no dijeron cuantos vasos

consumian por semana. Solamente 4 individuos (1.3%) declararon utilizar drogas (Tabla 3).
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a.2. Habitos dietéticos y el indice de masa corporal

El maiz y otros vegetales se producen en los campos de las comunidades evaluadas y son
consumidos por sus residentes; aunque una mayor parte se transporta a las ciudades de
Tlaxcala, Puebla y México. En las granjas, hay también animales como cerdos, vacas y
aves de corral, de modo que huevos, carne y leche y sus derivados también son producidos
y consumidos por los habitantes de la zona de estudio. No obstante, el 11% de los

encuestados dijeron que no consumen esos productos.

El indice de masa corporal (IMC) es una medida de la grasa del cuerpo basada en la
estatura y el peso aplicado a los adultos. Este factor es importante en toxicologia puesto que
gran cantidad de productos tdxicos son altamente lipofilicos, los que se distribuyen y
concentran en grasas del cuerpo; este almacenamiento baja la concentracion en los érganos
blanco; no obstante, esto es peligroso para quienes presentan un IMC alto debido a que al
perder rapidamente la grasa corporal aumenta repentinamente el compuesto téxico en su
sangre (Rozman y Klaassen, 2003). Los valores del IMC entre 18.5 y 24.9 estan en el rango
de normalidad; los valores debajo de 18.5 indican que la persona es de bajo peso y los
valores de 25 a 29.9 que se tiene sobre peso (National Heart, Lung and Blood Institute),
mayores valores son considerados como obesidad. Los datos muestran que el 1% presenta
bajo de peso y el 50% tiene sobrepeso. Las personas obesas fueron un 10% de los
evaluados. Un analisis entre el IMC y la edad revel6 que correlacionan positivamente

(p<0.05).
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a.3. Problemas cronicos de salud

El 57.7% de los evaluados dijeron que sufren algin padecimiento cronico (Tabla 3); de
ellos el 47% fueron hombres. La gastritis y los problemas digestivos fueron los de mayor
frecuencia, seguido por la ansiedad y la presion alta; al igual que las alergias de la piel y las

enfermedades vasculares.

Se busco asociacion entre los padecimientos cronicos descritos y la ocupacion,
encontrandose que estan distribuidas uniformemente entre los 9 grupos ocupacionales que
fueron reconocidos (véase la actividad y la posible exposicion a los productos quimicos).
Sin embargo, las alergias de la piel fueron las mas frecuentes entre trabajadores en la
industria, en la agricultura y las lavanderias (18-27%) comparados con las amas de casa y

los empleados de oficina (10-14%); aunque, no se encontré diferencia significativa.

B. Antecedentes de cancer en la familia

Se reportaron 11 individuos (3%) con casos de cancer en uno de los padres (5), en ambos
padres (1), de un abuelo (3) y de un hermano (2) (tabla 3). Esas personas no estaban

relacionadas el uno con el otro.

b.1. Nifios con cancer o problemas hematol6gicos

Cuatro personas reportaron tener nifios con leucemia (1.3%), 1 con linfoma de no-Hodgkin
(0.3%) y 1 nieto con cancer hepatico (0.3%) (Tabla 3). Seis personas reportaron nifios con
anemia trombocitopénica (2%). Solamente un nifio con cancer fue relacionado con las

personas que dijeron tener antecedentes de cancer en la familia. Los casos de anemia
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trombocitopénica fueron distribuidos en San Baltazar Temaxcalac, Villalta y San Mateo
Ayecac, dos en cada uno. La ocupacion de los padres no fue determinada eficientemente,

debido a que en la mayoria de los casos el informante era la madre.

C. Manejo del agua

El 89% de los encuestados obtiene el agua para uso domestico de un pozo comunitario, a
través de una tuberia. EI 10% emplea el agua de un pozo doméstico y 1 persona contestd
que a veces obtenian el agua del rio. Los pozos domésticos son utilizados con mayor
frecuencia en Santa Ana Xalmimilulco (36% de los evaluados) (Tabla 3). Los envases para
almacenar el agua potable son comunes en el area; 41.7% de las personas declararon usar
envases viejos, y de estos el 72% no sabia su origen (Tabla 3). De los que conocian la
procedencia de estos envases antes de emplearlo como almacén de agua, dijeron que
contenian aceite, lubricantes, desinfectantes o que pertenecieron a las industrias de
ceramica, adhesivas y de papel; esta clase de envases se usa con mayor frecuencia en San

Baltazar Temaxcalac, Santa Ana Xalmimilulco y San Francisco Tepeyacac.

El 65% de los evaluados emplea el agua potable en la preparacion de alimentos y para
beber, pero no el 35%. El 57% de los entrevistados no emplea ningun método para purificar
el agua, el 23% desinfecta con cloro o yodo, el 18% hierve el agua antes de preparar los

alimentos y solamente el 2% filtra el agua (Tabla 3).
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Tabla 3. Datos Sociodemograficos de la poblacion de estudio.

Hombre Mujer Total
Donadores (n) 152 153 305
Edad: 44.9+16.2 40.4+13.8 42.5+14.8
mediatd.s. (rango) (19-86) (19-83) (19-86)
indice de Masa Corporal: 26.1+3.9 26.3+4.0 26.1+3.8
mediazd.s. (rango) (18.7-41.3) (17.9-40.2) (17.9-41.3)
Habitos
Fumadores (%) 70 (22.90 %) 2 (0.70 %) 72 (23.70 %)
Cigarros/dia: (1-10) (1-2) (1-10)
Bebedores* (%0) 75 (24.60 %) 4 (1.40 %) 79 (26.00 %)
Enfermedades crénicas**
Gastritis (%) 23.6 15.0 38.6
Problemas digestivos (%6) 22.3 24.8 47.1
Alergias de la piel (%) 14.4 16.9 40.3
Presion alta (%) 12.5 20.9 40.4
Ansiedad (%) 8.6 15.6 24.2
Diabetes (%) 5.2 3.3 8.5
Antecedentes Familiares
de cancer (n) Localizacion 11
Padres (n) Piel, estomago, higado 4
Madres (n) Piel, utero 2
Abuela (n) Hueso, estomago 3
Hermana (n) Utero 1
Hermano (n) Leucemia 1
Manejo del agua
Pozo comunitario (%) 89
Pozo domiciliario (%) 10
Rio (%) 1

*Los bebedores reclutados no declararon la cantidad de licor ingerido por dia o semana.
**Mas frecuentes

D. Actividad v posible exposicion a los productos guimicos

Se distinguieron nueve categorias de ocupacion: A) en la casa; B) empleados en comercio,
educacion y estudiantes; C) industrias con o sin productos quimicos toxicos, D)
trabajadores ambulantes; E) costureras; F) agricultores; G) industria donde se manipulan
los productos quimicos toxicos (talleres de mecanica, carpinteria, cerrajeria y fontaneria; H)

industria de lavanderia.
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Una mayor proporcion de A'y F contesto el cuestionario (31 y el 21%, respectivamente). A,
B y C son actividades que no implican una exposicidon intensa a los productos quimicos. En
D fueron incluidos los conductores de taxi y camiones, vendedores ambulantes y
trabajadores de construccion, que estan expuestos a la luz solar, y a la contaminacion de
vehiculos de motor en las calles. En E fueron incluidos los trabajadores que estan en
contacto con la pelusa de las telas, mezclilla u otro, y posiblemente sustancias sintéticas.
Los agricultores (F) estan expuestos a los pesticidas, varios de los cuales se enumeran como
restringidos segun el Catadlogo de Plaguicidas (CICOPLAFEST, 2004), como Tamaron,
Gramoxone, Cuproquat, y 2,4-D (2,4-acido diclorofenoxiacetico). Estos pesticidas
contienen metamidofos (organofosforado que interfiere con la transmision neuronal),
paraquat (neumotdxico) y 2,4-D (disrruptor enddcrino) (EPA, 2002; NIOSH, 2005; CDC,
2003; EPA, 2006). Los trabajadores en G estdn expuestos a diversos productos toxicos
quimicos como el tolueno, vapores acidos, grasa de automdviles y pinturas. Finalmente, los
trabajadores en las lavanderias (H) estan en contacto con blanqueadores clorados,
detergentes y los tintes de indigo y anilina, ademas a la exposicion del calor intenso de los

calentadores utilizados en el lavado y blanqueado.

Las personas de los grupos de E a G consideran su equipo de proteccion deficiente, debido

a que aun respiraban y sentian los productos quimicos; ningun equipo se utiliza para

protegerse del calor y la pelusa.
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Tabla 4. Aspectos en el ambiente percibidos como contaminacidn por los habitantes de las

Comunidades.

Percepcion del Comunidad

ambiente 3 4 5 6 7

Olores irritantes X X

X|X|=

Olores agroquimicos

X | oo
X|w©o
X
XXXz

Olores fétidos X X X X X

XXX X~
X

Olor a kerosén
guemado

X

Quemado de basura X X X

X
X

Olor causante de
nauseas y dolor de
cabeza

Las lavanderias X X X X

Cambio de color en X X X X X X X
rios

Deshechos toxicos X

Campos afectados X | X X

XXX X
X

Polvo X

Uso de agua de rio X X | X
para riego

Estanque de X X
oxidacion

1. Tepetitla, 2. Villalta, 3. San Mateo Ayecac, 4. San Rafael Tenanyecac, 5. Santiago Michac,
6. Santa Justina Ecatepec, 7. San Lucas Atoyatenco, 8. Santa Maria Moyotzingo, 9. San Baltazar
Temaxcalac, 10. Santa Ana Xalmimilulco, 11. San Francisco Tepeyacac




Tabla 5. Riesgos a la salud identificados.

Ocupacional

Exposicion ocupacional a los productos toxicos quimicos y carcinogénicos por no
contar con equipo de proteccion adecuado.

Se ignora la norma para la seguridad y la salud en el ambiente de trabajo donde se
manipulan, producen o almacenan los productos quimicos peligrosos, en varias de
las industrias y en numerosas manufacturas pequefias.

Otro peligro para la salud podria constituir la pelusa de las telas, algodon asi como
las fibras sintéticas, usadas en las industrias textiles.

Ambiental

Exposicion ambiental en las comunidades cercanas a los rios Atoyac y Xochiac
debido a la presencia de contaminantes en los rios, alcantarillados y canales de
riego.

La ruta de exposicion mas frecuente: la aérea. Las normas para el control de
contaminantes de descargas en aguas nacionales o en el alcantarillado publico no
son cumplidas por varias de las industrias y numerosas manufacturas pequefias.
Algunos de los contaminantes no estan reguladas en las normas, particularmente
las que se refieren al indigo y colorantes de anilina, los blanqueadores clorados y
los productos de las reacciones quimicas que pueden ocurrir en cada descarga.

Intrinsecos al

individuo

indice de masa corporal elevado.

Fumadores y también bebedores.

Probable deficiencia de la ingesta de nutrientes, particularmente Vitamina By,.

6.2. Evaluacion de Biomarcadores de susceptibilidad y de efecto

Para evaluar los biomarcadores de susceptibilidad y de efecto, se solicitd una muestra

sanguinea a los entrevistados, previa hoja de consentimiento firmado. Se reunié a 105

donadores en la zona de estudio y como control de laboratorio a 21 sujetos de la Ciudad de

Meéxico. Los resultados se muestran a continuacion.

A. Datos sociodemogréaficos de donadores de sangre

El rango de edad estuvo entre 19 a 83 afios. Las variables consideradas para el analisis se

resumen en la tabla 6; las medias, desviaciones estandar y el rango describen a los

donadores del area y también a los referentes (testigos de laboratorio) (Tabla 6).
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Tabla 6. Datos sociodemograficos de donadores de sangre para evaluar dafio celular.
Hombre Mujer Total
Donadores (n) 48 57 105
Edad: 44.9+14.2 39.7+13.8 42.1+13.7
mediatd.s. (rango) (19-80) (19-83) (19-83)
indice de Masa Corporal: 26.1+3.7 25.5£3.5 25.8+3.4
mediazd.s. (rango) (18.3-33.3) (17.9-35.6) (17.9-35.6)
Fumadores (%) 35.4 5.3 19
Cigarros/dia: 4.4+3.8 4.0£5.2 4.2+4.9
mediazd.s. (rango) (1-10) (1-10) (1-10)
Bebedores* (%) 27.1 8.8 17
Actividad grupo 1 (n) 12 32 44
Actividad grupo 2 (n) 24 4 28
Actividad grupo 3 (n) 25 8 33
Region 1 (n) 24 21 45
Region 2 (n) 15 22 37
Region 3 (n) 9 14 23
Grupo Referente (n) 9 12 21
Edad: 26+5.12 29.8+10.3 27.8+11.3
mediatd.s. (rango) (21-50)
indice de Masa Corporal: 24.9+1.73 21.8+3.58 23.312.5
Mediazd.s. (rango) (17.6-28.4)
Fumadores (%) 22 25 23.8
Cigarros/dia: 1.67+4.64 3.25+10 3.0+8.0
mediazd.s. (rango) (1-20)
Bebedores* (%) 66.6 58.3 61.9

*Los bebedores no declararon la cantidad de licor ingerido por dia o semana.

B. Variables predictoras para cada parametro de genotoxicidad

Las variables que se muestran en la tabla 6, fueron empleadas en el analisis multivariado de
la regresion para determinar los predictores para cada uno de los biomarcadores evaluados
en la prueba de micronicleos. Los resultados de este analisis se presentan en la tabla 7. Se
realizaron tres andlisis: uno solamente con los datos de los donadores de la zona de estudio,
otra sélo con los datos de los referentes y el tercero con todos los datos juntos (de estudio y

referente).
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La region y la actividad socioeconomica no fueron utilizadas en el anélisis del grupo
referente, debido a que eran similares. Segun este analisis, no se encontré ningun factor

predictor en el grupo referente, por lo que no se presentan en la tabla 7.

En el grupo que vive en la zona de estudio, las células con mas de 1 micronucleo (MN)
fueron significativamente mayores en las mujeres y en los fumadores. La frecuencia total
de MN fue mas alta en las personas con un IMC bajo y con el genotipo GSTT1 nulo. Las
células con méas de 1 célula con gemacion nuclear (CHB) fueron mas frecuentes entre los
no fumadores y hombres, mientras que los puentes nucleopldsmicos (NPB) estaban

incrementados entre los hombres que viven en la region 2 y en los no fumadores (Tabla 7).

Al utilizar toda la base de datos las variables predictoras se comportaban levemente
diferentes (Tabla 7); las células con 1 MN fueron més frecuentes en las regiones 1y 2;
igual sucedio para las células con mas de 1 MN que se encontraron con mayor frecuencia
entre los donadores de las regiones 1 y 2. Los individuos con GSTT1 nulos mostraron
relacién con la frecuencia total de MN y con las células con 1 MN. La frecuencia total del

MN también se encontro relacionada con un IMC maés bajo y con el incremento de la edad.

Las células con 1 CHB fueron mas frecuentes entre las personas que viven en las regiones 1
y 2, mientras que la frecuencia total de CHB fue més alta en personas que no beben.
Finalmente, para las células NPB la frecuencia més alta se presentd entre los hombres que
viven en la regién 2 y entre los no fumadores (Tabla 7). No se encontrd ninguna variable

predictora para las figuras apoptéticas. Este parametro esta relacionado con la citotoxicidad
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y junto con la necrosis y el indice de proliferacion podrian dar informacion sobre un efecto
toxico adicional de los contaminantes. Sin embargo, dada las condiciones de nuestros
cultivos no fue posible detectar esta clase de efecto, debido a que no se encontrd ninguna
variacion en la cantidad de apoptosis y las celulas necroticas no fueron observadas,
probablemente por el tratamiento hipotonico usado en la cosecha; ademas, la proliferacion

de cultivos estaba en el rango normal del indice de marcaje (85 a 95%).

Tabla 7. Variables predictoras para cada parametro de genotoxicidad.
Biomarcador Grupos de Tlaxcala Grupos de Tlaxcala y Referente
Predictor P Predictor p
1 MN Ninguno Regién 1y 2 0.007
GSTT1 nulo 0.04
0.003*
>1MN Fumador 0.03 Region 1y 2 0.03*
Mujer 0.04
0.05*
Total MN IMC bajo 0.05 Regién 1y 2 0.001
GSTT1 nulo 0.03 GSTT1 nulo 0.02
0.02* IMC bajo 0.02
Edad 0.04
0.0001*
1CHB Ninguno Regién 1y 2 0.02*
>1CHB No fumador 0.03 Ninguno
Hombre 0.03
0.03*
Total CHB Ninguno No bebedor 0.01*
NPB Hombre 0.001 Hombre 0.001
Region 2 0.004 Regién 2 0.004
No fumador 0.01 No fumador 0.012
0.001* 0.001*

*P, valor del modelo.
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C. Biomarcador de dafio celular en relacién a la actividad vy las regiones estudiadas

La media geométrica y desviacion estandar de cada biomarcador, segin las regiones y

actividades se muestran en la tabla 8. Las frecuencias para todos los biomarcadores en los 3

grupos de actividad ocupacional son similares. Las regiones 1 y 2 son predictoras para 1

MN, al igual que para la frecuencia total de MN y para 1 CHB; sin embargo, solamente la

region 2 es predictora para NPB.

Tabla 8. Frecuencia del Biomarcador de dafio celular en relacién con los grupos de actividad y las

Regiones estudiadas.

Biomarcador Grupo de Actividad Regiones Referente
(%o)t 1 2 3 1 2 3

1 MN 1.70£1.05 | 1.86+0.85 | 1.83+1.09 | 1.81+1.07* | 1.87+0.99* | 1.35+0.90 | 0.97+0.67
>1MN 0.56+0.26 | 0.51+0.24 | 0.45+0.07 | 0.52+0.12 | 0.55+0.31 | 0.33+0.00 | 0.00

Total MN 1.86+1.11 | 1.87+1.07 | 1.88+1.15 | 1.96+1.15* | 1.91+1.07* | 1.51+0.99 | 0.97+0.67
1CHB 2.23+1.60 | 1.7241.19 | 2.05+1.33 | 2.29+1.50* | 2.11+1.64* | 1.51+0.73 | 1.35+1.03
>1CHB 0.68+0.52 | 0.87+£1.05 | 0.97+0.74 | 0.70+0.47 | 0.96+£0.97 | 0.50+0.0 | 0.63+0.25
Total CHB 2.42+1.68 | 2.11+1.71 | 2.20+£1.66 | 2.46+1.75 | 2.38+1.86 1.74+0.70 | 1.47+1.12
NPB 0.92+0.78 | 1.5¢1.37 | 0.75+0.28 | 0.57+£0.22 | 1.52+1.20* | 0.58+0.12 | 0.05+0.0
APOP 0.65+0.37 | 0.57+0.39 | 0.68+0.46 | 0.77+0.44 | 0.51+0.26 | 0.5+0.0 0.5+0.0

*Se encontraron como predictores en el analisis multivariado de regresion y posterior analisis por ANOVA en los que
fueron significativamente diferentes entre las regiones, p<0.05.

tMedia geométrica y desviacion estandar. Frecuencia por cada 1000 células.

D. Polimorfismos y biomarcador de dafo celular

La frecuencia del polimorfismo de GSTM1 nulo se presentd en el 57% de los evaluados,

mientras que el de GSTT1 nulo se encontr6 en el 9.5%. No se reportd ningun efecto sobre
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las frecuencias de los biomarcadores de dafio celular en relacion al polimorfismo de

GSTML1 nulo, mientras que para el de GSTT1 nulo se muestra asociacién con las

frecuencias de las células con 1 MN, con la frecuencia total de MN y las de NPB (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencia del Biomarcador de dafio celular en relacién a los polimorfismos de
GSTM1y GSTT1.

Biomarcador GSTM1 GSTT1

(%0)* Presente Nulo P Presente Nulo P
1IMN 1.54+0.84 1.77+1.23 0.94 1.56+0.97 2.30£1.09 0.04
>1MN 0.57+0.31 | 0.51+0.06 0.81 0.52+0.25 0.57+0.15 0.67
Total MN 1.65+0.95 | 1.87+1.28 0.89 1.64+1.05 2.62+1.20 0.02
1CHB 1.99+1.38 1.94+1.51 0.76 1.94+1.45 2.11+1.21 0.48
>1CHB 0.84+0.73 0.5+0.0 0.25 0.76+0.66 0.71+0.36 0.84
Total CHB 2.26+1.66 | 2.06+1.56 0.37 2.14+1.64 2.34+1.48 0.52
NPB 1.13+1.20 | 0.82+0.70 0.68 0.82+0.80 2.25+15 0.03
APOP 0.65+0.43 | 0.60+0.19 0.93 0.64+0.37 0.5+0.0 0.88

*Frecuencias presentadas en la forma de media geométrica y desviacién estandar.

52



CAPITULO VII. DISCUSION

Una situacion compleja se encontrd en la region estudiada, donde varios factores estan en
juego. Llama nuestra atencion las condiciones y los riesgos en el lugar de trabajo en
diversas industrias, particularmente en las lavanderias de mezclilla y en la planta
petroquimica donde se manipulan productos quimicos como acrilonitrilo, benceno,
metanol, tolueno y muchas otras desde 1990. Aunque, los trabajadores utilizan equipo
protector para evitar la exposicién manifestaron que los vapores y los olores siempre estan
presentes incluso en zonas fuera del &rea de produccion. Lamentablemente, no se logro

hacer un estudio con los empleados de la planta petroquimica.

Los trabajadores en las lavanderias también describieron una situacion peligrosa en los
locales, los que no cuentan con buena ventilacion donde el calor de las calderas, combinado
con la acumulacién de vapores de los blanqueadores y de los suavizadores de la tela, tales
como hipoclorito del sodio y peréxido de hidrogeno, dan lugar a una atmosfera irritante que
afecta las vias aéreas superiores, 0jos y piel, y en el caso del perdxido de hidrégeno, que
también puede irritar los pulmones (ATSDR-ToxFAQs, 2002; ATSDR-ToxFAQs, 2002).
Estos trabajadores utilizan equipo protector solamente para la piel. Un peligro adicional se
plantea a las costureras que trabajan al lado de las areas donde emplean los blanqueadores y
en zonas donde se genera calor; adicionado a la pelusa de las telas (fibras diminutas que
irritan continuamente las vias aéreas superiores y eventualmente también pueden producir
dafio pulmonar). Se reportd, en los cuestionarios dos casos de problemas bronquiales y de

faringe por la exposicion continua a la pelusa de telas durante 3 afios en una planta textil.

53



Otro peligro ocupacional se encontrd en los campos agricolas. Los agricultores utilizan
varios pesticidas restringidos de manera muy irregular: algunos los emplean diariamente,
otros una vez o dos veces al afio. No usan ningln equipo especial para aplicar los
pesticidas, excepto las botas y algunas veces guantes. Con respecto a la ropa, usan la misma
diariamente en la casa y el campo, que consiste en pantalones de mezclilla, camisa larga de
algodon, zapatos o botas con suela gruesa y sombrero. Mientras trabajan ellos no usan
guantes debido al calor, por lo que la exposicién cutanea a los contaminantes en el agua es
muy probable. La exposicion al sol es intensa, aunque solamente se reportdé un caso de
cancer de piel, en un hombre de mas de 60 afios de edad. Los agricultores son las personas
que pasan més tiempo cerca de los canales de riego y los rios que estan contaminados con
las descargas industriales; ellos respiran los vapores de los compuestos organicos volatiles
contenidos en esas descargas y que estan inmersos en el aire; ademas, estan las areas donde
todavia utilizan el rio para regar sus campos, dandose directamente la exposicién cutanea a
través de sus manos y por ende una exposicidn mas intensa a los compuestos organicos

volatiles.

De las situaciones ocupacionales expuestas, la principal via de exposicién es la inhalacién
de productos tdxicos quimicos y en menor grado, el contacto cutaneo y la ingestion de
particulas adheridas a los labios. Es importante notar que la mayoria de los productos
quimicos reportados por los encuestados estan considerados en la Norma Mexicana para
Condiciones de Seguridad e Higiene en el Lugar de Trabajo. Sin embargo, aquellos usados
en las lavanderias de mezclilla como blanqueadores clorados y tintes de indigo no estan

considerados; y segln lo reportado, estdn expuestos a altas concentraciones de los vapores
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de ambas sustancias. El indigo se degrada en otros productos toxicos y esto ocurre también
en el ambiente (Thompson Gale). Interesantemente, el cloroformo y cloruro de metileno no
fueron reportados por los entrevistados; con respecto al cloroformo, este podria formarse en
el rio después de que se descarguen los blanqueadores clorados, mientras que el cloruro de
metileno se emplea en la industria de adhesivos y de pintura, una de las cuales esta presente

en la zona.

Actualmente, el rio Atoyac es un vertedero donde la gente arroja su basura. Algunos
agricultores todavia utilizan el agua para sus cultivos, pero ninguno de ellos emplea esta
agua para sus animales o para uso doméstico. Por lo tanto, a pesar de la presencia de esos
contaminantes, la mayoria de la gente que vive en las comunidades del &rea no estaria en
contacto directo con el agua, ya que el rio ha dejado de ser un lugar de recreacion. Sin
embargo, numerosos contaminantes de origen quimico son volatiles y constantemente
emergen del rio como olores irritantes. Las comunidades méas afectadas, segun la
percepcion del ambiente que tienen los habitantes, serian Villalta, San Baltazar
Temaxcalac, Santa Ana Xalmimilulco y San Francisco Tepeyacac. Los residentes de Santa
Ana se quejan principalmente de las lavanderias, mientras que las otras comunidades se
refieren a las industrias en general. Una percepcion generalizada son los olores en los rios
Atoyac y Xochiac que van de fétido a irritante, causando nauseas y dolor de cabeza en los

habitantes de San Baltazar y Villalta (Tabla 4).

El corredor industrial Quetzalcoatl esta situado en San Baltazar Temaxcalac; donde hay

fabricas de textiles, metalUrgicas y partes de automaviles, junto con una fabrica que elabora
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productos quimicos aromaticos para la industria alimenticia. EI corredor Ixtlacuixtla cuenta
con una planta de produccion de adhesivos y otra manufacturera de piezas eléctricas de
automoviles; este corredor esté cerca de la comunidad de Villalta. En el corredor industrial
Huejotzingo hay dos industrias textiles; Santa Ana Xalmimilulco estd proxima a estas
industrias. San Baltazar y Santa Maria Moyotzingo son las comunidades més préximas al
complejo petroquimico que iniciaron la industrializacion de esta zona horticola en la década
de 1960. La construccion de corredores industriales; sin embargo, es mas reciente; llegaron

al lugar durante la década de 1990.

Tanto en los riesgos ocupacionales como en los ambientales la principal via de exposicién a
los productos quimicos es probablemente por inhalacion de compuestos organicos volatiles
provenientes de los rios contaminados o de la quema de basura, asi como de hidrocarburos
aromaticos policiclicos resultantes de la combustion del kerosén en una planta de
tratamiento de agua. Sin embargo, hay excepciones que deberian prevenirse debido a que
los nifios pueden caer por accidente al rio y sufrir severas erupciones en la piel, o personas
que declararon usar esta agua para limpieza domestica. Una lista de los productos toxicos
quimicos detectados en el agua se muestra en la tabla 2. Ningunos de los productos
enumerados se acumulan en la cadena alimenticia, aunque algunos de ellos podrian
alcanzar el agua subterrdnea, como el 2,4-D, o acumularse en los sedimentos, como la

anilina.

El fumar es un habito frecuente asi como el beber. Sin embargo, la gente se mostro

renuente a declarar que tan intensos son esos habitos. EI fumar representa un riesgo para la
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salud de contraer cancer de pulmén, de garganta y hepatico, asi como desarrollar
enfermedades coronarias (ATSDR. Cancer, 2002). El bebedor frecuente (sin necesidad de
Ilegar al alcoholismo) contribuye al riesgo de desarrollar cancer. Los individuos que beben
demasiado o abusan de las drogas, no se alimentan bien y no cuidan adecuadamente su
salud, aumentan el riesgo de cancer. De hecho, los bebedores en exceso tienen 3 veces méas
probabilidad de desarrollar cancer de higado que los no bebedores y 4 veces més de

desarrollar cancer de eséfago (Ridolfo y Stevenson, 2001).

Un riesgo de céancer, ha sido también documentado referente al IMC, debido a que se
conoce que el tejido graso es almacén de numerosos productos quimicos lipofilicos.
Encontramos una media del IMC de 25.9, considerada como exceso de peso, y alrededor
del 20% de los entrevistados son obesos (IMC mayor de 30). Por otro lado, solamente 3
personas (1%) fueron de bajo peso en el estudio. Los productos quimicos lipofilicos
también son un riesgo para las mujeres embarazadas, debido a que pueden cruzar la
placenta o eliminarse por la leche materna. Dependiendo de la etapa del embarazo, la
exposicion del feto podria dar lugar a defectos del nacimiento o a la muerte. Si la madre se
expone durante la lactancia, su leche puede concentrar ciertos contaminantes, aumentando

la exposicion a su hijo (Rozman y Klaassen, 2003).

La dieta en el area es variada, consiste principalmente de vegetales producidos en sus
campos; estos se consumen principalmente en sopas o frituras. La ingesta de leche y sus
productos también es comun. La carne roja y el pollo se comen con menos frecuencia y los

suplementos, como las vitaminas, no se utilizan. Esto, junto con la frecuencia de gastritis y
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desordenes digestivos hace pensar en la posibilidad de que podria haber una deficiencia de
consumo y/o de la absorcion de la vitamina Bj, en estas personas (Hugh y
Wickramasinghe, 1996). La vitamina Bi, es importante en la sintesis de 5,10-
metilentetrahidrofolato el cual es crucial en la formacioén de dTMP para la sintesis de DNA.
Una deficiencia cronica se relaciona con anemia perniciosa y desordenes neurologicos. A
nivel genético, una deficiencia causa la substitucion del uracilo por timina en el DNA
durante la sintesis, contribuyendo a la inestabilidad del DNA (Hugo y Wickramasinghe,
1996). Futuros estudios podrian abordar la posibilidad de evaluar la deficiencia de estos

nutrientes en los pobladores de la region.

Se identificaron numerosos elementos que podrian contribuir al deterioro de la salud en la
zona de estudio (Tabla 5). Probablemente tal situacion contribuiria al incremento de la
incidencia de anemia trombocitopénica y de leucemia, debido a la exposicion ocupacional
y/o ambiental; esto porque segun repotes del sector salud de la zona el 2003 se registraron
30 casos de estas enfermedades en las comunidades aledafas al rio Atoyac y 31 casos en
los trabajadores de la Petroquimica; el 2004 se registraron 45 casos en comunidades
diferentes a las reportadas el 2003. Ademas, dan cuenta que la presencia de las
enfermedades mencionadas se pueden considerar como un proceso reciente, dado que el
primer caso reportado histéricamente se presentd en 1987 y a partir de entonces los casos
de estas enfermedades se han presentado de manera irregular en promedio con uno o dos
casos por afo; sin embargo, el 2000 se presentd un pico con 11 casos, principalmente de
leucemia y anemia (Lara y col, 2004). Por comunicacion personal, se sabe que el 2005 se

habria incrementado el nimero de casos de las enfermedades mencionadas en la zona en
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mencion. Por lo que, el riesgo para la salud representado por la presencia de cloroformo,
cloruro de metileno, tolueno y anilina en las descargas industriales sobre los rios Atoyac y
Xochiac y efluentes, necesita caracterizarse, midiendo los niveles que alcanzan en el aire
por evaporacion, direccion del viento y las fluctuaciones a lo largo del afio, para determinar
coémo afectarian a esas comunidades. La situacion ocupacional también deberia estudiarse,
desde las medidas de proteccién como el uso de equipo y la vigilancia higiénica debido a
que la norma mexicana en el tema (NOM-010-STPS, 1999) no parece estar cubierta

adecuadamente en ninguna de las actividades riesgosas identificadas.

Con respecto a los habitos personales como la dieta, fumar y beber, se podrian organizar
campafas para estimular a la gente a consumir més frutas y vegetales frescos; asi como
cereales o vitaminas para protegerlos contra los efectos de la exposicion quimica. Se podria
conducir un estudio de intervencién para establecer si esta estrategia tendria algin efecto
protector de la salud de estas comunidades, particularmente en los nifios y adolescentes que

son considerados como los mas vulnerables a situaciones ambientales como la descrita.

En cuanto al dafio genotoxico se encontr6 que no estd asociado con una probable
exposicion ocupacional a productos quimicos; sin embargo, estuvo mejor asociado con las
diferentes regiones de la zona de estudio. La mayoria de casos de leucemia se reportd en
Villalta, San Baltazar y Santa Maria, que corresponde a la region nimero 1. En Santa Ana,
el principal problema de salud reportado fue el asma; esta comunidad esta situada en la
region 2 (Fig. 5) (Lara y col, 2004). En las regiones 1 y 2 se presentaron las mayores

frecuencias de MN y CHB; y en la region 2 los individuos mostraron las frecuencias méas
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altas de NPB. Este biomarcador refleja un dafio complejo, implicando un ciclo de
rompimiento cromosomico, fusion de los extremos y la formacién de puentes durante la
anafase; el cual fue validado como biomarcador de dafio del DNA en células humanas
WIL2-NS tratadas con peroxido de hidrégeno, superdxido o después de la co-incubacion
con neutrofilos humanos activados (Umegaki y Fenech, 2000) los cuales fueron
relacionados con la produccion de MN en células donde ocurrié rompimiento cromosémico
con la formacion de rearreglos que conducen al NPB, y fragmentos acéntricos que
conducen a MN (Fenech, 2002). El presente es un primer reporte del dafio ocurrido in vivo

en linfocitos periféricos de individuos clinicamente sanos.

Por otro lado, el CHB se ha relacionado con la expulsion del DNA amplificado de las
celulas (Shimizu y col, 1998). Este proceso se observo en cultivos en crecimiento bajo
condiciones selectivas (Toledo y col, 1992; Ma y col, 1993; Shimura y col, 1999) que
inducen la amplificacion de genes. Shimizu y col. (1998, 2000) mostraron que el DNA
amplificado esté selectivamente localizado en sitios especificos de la periferia del nucleo y
eliminado via gemacion nuclear para formar MN durante la fase S del ciclo celular. La
amplificacion génica ocurre como respuesta a farmacos que conducen a la resistencia, y se
ha documentado ampliamente en lineas celulares transformadas; ademés, una exposicion
cronica a productos toxicos quimicos también podria conllevar a la amplificacion de genes
especificos relacionados con su metabolismo (Prody y col, 1989). Estudios in vitro
realizados en nuestro laboratorio demostraron un incremento de estas estructuras en
linfocitos periféricos normales tratados con colcemida y mitomicina-C en periodos cortos

de 24 horas de tratamiento (Serrano, 2001). La cantidad incrementada de CHB y de celulas
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con mas de 1 CHB encontrado en nuestros evaluados, sugiere que el mecanismo de
supervivencia celular se encuentra inducido. Los agentes presumiblemente responsables del
dafio reportado no se han estudiado en relacién con la produccién de CHB o de NPB;
aunqgue, los compuestos clastogénicos se suponen inducen este efecto; de acuerdo con esto,
el tolueno podria ser responsable de las frecuencias de CHB y NPB; asi, como el
cloroformo y el cloruro de metileno podrian contribuir al dafio encontrado, induciendo una

respuesta oxidante (Gemma y col, 2004).

Las células con mas de 1 MN constituyen otro biomarcador de interés, puesto que no se
encontraron en los referentes. La frecuencia mas alta se presentd en las regiones 1y 2,
aungue también se detectaron en la region 3. Los agentes aneuploidogenicos pueden inducir
celulas con més de 1 MN, alterando la segregacion normal de cromosomas en las celulas
hijas; algunos pesticidas se han reconocido como aneugenos; sin embargo, los aneugenos
también inducirian multinucleacién y arrestarian células en proliferacion durante la
metafase, y estos eventos no se observaron. Ademas, nuestros donadores no expuestos
ocupacionalmente a los pesticidas mostraron células con mas de 1 MN. Por otro lado, los
agentes clastogénicos también pueden causar multiples rompimientos cromosémicos que
puede observarse como multiples MN pequefios. Futuros estudios, dirigidos
especificamente a la identificacion de aneugenos o clastogenos probablemente responsables

de este efecto, podrian aclarar el origen de las células multi-micronucleadas.

La mayor frecuencia de dafio se encontro en las regiones 1 y 2, que estan cercanas al rio

Atoyac donde ocurren las descargas industriales y al rio Xochiac, donde se dan las
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descargas de las lavanderias de mezclilla (Fig. 5); los dos rios contaminados forman un
semicirculo que rodea a las comunidades estudiadas. Los menos afectados, San Francisco
Tepeyacac y Santa Justina Ecatepec (region 3), estdn mas distantes de los rios. Por tanto, en
vista de los resultados anteriores, concluimos que el dafio encontrado podria deberse a los
contaminantes llevados por los rios que cruzan a través de la zona de estudio, afectando no
solo a los expuestos de manera ocupacional, sino también a los expuestos de manera
ambiental a los tdxicos quimicos. Por esta razén, se planea hacer nuevos estudios
orientados a establecer los riesgos a la salud para los jovenes que nacieron cuando el
deterioro ambiental comenzo, después de 1991. Puede decirse que la cantidad total de MN
fue el Gnico biomarcador que mostrd incremento con la edad con un valor r de 0.3; este

dato se refiere a todos los donadores incluyendo a los referentes, de la ciudad de México.

La inclusion de los datos de los donadores que viven fuera de la zona de estudio, fue dtil en
el sentido de que permiti6 identificar frecuencias crecientes de MN y de CHB, ademas de la
frecuencia extraordinaria de NPB encontrado en la zona; a pesar de que nuestros referentes
se exponen en promedio de 2-4 horas a la contaminacién urbana del transporte publico y
otras fuentes contaminantes, ellos mostraron un nivel bajo de esta clase de dafio. Estos
donadores comparten la misma situacion socioeconémica con los donadores de Tlaxcala, a
excepcion de los habitos dietéticos, el cual probablemente se reflejé en el IMC que mostrd
valores en el rango normal con respecto a los donadores de la zona de estudio, donde fue

mas frecuente el peso excesivo y la obesidad.
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Con respecto a la dieta, existe una posibilidad sumado a la contaminacion ambiental en el
area, un factor que contribuye a la cantidad de dafio encontrado podria deberse a la
deficiencia en folato y vitamina Bi, en la dieta de las personas evaluadas, debido al bajo
consumo de carne y de suplementos alimenticios; adicionalmente, el consumo de frutas y
vegetales frescos es bajo como se establecio en las entrevistas. Un nuevo biomonitoreo se
esta planeando en estudiantes escolares para caracterizar este factor como riesgo en la

salud.

También se evalud la susceptibilidad individual a la exposicion quimica debido a los
polimorfismos de las enzimas GSTM1 y GSTT1. El polimorfismo GSTM1 nulo se
encontr6 que incrementa la frecuencia de aberraciones cromosémicas después de la
exposicion al tabaco especificamente a la N-nitrosamina in vitro (Salama y col, 1999).
Varios estudios han demostrado que esta delecion incrementa la susceptibilidad conferida
por el alelo de CYP1A1*2C para el cancer asociado a la exposicién del PAH (Wan y col,
2002; Hirvonen y col, 1993; Lazarus y col, 1998). Se encontrd que el GSTM1 nulo estaba
presente con una frecuencia del 57% en este estudio; Coughlin y Hall (2002), en una
revision de este polimorfismo, notaron que la frecuencia de GSTM1 nulo se ubica en el
rango del 23% hasta el 48% en poblaciones africanas, el 33% a 63% en poblaciones
asiaticas, y de 39% a 62% entre europeos. No se encontrd susceptibilidad aumentada al
dafio genotdxico encontrado en lo referente a este polimorfismo en el presente estudio; a
pesar, de que un efecto oxidante era previsto debido a la exposicion a COVs como se ha
documentado en lo referente a la exposicion al benceno (Kimy col, 2004), el cual mostraria

un incremento de dafio en los individuos genotipicamente nulos.
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La actividad de la enzima GSTT1 se encontrd que esta relacionada con la activacion de pro
carcindgenos exogenos, tales como compuestos halogenados pequefios y contribuyen a la
respuesta inflamatoria de la mucosa del esdfago, que es un factor de riesgo importante para
el adenocarcinoma en el tracto respiratorio, posiblemente a traves de la sintesis de
leucotrienos. Ademés, GSTT1 se ha demostrado que participa en la activacion de
trihalometanos (como el cloroformo), constituyendo la via de toxicidad de esta clase de
compuestos (Ross y Pegram, 2004 y 2003). El genotipo de GSTT1 nulo mostré una
frecuencia de 9.5% entre nuestros donadores, mas baja que la reportada en poblaciones
asiaticas (Yang y col, 2005), en el rango de 20 hasta 53% y mas baja que el reportado en
poblaciones caucésicas donde el rango fue del 16 hasta el 22% (Geisler y Olshan, 2001);
esta frecuencia es similar a lo reportado por Nelson y col (1995) para un grupo de
Mexicano-Americanos, de 9.7%. La presencia de la enzima GSTT1 en los individuos
estudiados significaria que son susceptibles a los efectos de la exposicion a trihalometanos,
tales como cloroformo y probablemente, cloruro de metileno; sin embargo, el polimorfismo
de GSTT1 nulo correlaciono significativamente con frecuencias crecientes de MN y de

NPB, aunque solamente 10 individuos presentaron este genotipo.

Por otro lado, la cantidad y el tipo de dafio genotoxico encontrado en los donadores de las
comunidades, indican la accion de los agentes toxicos en sus células y la evidencia sefiala al
ambiente como la mas probable fuente de exposicion. La caracterizacion de esa
contaminacién en el aire debe hacerse en futuros estudios. Los compuestos encontrados en

los rios Atoyac y Xochiac no estdn normadas por las leyes mexicanas (NOM-001-
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SEMARNAT, 1996; NOM-002-SEMARNAT, 1996), las cuales no contemplan la
presencia del cloroformo, cloruro de metileno, tolueno, indigo y anilina en descargas a
aguas nacionales ni en descargas a aguas residuales; los COVs mencionados tampoco se
contemplan en la norma para los contaminantes del aire, donde estos productos tdxicos
alcanzarian concentraciones importantes en el ambiente; y en el caso de cloroformo,
también sus productos de descomposicion como el fosgeno y el cloruro de hidrégeno
(ATSDR-ToxFAQs™, 1997). Aunque, la exposicion a estos compuestos quimicos en el
ambiente ocupacional esta bien regulado (NOM-010-STPS, 1999) en los niveles de 10 -
100 ppm (excepto indigo que no se incluye en la norma), la exposicion potencial en la zona
es cronica, con variaciones segun la frecuencia y los voliumenes de las descargas, pero
permanente, llevando a altas frecuencias de dafio genotéxico complejo en poblaciones con

caracteristicas similares a las estudiadas en la presente investigacion.

Dada la tendencia en el cambio de uso del suelo en areas naturales con agua, y dado el
hecho de que México es un pais con recursos muy limitados de agua dulce, la situacion
encontrada en Tlaxcala debe ser una advertencia de lo que puede suceder en otros sitios
donde estan ocurriendo las mismas transformaciones. Las determinaciones en el aire
permitiran caracterizar el régimen de exposicion para los habitantes del area contribuyendo

al control de los contaminantes y al rescate de este ambiente.

Finalmente, un resultado que vale la pena comentar es que a pesar de que la gran mayoria

de los evaluados estan sensibilizados sobre el dafio que podria causar a su salud la
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contaminacion que expelen las fabricas, la de los rios y descargas en la zona; y en la
mayoria de casos lo asocian a patologias relacionadas al sistema respiratorio, ninguno sabe
como deberia prevenirse del dafio, mas aun cuando realizan alguna actividad de riesgo
como al usar pesticidas por ejemplo. Esto nos indica que la informacién a nivel de los
pobladores sobre la contaminacion ambiental y su relacion con la salud es poca; incluso el
de las entidades educativas y autoridades pertinentes es aun insuficiente. Lo cual evidencia
la necesidad de capacitar a los profesionales de las comunidades, del sector educacion,
fundamentalmente para que sean promotores de la difusion de este conocimiento con fines

de prevencion.

En cuanto a la norma mexicana respecto al &rea ambiental, especificamente para el caso de
los compuestos organicos volatiles reportados en la zona de estudio, se recomienda normar
previa estandarizacion de los limites maximos permisibles tanto en agua como en aire con
base en estudios de toxicidad, con la finalidad de regular las descargas que emiten las

industrias en las zonas geogréficas como el descrito en el presente estudio.
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CAPITULO VIII. CONCLUSIONES

Se encontraron tres clases de riesgos a la salud: la exposicion ocupacional a productos
quimicos tdéxicos y carcindgenos en la industria petroquimica, lavanderias y en la
agricultura; la exposicion ambiental a los compuestos organicos volatiles provenientes de
las descargas industriales que llegan a los rios Atoyac y Xochiac y al sistema de
alcantarillado. Por ultimo, el estilo de vida individual (fumar, beber y un indice de masa

corporal elevado).

Los evaluados de las regiones 1y 2 presentaron la mayor frecuencia de células con 1 MN,
con mas de 1 MN y con 1 CHB; y los hombres que viven en la region 2 presentaron las

frecuencias mas altas de NPB.

El 57% y el 9.5% de los evaluados presentaron polimorfismos de la enzima GSTM1 nulo y
de GSTT1 nulo respectivamente. Las personas con polimorfismo de GSTT1 nulo mostraron

asociacion con la frecuencia total de MN, con las células con 1 MN y las NPB.

El dafio genotoxico se distribuyd de manera diferente en las regiones estudiadas, siendo las
mas afectadas aquéllos que estaban cerca a los rios Atoyac y Xochiac, lo cual indicaria un
efecto probable a la exposicion a los contaminantes llevados por estos rios que cruzan a

través de la zona de estudio.
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CAPITULO IX. PROPUESTAS

Caracterizar la calidad de aire del area evaluada, a fin de evidenciar los riesgos de

exposicion por los compuestos organicos volatiles reportados en el presente trabajo.

Disefar estudios que evallen el tipo de alimentacion de los pobladores a fin de determinar
los problemas asociados a la deficiencia de nutrientes como la vitamina B;, en poblaciones

que habitan en lugares con similar caracteristica como la estudiada.

Establecer estudios en modelos animales para evaluar a los contaminantes como causa de

dafo celular, particularmente en enfermedades sanguineas.

Realizar estudios analiticos tipo casos y controles para correlacionar las asociaciones
descritas en el presente trabajo a fin de evidenciar los factores de riesgo para los problemas
de salud que se reportan en la zona y establecer las medidas que puedan proteger a los

pobladores que habitan en lugares con similar caracteristica como la estudiada.

Realizar estudios de evaluacion de riesgos de exposicion ambiental a fin de generar

informacion relevante para el manejo adecuado de programas de prevencion de las

enfermedades en los pobladores de la zona de estudio.
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