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RESUMEN

Mussali-Galante, P. 2008. Estudio sobre la induccion de dafio al ADN en sangre
periférica de individuos expuestos a metales en al agua de bebida, en la poblacion de
Huautla, Morelos. Tesis de Maestria (Biologia Experimental). Universidad Nacional
Auténoma de México.

La mineria es una actividad de gran importancia economica en México, una de las
consecuencias de esta actividad, debido a la explotacion de los recursos metéalicos, es la
produccion de grandes cantidades de residuos que han generado varios sitios
contaminados a lo largo de todo el pais, los cuales pueden contener elementos
potencialmente tdxicos —como los metales— que logran contaminar los recursos
naturales. Un ejemplo de ello se localiza en Huautla, Morelos, que es una zona minera
por excelencia, donde se estima que existen alrededor de 780,000 toneladas de residuos
mineros en los cuales los principales contaminantes son el plomo y el arsénico, ademas
de otra cantidad de material no procesado rico en Pb, Cd y Mn. Estos desechos se
encuentran a la intemperie y al borde de una serie de rios que desembocan en el Rio
Amacuzac. Aunado a lo anterior, los pobladores de Huautla se abastecen de “agua de
bebida” de un cuerpo de agua al interior de la mina “Pajaro verde”. Por lo anterior, se
decidié medir la concentracion de metales en el agua de la mina “Pajaro verde” y en
sangre periférica de los pobladores de Huautla. Asimismo, se evalud la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas de estos mismos individuos.

Los resultados obtenidos demuestran que el agua proveniente de la mina “Péjaro
Verde” en el poblado de Huautla, Morelos, esta contaminada por arsénico, que rebasa
las normas mexicanas e internacionales. La concentracion de arsénico total en sangre
periférica de individuos expuestos corrobora esta exposicion. El arsénico indujo
aberraciones cromosémicas en linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos y
estas se correlacionaron positiva y significativamente con la concentracion de As en
sangre, apoyando a este pardmetro como un marcador Util de exposicidn interna.
Finalmente, ya que las aberraciones cromosomicas son el biomarcador mas aceptado
para estimar riesgo en poblaciones humanas, podemos decir que la poblacion de
Huautla, Morelos, esta en riesgo de padecer enfermedades relacionadas con el arsénico
y sobre todo cancer, siendo éste el primer estudio que refiere contaminacion por
arsénico en la zona y riesgo a la salud en pobladores expuestos, un hecho que necesita

de atencién inmediata.



ABSTRACT

Mining industry in Mexico is one of the most important economic activities, as a
consequence of the exploitation of mineral resources, a great amount of toxic wastes
have been discharged into the environment, generating a number of contaminated sites
along the country which may contain potential toxic elements —mainly metals— that
pollute natural resources. An example of this, is located at Huautla, Morelos, a mining
district where it is estimated that there are about 780,000 tons of toxic wastes where the
main contaminants are lead and arsenic, and the majority of them rich in Pb, Mn and Cd
that haven’t been processed or neutralized. These residues were left in open air and near
lakes that disembogues at the Amacuzac river. In addition, the drinking water used by
Huautla settlers comes directly from inside the mine “Péjaro Verde”. For these reasons,
we decided to evaluate the presence of metal residues in drinking water, as well as the
metal concentration in whole blood samples taken from Huautla settlers. Also, we
measured the frequency of chromosomal aberrations from these same individuals.

Our results demonstrate that the water that comes from the mine “Pajaro Verde”
in Huautla, Morelos, is contaminated with arsenic and that these concentrations are
above the national and international standards. Total arsenic levels in whole blood
samples from the exposed individuals corroborate this exposure. Arsenic was capable of
inducing chromosomal aberrations in lymphocytes from exposed individuals and they
were positively and significantly correlated with arsenic concentrations in whole blood
samples, supporting the idea that total arsenic concentrations are a useful biomarker of
internal exposure. Finally, as chromosomal aberrations is the most accepted technique
when estimating risks of human exposures, we can conclude that Huautla settlers are at
risk of developing arsenic-related diseases and cancer, being this study the first report of
arsenic contamination and human health hazard in this particular region, a fact that

urgently needs further evaluation.



INTRODUCCION

LA MINERIA EN MEXICO

La actividad minera en México comenzo en el siglo XI con la produccion de oro y
cobre. En 1546 se explotan los primeros yacimientos mineros en Zacatecas Yy
posteriormente el siglo XVI1II registra la época de esplendor de la mineria mexicana, lo
que posiciona a México como una potencia minera. Actualmente, las 32 entidades
federativas del pais registran yacimientos mineros y a nivel mundial, México destaca en
la produccion de Oro (Au), Plata (Ag), Plomo (Pb), Cobre (Cu), Zinc (Zn) y Fierro (Fe).
Ocupa el tercer lugar en la produccién de Plata, quinto en Plomo y sexto en Molibdeno
y Zinc (Mejia et al., 1999; INEGI, 2004).

La mineria ha llegado a convertirse en una actividad de gran importancia
econdémica en algunos estados de nuestro pais, como: Guanajuato, Sonora, Chihuahua,
Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Hidalgo y Morelos (Mejia et al., 1999).

Debido al procesamiento de los recursos minerales, se han provocado grandes
cantidades de residuos sélidos, liquidos y gaseosos que han generado gran cantidad de
sitios contaminados a lo largo de todo el pais, los cuales pueden contener elementos

potencialmente toxicos que logran contaminar los recursos naturales (Salomons,1995).

CONTAMINACION DE CUERPOS DE AGUA POR ACTIVIDAD MINERA

Los desechos generados por esta actividad, conocidos como colas (tailings), relaves o
jales; son creados durante los procesos de recuperacion de los metales a partir de
minerales metaliferos, después de moler las rocas que los contienen y mezclar las
particulas que se forman con agua y pequefias cantidades de sustancias quimicas que
facilitan la liberacion de los metales (Vega, 1999; Mariin-Guirao et al., 2005).

Existen relaves que contienen elementos potencialmente téxicos (EPT) como el
arsenico, cromo, plomo y cadmio. Los EPTs provienen del drenaje de las pilas de
acopio del mineral, de los desechos y también de las “aguas de mina” (Salomons, 1995;
Vega 1999).

En condiciones normales de operacion de jales mineros, y como consecuencia de
tormentas y derrames, 0 bien, por un manejo inadecuado de éstos, puede ocurrir la
contaminacion de los cuerpos de abastecimiento de agua, con el posible deterioro de la
calidad de la misma, sobre todo si los relaves tienen un pH &cido o un contenido de

metales que pueden volver el agua temporal o permanentemente no apta para el



consumo. Por lo general, la afectacién de los cuerpos de agua superficiales suele ser
solo local, pero en algunos casos puede alcanzar distancias alejadas varios kildmetros
del lugar en el que ocurre la contaminacién. También, puede producirse la
contaminacion de los mantos fredticos como consecuencia de las filtraciones en las
presas (INEGI, 2000).

Existen reportes que indican que este tipo de contaminacion tiene consecuencias
en diferentes niveles de organizacion, afectando desde la biota hasta los individuos que
habitan cerca de la zona contaminada, o bien, que utilizan los recursos contaminados
para diversos fines, principalmente por la presencia de metales pesados (Vega, 1999;
Mariin-Guirao et al., 2005).

Los metales pesados se definen como aquellos elementos que tienen una
densidad mayor de 5 g/cm®. Generalmente son 12 los utilizados mas cominmente y
descargados al ambiente como parte de una serie de residuos: Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Hg,
Mn, Mo, Ni, Pb, Sn y Zn (EPA, 1997). Dos de los metales encontrados con mas
frecuencia en las zonas mineras del pais son el arsénico y el plomo, junto con el cadmio
en algunas de ellas (SEMARNAT, 2004). Actualmente, en México, se desconoce el
namero de sitios contaminados como consecuencia de esta actividad, pero se estima que
asciende a varios miles cuyo riesgo potencial es desconocido (SEMARNAT, 2002). Un
ejemplo de ello, donde se encuentran varias regiones mineras abandonadas y una gran
cantidad de desechos producidos por esta actividad, lo constituye el estado de Morelos,
especificamente el poblado de Huautla (SEMARNAT, 2004; 2005).

EL CASO DE HUAUTLA, MORELOS
El estado de Morelos, se ha caracterizado por presentar varios distritos mineros que se
han explotado por varias décadas. Las minas mas comunes han sido de Ag, Pb y Zn,
siendo los distritos mineros mas explotados en el estado, por sus contenidos de
minerales metalicos, los que se ubican en el municipio de Tlaquiltenango. Durante los
siglos XVl y XIX y hasta 1950 se explotaron 6 minas en esta region. Desde 1993 se
encuentran cerradas y se localizan dentro de una zona conocida como “Reserva de la
Biosfera Sierra de Huautla” decretada como tal en 1999 (INEGI, 2004). Esta reserva
protege cerca de 59,000 hectareas de selva baja caducifolia, ecosistema que cuenta con
una gran biodiversidad de flora y fauna (INEGI, 2002).

Dentro de esta zona se encuentra el poblado de Huautla, el cual presenta una
riqueza natural en minerales azufrados de Pb y Ag, donde se estima que existen


http://www.inegi.gob.mx/

alrededor de 780 mil toneladas de residuos mineros en los cuales los principales
contaminante son el plomo, arsénico cadmio, zinc y cobre, ademas de otra cantidad de
material no procesado rico en Pb, Cd, Mny Zn (SEMARNAT, 2005). Existen dos jales
en la zona localizados geograficamente en los 18°, 26"N y 99° 01°0O, a escasos 500 m de
la poblacién, estos desechos se encuentran a la intemperie y al borde del “Arroyo
Chico”, el cual se junta con los arroyos Juchitlan, Salitre y Atlipa, para formar el
“Arroyo Grande” que desemboca en el Rio Amacuzac (SEMARNAT, 2005). Por lo
que, la lixiviacién de estos metales hacia los cuerpos de agua superficiales y
subterraneos y su transporte a otras regiones, tiene una gran probabilidad de ocurrir,
sobretodo durante la temporada de lluvias. En un estudio realizado por la SEMARNAT
(2004, 2005) en conjunto con el Instituto Nacional de Ecologia, se determin6 que los
jales de Huautla contenian elevadas concentraciones de plomo (hasta 3340 mg/kg) y
arsénico (hasta 274 mg/kg) revasando los limites méximos permisibles propuestos por
la PROFEPA para As (20 mg/kg. Suelo residencial y 40 mg/kg suelo industrial) y para
Pb (200 mg/kg y suelo residencial y 1500 suelo industrial). Asi como también se
encontraron concentraciones elevadas de cobre, zinc y cadmio.

Por otra parte, entre los minerales predominantes en la localidad de Huautla, se
encuentran: acantita, calcita, calcocita, galena y plata, la cual, ademéas de los minerales
anteriores, se encuentra normalmente asociada con cobre, arsénico, cinabrio, cobaltita y
barita (The Mineral Database, 2004). De esta manera, los altos contenidos de Pb y As
encontrados en los residuos de la zona, pueden relacionarse directamente con el tipo de
minerales explotados.

Otro aspecto de gran importancia y que probablemente contribuye en gran
medida a la contaminacion del agua por metales pesados, es que los pobladores de
Huautla obtienen el “agua de consumo” o “agua de bebida” de un cuerpo de agua
localizado en el interior de la mina “P4jaro Verde”, la cual es entubada desde el interior
de la mina hasta el deposito principal, donde el agua es clorada una o dos veces al afio y
del deposito es distribuida a las casas. Aproximadamente el 90% de los pobladores se
abastece de esta manera (Rondan-Antuna, 2003).

Por todo lo anterior, se presume que el plomo y el arsénico podrian ser los
principales contaminantes del agua en esta regién, asi como en menor medida el
cadmio, cobre y zinc, lo cual representaria un riesgo importante para la salud de los

pobladores.



METALES

El impacto de los metales sobre los organismos se da principalmente por la ausencia de
mecanismos eficientes para eliminarlos de los érganos blanco, y éstos se han clasificado
entre los elementos mas toxicos que se conocen, por lo que su uso implica un riesgo
potencial para la salud humana, asi como para la mayoria de los organismos (Fortoul y
Mussali-Galante, 2007).

CADMIO: Descubierto en 1817, este metal es un subproducto de la explotacion
minera de plomo y zinc y ésta es considerada como una de las principales fuentes de
contaminacion ambiental por cadmio. Es uno de los principales metales encontrados en
suelos y agua de zonas mineras abandonas, asi como en los jales (ATSDR, 2004). Este
metal ha sido reconocido como carcindgeno para humanos, por lo que se le clasifica en
el grupo 1 por la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) (IARC,
1994). Esto se debe a la relacion que existe entre la exposicion a cadmio inhalado y
cancer de pulmén. También existen evidencias de que la exposicidn oral a cadmio en
modelos animales produce sarcomas y tumores prostaticos (Waalkes y Rehm, 1994).
Los limites maximos permitidos (LMP) de Cd en el agua de bebida no deben exceder
0.005 pg/ml (NOM-127-SSA1-1994).

PLOMO: Es el metal mas ubicuo y sin duda, uno de los mas toxicos, es
detectado en casi todas las fases del ambiente inerte, asi como en muchos organismos
(Goyer, 1996). Las principales fuentes de exposicion son: la dieta y desechos
producidos por industrias, como la minera, por lo que es muy comun encontrarlo en
jales mineros y es capaz de contaminar suelos y cuerpos de agua cercanos a estas zonas.
La norma mexicana NOM-127-SSA1-1994 establece que los niveles de Pb en agua de
bebida no deben sobrepasar 0.01 pg/ml.

El plomo se clasifica dentro del grupo 2B, como posible carcinbgeno para
humanos. Se piensa que el plomo podria actuar como un agente co-mutageno y co-
carcinégeno (IARC, 1987).

COBRE: Este metal se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y es
esencial. La principal fuente de exposicion es la via oral, por lo que en 1985, la EPA



establecié el LMP de 1.3 pg/ml, en nuestro pais, el LMP es de 2.0 pg/ml, (NOM-127-
SSA1-1994). Este metal esta relacionado con varios patologias como: cirrosis infantil,
la cual es una condicidn que esta relacionada con la ingesta de agua contaminada por
cobre, lo que es muy parecida a la enfermedad de Wilson, condiciones colestasicas
cronicas y desordenes genéticos del metabolismo del cobre (Goyer, 1996). Los estudios
en cuanto a la carcinogenicidad del cobre arrojan evidencias acerca de que no es
carcindgeno en modelos animales ni en humanos, por lo que es clasificado en el grupo
D (no clasificable en cuanto a su carcinogenocidad en humanos) por la IRAC (IARC,
1994). Sin embargo, en estudios in-vitro se reportan efectos genotdxicos del sulfuro de
cobre, como: rompimientos de cadena sencilla y entrecruzamientos a dosis de 1.0
mmol/litro. En cuanto a los estudios in-vivo el sulfato de cobre indujo aberraciones
cromosOmicas en médula 6sea de ratones albino y BALAB/c después de una exposicién
oral (Fahmy, 2000; ATSDR, 2004).

ZINC: este elemento es un metal esencial para los humanos, y su carencia
resulta en severas deficiencias de salud. Por el contrario, exposiciones a concentraciones
elevadas de zinc son poco comunes y solo se dan en lugares donde el suelo y agua
pudieran contener elevadas concentraciones del metal debido a la presencia de jales
mineros en la zona. Ejemplos de ello se localizan en: Nueva Inglaterra, El Rio
Missouri, Rio Grande y Rio Colorado, donde se han registrado concentraciones
elevadas de zinc (ATSDR, 2005). La norma mexicana establece que el zinc en agua de
bebida no debe sobrepasar 5 pg/ml (NOM-127-SSA1-1994).

En cuanto a los estudios de genotoxicidad, éstos indican que el zinc no es un
agente mutagénico y es un débil clastogeno. Sin embargo, se han observado
aberraciones cromosdmicas en células de médula 6sea de ratones y ratas expuestas a Zn
via oral (Vilkina et al., 1978; Kowalska-Wochna et al., 1988).

ARSENICO: El arsénico ha sido y sigue siendo uno de los elementos mas
misteriosos y toxicos desde la antigliedad hasta nuestros dias, debido a sus tan
controvertidas propiedades. Histéricamente este metaloide fue conocido desde el
imperio romano hasta la edad media y el renacimiento, como el “rey de los venenos”, ya
sus formas minerales se conocian desde el siglo IV A.C. pero no fue hasta el afio 1250

que se descubre al As por Albertus Magnus (Edelstein, 1996).



El arsénico se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza (cerca de 5 x
10% de la corteza terrestre). En el ambiente, este elemento se combina con oxigeno,
cloro y azufre para formar compuestos inorganicos y en animales y plantas se combina
con carbono e hidrégeno para originar compuestos organicos (ATSDR, 2007).

Se encuentra en el quinto grupo de la tabla periddica, se presenta raramente
como sdlido, y principalmente en forma de sulfuros. Se dice que es un metaloide, ya
gue muestra propiedades metalicas y no metalicas (Brusick, 1987).

En la naturaleza se encuentra en tres estados de oxidacion (-3, +3, +5) siendo el
compuesto -3 el mas importante debido a su abundancia (arsina). En las valencias +3 y
+5 el As forma arsenitos (As™) y arsenatos (As*®) siendo los primeros los mas t6xicos
(Goyer, 1986; Vahter, 1994).

El arsénico puede ser liberado al ambiente por actividades naturales y
antropogénicas, dentro de las primeras podemos mencionar la actividad volcanica y la
erosion de los depositos minerales y dentro de las segundas se encuentran la actividad
industrial como: plantas generadoras de energia, uso de productos para conservar
madera, produccion de semiconductores, utilizacion de pesticidas, herbicidas y por
actividad y desechos mineros (Goyer, 1986; Vahter, 1994).

La exposiciéon al metaloide puede ser por via inhalada, dérmica y oral siendo
esta ultima la mas importante ya que el agua puede contaminarse con As, lo que se
conoce como hidroarsenicismo.

El hidroarsenicismo constituye un problema grave de salud publica en el mundo
y en México ya que el As puede sobrepasar los limites maximos permisibles propuestos
por organizaciones internacionales (10 pg/L™) (OMS, 2001; IARC, 2004; FAO, 2006;
EPA, 2000; 2006) y nacionales (50 pg/L™) (NOM™ 27 SSA17'994) ésta Gltima se
propuso en el afio 2000, pero fue modificada para que en 2005 alcance el limite de 25
ng/ L™

Un ejemplo de lo anterior se ha registrado en varios estados de nuestro pais
como: En los municipios de Villa de la paz y Santa Maria de la paz, en San Luis Potosi
(Castro-Larragoitia et al.,1997; Mejia et al.,1999), en Zimapan, Hidalgo (CNA, 1999;
Prieto-Garcia et al., 2005), en Guadalupe, Zacatecas (Iskander et al., 1994), en el
Distrito minero de Guanajuato (Carrillo-Chavez et al., 2003; Ramos-Arroyo et al.,
2004), en Taxco, Guerrero (Armienta et al., 2003), en El triunfo, Baja California Sur
(Carrillo y Drever, 1998).



Se considera que en nuestro pais existen mas de dos millones de personas
expuestas a este metaloide mediante el agua de bebida (OMS, 2006).
METABOLISMO DEL ARSENICO
El metabolismo del arsénico ha sido ampliamente estudiado, se describen dos procesos
principales involucrados: (1) reacciones de dxido-reduccion que reducen el arsénico
(1) a As (V) y (2) reacciones de metilacion, debido a que la metilacion del As facilita
su excrecion por la orina, es considerado como un mecanismo de desintoxicacién
(Gamble et al., 2007), éste convierte el arsenito a &cido monometilarsonico (MMA) y
acido dimetilarsinico (DMA). Las reacciones siguientes reducen el arsenato inorgéanico
a arsenito, la metilacion a MMA (V), reduccion a MMA (I11) y la metilacion a DMA
(V) (Aposhian et al., 2000 a,b).

Este proceso es similar para todas las rutas de exposicion. El organismo tiene la
habilidad de metabolizar el As inorganico a formas solubles que son mas facilmente
excretadas por la orina. Se estima que aproximadamente el 75% del arsénico absorbido
es eliminado por esta via, aunque esto depende de la dosis y el tiempo de exposicion.
Este parece ser un mecanismo saturable que cuando sobrepasa su limite, se registra un
mayor efecto toxico por parte del As (Aposhian et al., 2000 a,b).

La mayor parte del conocimiento acerca del metabolismo del arsénico proviene
del estudio de los productos excretados por orina en personas expuestas. La exposicion
humana tanto a arsenitos como arseniatos resulta en niveles elevados de arsénico
inorganico As(+3), As(+5), DMA y MMA en la orina. Por lo anterior, la cantidad y
especie de arsénico registrado en la orina de personas ocupacional o ambientalmente
expuestas es considerada como un biomarcador de exposicion (Aposhian et al., 2000b;
ATSDR, 2005).

En general, el DMA es el metabolito principal en la orina después de una
exposicion cronica, con niveles menores de As inorgénico (As(+3) y As(+5) y MMA).
En humanos los niveles de DMA oscilan entre un 40 a un 70%, los de arsénico
inorganico de 20 a 25% y 15 a 25% de MMA (Del Razo et al., 2001; Hopenhayn et al.,
2003b; Loffredo et al., 2003).

Otros tejidos donde se pueden medir los niveles del metaloide y también han
sido considerados como biomarcadores de exposicion son la cantidad de As en cabello y
ufias donde las concentraciones de As reflejan exposiciones pasadas (Karagas et al.,
2000, Wu et al., 2001).



Poco se sabe acerca de la concentracion de As en sangre periférica de individuos
expuestos de manera cronica.

Los compuestos arsenicales en los humanos, son eliminados de la sangre

siguiendo un patrén exponencial trifasico, la primera fase es de 1 a 2 dias, la segunda de
9.5 dias y la tercera de 38 dias (Klassen, 1986). Aunque la vida media de los
metabolitos de As en sangre como el MMA y DMA aln se desconoce, se cree que es
corta ya que en modelos animales se ha visto que se elimina rapidamente (7.4 h para
MMA 'y 5.6 h para DMA) (Gamble et al., 2007).
Recientemente se ha propuesto que la concentracion del metal en sangre puede ser un
marcador de dosis interna muy Util en estudios de biomonitoreo humano y que esta
directamente relacionado con el riesgo de presentar lesiones en piel (Hall et al., 2006,
2007; Gamble et al., 2007). La agencia para la regulacion de sustancias toxicas
(ATSDR, 2006) asi como Hall y colaboradores en 2006, reportan que los niveles del
metal no deben exceder una concentracion mayor a 50 (ug/L) en sangre periférica.

También, durante exposiciones cronicas y continuas, las concentraciones del
metaloide en sangre se mantienen constantes por lo que puede evidenciar exposiciones
pasadas y reflejar la carga de As en el individuo (Morton y Dunette, 1994; Gamble et
al., 2007).

EXPOSICION ORAL A ARSENICO: UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA A
NIVEL MUNDIAL

Se estima que alrededor de 100 millones de personas en India, Bangladesh, Vietnam,
Cambodia y Nepal estdn expuestas a arsénico mediante el agua de bebida, la cual
presenta concentraciones que rebasan 100 veces la norma establecida por las
organizaciones internacionales antes mencionadas. Otros paises como Argentina, China,
Taiwén, Chile, Estados Unidos y Meéxico también presentan problemas por
hidroarsenicismo donde los niveles rebasan la norma hasta 50 veces mas (Gamble et al.,
2007).

Existe gran nimero de estudios tanto en humanos como en animales acerca de
los efectos toxicos por la exposicion oral a As, generalmente en este tipo de
exposiciones la formula quimica del As es desconocida, pero se presume que puede ser
arsénico inorganico en forma de arsenatos [As(+5)] y/o arsenitos [As(+3)] (ATSDR,
2005). En ambientes oxigenados se presenta como arseniatos (AsOs) y en condiciones
reductoras se encuentra como arsenitos (AsOs3) (Abernathy et al., 1999).



Una vez en el organismo, el metaloide puede producir efectos muy variados, los
cuales dependen de: la dosis ingerida, el tipo de compuesto y factores de susceptibilidad
individual. A nivel sistémico se han registrado alteraciones en el sistema respiratorio,
cardiovascular, endocrino, inmunoldgico, nervioso, reproductor, gastrointestinal,
muscular y hematopoyético. A nivel de drganos se han registrado dafios en higado,
pulmones, rifiones y piel, entre otros (ATSDR, 2005).

Uno de las efectos mas comunes de la exposicion oral a arsénico son los
cambios en la piel, que incluyen hiperqueratosis en las manos y palmas, acomparadas
de areas con hiperpigmentacion y otras con hipopigmentacion en cara, cuello y espalda.
Estos efectos se han observado en la mayoria de los estudios realizados en poblaciones
humanas expuestas oral y cronicamente al metaloide (Ahmad et al., 1997, 1999; Ahsan
et al., 2000; Liu et al., 2002a; Chakraborti et al., 2003 b, c; Milton et al., 2004).

Otro de los efectos ampliamente relacionados con exposicion al metaloide es la
enfermedad conocida como “pie negro” o “blackfoot desease”. Se caracteriza por la
pérdida progresiva de circulacion en manos y pies, produciendo necrosis y gangrena de
las extremidades. Lo anterior se ha registrado en varios lugares del mundo, pero Taiwan
(area endémica de pie negro) representa el mejor ejemplo, donde el promedio de la
concentracion de As en agua de bebida oscila entre 0.17 a 0.80 ppm, lo que corresponde
a 0.014-0.065 mg As/kg/dia. Se piensa que esto sucede en exposiciones a bajas
concentraciones y por periodos de tiempo prolongados (mas de 5 afios) (Abernathy et
al., 1999).

También el arsénico ha sido clasificado como teratogeno y fue el primer agente
quimico calificado como carcinégeno para humanos (grupo 1A) por la agencia de
investigacion en cancer, (IARC, 1980). Estudios epidemioldgicos arrojan suficiente
evidencia indicando que la ingesta de arsénico inorganico de manera cronica aumenta el
riesgo de desarrollar cancer de piel (Lewis et al., 1999; Guo et al., 2003; Chen et al.,
2003 a, b; Freeman et al., 2004). Otros tipos de cancer relacionados con esta exposicion

son el de vejiga, rifidn, higado, pulmén y préstata (Moore, 2002a; Avani y Rao, 2007).

PRUEBAS PARA EVALUAR GENOTOXICIDAD: BIOMARCADORES
La posible utilizacion de biomarcadores que representan pasos tempranos o tardios
desde la exposicidn hasta la aparicion de la enfermedad para estimar riesgo a cancer en

poblaciones humanas, ha tomado gran importancia en los Ultimos afios, como



consecuencia de la enorme cantidad de agentes que pueden alterar el material genético y
afectar la salud humana.

Los biomarcadores se definen como alteraciones celulares o bioquimicas de
estructuras, funciones o procesos -producidas por xenobioticos- que pueden ser medidas
en un sistema o una muestra biologica (Kendall, 2001). Kendall (2001) propone afiadir a
esta lista alteraciones en el comportamiento, producidas por la exposicién a agentes
xenobioticos, por lo que, los biomarcadores se pueden agrupar de forma general en:
marcadores de efecto, de exposicion y de susceptibilidad.

Varios biomarcadores de exposicién, efecto y susceptibilidad de enfermedades
se han identificado y aplicado al estudio de poblaciones humanas. Estos incluyen la
dosimetria molecular de dosis interna y la dosis biologicamente efectiva de exposicion a
una gran variedad de agentes ambientales; la caracterizacion de los efectos bioldgicos
tempranos, estructuras y funciones alteradas en o6rganos blanco, asi como lesiones
preclinicas y la identificacion de susceptibilidad genética o adquirida a ciertas
enfermedades (Chien et al., 2005; Mussali y Fortoul 2008).

De los biomarcadores antes mencionados, los de efecto han sido de los mas
utilizados en los Gltimos afios.

Biomarcadores de efecto: éstos miden efectos biolégicos tempranos, es decir,
alteraciones celulares y bioquimicas que se presentan antes de que se manifiesten
alteraciones clinicas, los cuales pueden ser: dafio oxidante y capacidad antioxidante,
expresion genética de moléculas proinflamatorias en linfocitos, alteraciones
cromosOmicas y dafio al ADN en linfocitos de sangre periférica, entre otros (Chien et
al., 2005).

En este contexto, existen varias técnicas para medir el dafio al ADN en
poblaciones humanas laboral y ambientalmente expuestas a distintos agentes, dentro de
ellas podemos citar las pruebas de:

* Intercambio de cromatidas hermanas o ICH: mide el intercambio de doble cadena
entre dos moléculas idénticas de ADN en el mismo loci, lo cual no altera la estructura
cromosomica (Brusick, 1987).

» Micronucleos: evalla la capacidad de los compuestos quimicos y fisicos para inducir
rompimientos cromosémicos en epitelios y linfocitos de sangre periférica. Esta es una
de las técnicas mas utilizadas en los ultimos afios debido a que no es invasiva y los

resultados se obtienen en corto tiempo (Gonsebatt et al., 1997).



* Electroforesis en gel de células Unicas o “Ensayo cometa”: se ha propuesto como un
sistema capaz de detectar distintos tipos de rompimientos al ADN, también se utiliza
para inferir mecanismos de accién, dependiendo de las condiciones de pH utilizadas,
por lo que ha sido de gran utilidad en los ultimos afios (Mussali et al., 2005).

Otro de los biomarcadores mas comunmente utilizados es la prueba de Aberraciones

Cromosomicas, a la cual nos enfocaremos en este estudio y se describe a continuacion.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Las aberraciones cromosomicas (AC) pueden clasificarse en dos grandes grupos,
“estructurales” y “numeéricas”.

Aberraciones cromosdmicas estructurales (ACE)

Los cromosomas pueden sufrir rupturas espontaneas o inducidas por agentes
mutagénicos. Si bien existen mecanismos de reparacion que retnen los segmentos
fragmentados, en ocasiones estos mecanismos fallan y dan lugar a ACE (Savage, 2004).

Para entender el mecanismo de origen de los diferentes tipos de ACE es
necesario saber en que momento del ciclo celular se produce el dafio. Las alteraciones
en los cromosomas durante la fase G1, o sea cuando el cromosoma aun no ha sido
replicado se denominan aberraciones tipo cromosomicas. En cambio, las aberraciones
cromatidicas son aquellas que se producen en cromosomas ya replicados, es decir que se
encuentran en el periodo G2 del ciclo celular (Bryant et al., 2004).

Ambas alteraciones pueden resultar en cambios simétricos o asimétricos. Los
cambios simétricos son aquellos que implican un reordenamiento del material genético
por diferentes mecanismos sin pérdida de informacién genética. Los de tipo asimétrico,
implican, en general, pérdida de informacion genética habitualmente bajo la forma de
fragmentos acéntricos (sin centromero) (Rowley, 1998).

Las aberraciones cromosémicas y cromatidicas pueden subdividirse en
discontinuidades y en reordenamientos. Estos ultimos pueden a su vez ser clasificados
como intracambios, 0 sea reordenamientos dentro de un cromosoma; o intercambios,
correspondientes a reordenamientos entre dos o mas cromosomas diferentes (Bryant et
al., 2004; Savage, 2004).

Algunos tipos de aberraciones que pueden ser cromosomicas 0 cromatidicas se
citan a continuacion:

Deleciones: son aquellos cambios en los que, tras la ruptura, se produce la reunion de

los fragmentos pero con perdida de un segmento cromosomico. Las deleciones pueden



ser intersticiales, cuando comprenden dos puntos de ruptura, o terminales, cuando se
producen en un extremo del cromosoma e involucran un sélo punto de ruptura. Se dice
que las deleciones cromatidicas (en una cromatida) generan un fragmento sencillo
acentrico (Brusick, 1987; Bryant et al., 2004).

Inversiones: estas alteraciones estructurales suponen dos rupturas y posterior reunion
del segmento roto pero de manera invertida. Si los puntos de ruptura ocurren en brazos
diferentes, y la inversion involucra al centrémero, se llama pericéntrica. Si los puntos de
ruptura ocurren en el mismo brazo cromosémico, y la inversion no involucra al
centromero y se llama paracentrica. A diferencia de las deleciones y duplicaciones, las
inversiones no involucran pérdida o ganancia de material genético. Alteran el arreglo de
los genes pero no necesariamente alteran la cantidad o calidad de dichos genes. Por este
motivo, los individuos portadores de inversiones cromosomicas no suelen estar
afectados en su fenotipo (Brusick, 1987; Pfeiffer et al., 2004).

Duplicaciones: Involucra la ruptura y reunion de pedazos de cromosomas homaélogos,
su acomodo en el cromosoma puede resultar en duplicaciones o “redundancias” o
“ganancias” de material genético (Savage, 2004; Bryant et al., 2004).

Translocaciones: las mas frecuentes se denominan reciprocas y consisten en la ruptura
de dos cromosomas no homdlogos con posterior intercambio de segmentos entre ellos.
Cuando los individuos son portadores de translocaciones reciprocas balanceadas suelen
ser fenotipicamente normales ya que no hay ganancia ni pérdida de material genético.
Sin embargo, pueden afectar la fertilidad (Rowley, 1998).

Discontinuidades: lesién acromatica o “gap”, corresponde a una region de la cromatida
que posee escasa coloracion. El criterio mas utilizado para definir un “gap” es: “toda
lesion cuyo ancho sea menor que el de la cromatida”, y que se encuentren alineados al
brazo cromosémico (Savage, 2004).

Aberraciones cromosémicas numeéricas: pueden ser de dos tipos: Euploidias: aquellos
individuos que presentan un juego extra aparte del juego cromosémico que ya tienen
(2n, 3n 4n etc.), cuando la dotacion cromosomica es superior a dos, se les denomina
individuos poliploides. Otro tipo son las Aneuploidias, que se definen como cambios en
el nimero cromosdmico que sélo afectan a un 0 pocos pares cromosémicos, ya sea que
les falte un cromosoma (hipodiploides, 2n-1) o porque les sobre un cromosoma
(hiperdiploides 2n+1). Dentro de este tipo de AC encontramos a las nulisomias (2n-2),

monosomias (2n-1) y trisomias (2n+1) (Brusick, 1987).



ABERRACIONES CROMOSOMICAS COMO BIOMARCADOR DE EFECTO
TEMPRANO

La frecuencia de AC en linfocitos de sangre periférica ha sido utilizada durante muchas
décadas como un biomarcador de efecto temprano de carcin6genos genotoxicos, en
exposiciones ambientales y laborales. Asumiendo que los mecanismos de formacion de
aberraciones cromosomicas son similares en distintos tejidos, se esperaria que el nivel
de dafio en los linfocitos refleje dafio en otros 6rganos o tejidos susceptibles a
desarrollar cancer y asi predecir el riesgo a esta patologia (Norppa et al., 2006).

La relacion entre una elevada frecuencia de AC y el riesgo para desarrollar
cancer fue detectada en un estudio prospectivo de 30 afios de seguimiento, por el grupo
nordico para el estudio de riesgo a la salud y dafio cromosémico (NSGHRCD, 1990a,b).
Otro estudio realizado por un consorcio italiano de alrededor de 10 laboratorios,
concluyeron lo mismo. Asimismo, se concluyd que ningun otro marcador citogenético
utilizado en linfocitos (microndcleos e ICH) presentaba esta relacion (Bonassi et al.,
2000).

Los resultados anteriores demuestran que las AC pueden ser un biomarcador
confiable para predecir el riesgo a desarrollar cancer, independientemente de la
duracién de la exposicién a otros carcindgenos, por lo que aparte de ser un biomarcador
de exposicion tambien es Util para estimar riesgo de padecer cancer (Bonassi et al.,
2000, 2004; Norppa et al., 2006).

Una de las bases bioldgicas de esta observacion es la elevada frecuencia de AC
en pacientes con cancer y sindromes de inestabilidad cromosémica (Bonassi et al.,
2000).

Otra observacion que apoya lo anterior es que casi todos los agentes capaces de
producir AC estructurales (clastdgenos) son mutagénicos y carcinogénicos y la mayoria
de los carcindgenos son también clastdgenos. Los rearreglos cromosémicos son
caracteristicos de células neoplésicas y muchos canceres se asocian a AC especificas, lo
que refleja inestabilidad cromosémica asociada a un proceso neoplasico (Cornforth,
1998).

ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y GENOTOXICIDAD DEL ARSENICO
EN POBLACIONES HUMANAS
Debido a que el hidroarsenisismo es un problema importante de salud publica, el

arsénico es uno de los metales mas estudiados en cuanto a su toxicidad, por lo que



existe un gran numero de reportes acerca de sus efectos genotdxicos en poblaciones
humanas.

Petres et al. (1977), realizaron analisis cromosomicos en linfocitos de pacientes
expuestos a As; en ese mismo afio, Beckman et al. analizaron la frecuencia de AC en
personas expuestas a As de manera laboral; asi mismo, Norderson et al. (1979)
estudiaron alteraciones cromosomicas en pacientes tratados con arsenico. En todos los
casos anteriores se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas entre los individuos expuestos al metaloide y
los no expuestos.

En cuanto a las AC observadas en poblaciones expuestas al metaloide en agua
de bebida, Ostrosky et al. (1991) compararon gue la frecuencia de AC entre un grupo de
individuos con niveles bajos y otro con niveles altos de exposicion en México,
encontrando que los porcentajes de AC son similares en ambos grupos, aunque las AC
complejas fueron mas frecuentes en el grupo de alta exposicion. Otro estudio realizado
en México, es el de Gonsebatt et al. (1997) en el que las AC mas frecuentes encontradas
en linfocitos del grupo expuesto (408.17 ug/l) fueron de tipo cromatidico con respecto
al control (29.88 pg/l) también encontraron mayor frecuencia de micronucleos en
células de epitelio urinario y bucal en el grupo expuesto. Asi mismo, un estudio
realizado en Finlandia, también arrojo resultados similares a los anteriores, donde
observaron diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de AC en el
grupo expuesto (410 pg/l) (Maaki-Paakkanen et al., 1998).

En Taiwan, (area endémica de “pie negro”) se observd que las personas
expuestas que desarrollaron céancer presentaron mayor frecuencia de AC de tipo
cromosomico que los individuos expuestos que no presentaron la enfermedad (Liou et
al., 1999).

Por su parte Roy y Saha (2002) reportan elevadas frecuencias de AC en
individuos expuestos al arsenico y sus metabolitos, al igual que Sciandrello et al. (2004)
que puntualizan que la inestabilidad cromosémica de las células de individuos
expuestos a As es debida a la alta frecuencia de AC que presentan.

Resultados contrarios fueron reportados por Vig et al. (1984) en donde no
encontraron diferencias en la induccion de AC en personas expuestas (0.05mg/l) que
tomaron agua con As durante 5 afos.

En cuanto a los mecanismos de accion del arsénico y sus metabolitos, se sabe

que éstos son capaces de inducir dafio al ADN en una gran variedad de sistemas tanto in



vitro como in vivo (Basu et al., 2001). Se ha establecido que los compuestos arsenicales
inducen rompimientos de cadena sencilla de ADN, inhiben su sintesis y alteran su
reparacion (Yamanaka et al., 1995; Hartwig et al., 2003; Soto-Reyes et al., 2005).

Varios estudios (Lee et al., 1985; Huang et al., 1995; Basu et al., 2001) indican
que el As inorganico produce AC numéricas y estructurales (siendo los gaps y los
rompimientos sencillos los mas comunes), transformacion celular y amplificacion
génica en células de mamifero.

Se ha observado que algunos de los metabolitos del As (DMA y MMA), causan
AC numéricas y alteraciones en el huso mitético tanto in vivo como in vitro. Se ha visto
que el arsenito causa endoreduplicacion por la inhibicion de la actividad de fosfatasas
de algunas proteinas e hiperdiploidia por la alteracion de los microtubulos. Varios
estudios comprueban el caracter aneuploidogeno y de arresto mitdtico de diferentes
compuestos arsenicales (Huang et al., 1995, Eguchi et al., 1997), siendo los compuestos
de As inorganico trivalentes mas clastogenos que los compuestos pentavalentes
(Nakamuro y Sayato, 1981; Basu et al., 2001; Hall, 2002; Andrewes et al., 2003).

Lo anterior indica que los compuestos del As pueden dafiar al ADN directa e
indirectamente y producir AC, ICH y MN en personas expuestas a él mediante el agua
de bebida.

Asimismo, existe una relacion dosis-respuesta en la induccion de AC por parte
del As en poblaciones humanas, por lo que se puede decir que el metaloide induce dafio
genético de manera indirecta, lo que provee uno de los fundamentos bioldgicos para
asumir una relacion dosis-respuesta para cancer en humanos ( Basu et al., 2001; Au y
Salama, 2005).

Estudios como el de Eguchi et al. (1997) y el de Basu et al. (2001) indican que
el As facilita la transicion de los tumores benignos a malignos, causando inestabilidad
cromosémica como se ha notado en la progresion de los tumores, los andlisis en
humanos expuestos a As laboralmente, indican que éste actia en el proceso tardio de
carcinogeénesis.

Es muy importante mencionar que los efectos antes mencionados, dependen de
la dosis, tipo de compuesto asi como del tiempo de exposicion, pero un aspecto
fundamental es que muchos de los efectos observados dependen de las caracteristicas
especificas de cada poblacion es decir, de factores de susceptibilidad individual
(factores genéticos, habitos alimenticios, etc...) por lo que es importante estudiar a cada
poblacion ya que los efectos de la exposicidn pueden variar.



JUSTIFICACION
® La industria minera ha generado una gran cantidad de desechos, los cuales han

contaminado muchos sitios a lo largo de todo el pais, principalmente por la presencia de
metales. Son varios ejemplos en los cuales los riesgos a la salud como consecuencia de
la exposicion humana a ellos atn no se han evaluado. Tal es el caso de la poblacion de
Huautla, Morelos, donde es probable que se encuentren diversos metales en el agua de
bebida utilizada por sus habitantes. Lo cual representaria un riesgo para la salud
humana.

e Datos preeliminares muestran que existen concentraciones elevadas de diferentes
metales en el suelo y jales de Huautla, Morelos, (SEMARNAT, 2004, 2005) lo que
podria contribuir a la contaminacion del agua de bebida, sin embargo, no hay reportes
acerca de posibles dafios sobre la salud humana.

e Asimismo, se han reportado dafios genotdxicos y efectos en la salud en residentes de
otras poblaciones que se encuentran en condiciones similares a la de Huautla, Morelos
por la presencia principalmente de metales en el agua de bebida.

e Por todo lo anterior, es de suma importancia realizar un estudio inicial que arroje
informacidn al respecto y que permita que la poblacion, en caso de estar afectada, reciba

la atencion y la informacion necesarias.



OBJETIVO GENERAL
e Medir la concentracion de metales en los diferentes depdsitos de agua de la poblacion
de Huautla, Morelos y compararlos con la poblacion testigo. Asimismo, evaluar el dafio

al ADN en residentes de ambas poblaciones.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Medir la concentracion de los metales en el agua de bebida utilizada por los
residentes de las poblaciones de Huautla, Morelos y la testigo, mediante

espectrofotometria de absorcion atomica.

e Medir la concentracion de los metales en sangre periférica de los residentes de
las poblaciones de Huautla y la testigo, mediante espectrofotometria de

absorcion atémica.

e Evaluar el dafio al ADN en linfocitos de sangre periférica de los residentes
expuestos a metales en el agua de bebida, de las poblaciones de Huautla,

Morelos y y la testigo, mediante aberraciones cromosémicas.

e Determinar la relacion entre la concentracion de los metales encontrados en
sangre periférica de individuos expuestos y la frecuencia de aberraciones

cromosomicas.



METODOLOGIA
POBLACION EXPUESTA
El poblado de Huautla se localiza dentro del municipio de Tlaquiltenango, Morelos
(18°37°6°°N, 98°14” W) a una altura de 911 m s.n.m. Su temperatura media anual es de
18°C y su precipitacion pluvial anual es de 910 mm (Fig. 1) (INEGI, 2004).
Se encuentra situado dentro de la “Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla”, decretada
como patrimonio de la humanidad, por la UNESCO en 2006. Su poblacion es de 1,114
habitantes, reporta una tasa de crecimiento media anual de 0.95%, siendo el mayor
porcentaje de residentes adultos de entre 20 y 50 afios de edad (INEGI, 2004). El nivel
socio economico de la poblacién es bajo, la mayoria de los pobladores se dedican a la
agricultura y ganaderia (INEGI, 2004).

POBLACION TESTIGO

El poblado de Ajuchitlan, se encuentra en el municipio de Tlaquiltenango, Morelos
(18°28’N, 99°20°W). Se establecié como la poblacion testigo del estudio ya que los
afluentes de agua son totalmente independientes a los de la poblacidon expuesta. La
poblacion se abastece de tres pozos principales que se encuentran en la zona. Sin
embargo, se localiza también dentro del municipio de Tlaquiltenango, dentro de la
“Reserva de la biosfera Sierra de Huautla”, por lo que las condiciones geograficas y
socio-economicas son muy similares a las de la poblacion expuesta. Cuenta con 241
habitantes, de los cuales son 118 hombres y 123 mujeres. También la mayoria de los

pobladores se dedican a la agricultura y ganaderia (INEGI, 2004).

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina,
UNAM. Asimismo, el consentimiento informado se obtuvo de un formato
preestablecido por este mismo comité. Se requirid por duplicado, en el cual se les
informo a los participantes de los objetivos y alcances del proyecto, asi como de las

posibles repercusiones sobre su salud y que su participacion era totalmente voluntaria.


http://www.inegi.gob.mx/

CUESTIONARIO

Se aplico un cuestionario a cada uno de los participantes, los aspectos explorados
mediante éste fueron:

a) Datos Generales, b) Estilo de vida, ¢c) Consumo de agua, d) Historia clinica, €) Salud
de los hijos

f) Antecedentes laborales y g) Habitos alimenticios.

Se aplicd un total de 71 cuestionarios a los pobladores de Huautla, de donde se
seleccionaron 22 participantes. Para la poblacion testigo se aplicaron 30 cuestionarios,

escogiéndose 12 individuos que cumplieran con los criterios de inclusién siguientes:

CRITERIOS DE INCLUSION

1.- Ser mayor de 18 afos.

2.- Tiempo de residencia minimo de 10 afios en el poblado de Huautla o Ajuchitlan.

3.- No padecer de enfermedades crénico-degenerativas.

4.- No haber padecido cancer.

5.- No haber padecido enfermedades de tipo infeccioso 3 meses antes de la toma de
muestra.

6.- No estar bajo ningun tratamiento farmacoldgico durante los dias de toma de muestra.
7.- Participar de manera voluntaria, expresandolo por escrito.

8.- Contestar el cuestionario.

9.- No haber realizado radiografias o practicado algiin examen que involucre radiacion 3
meses antes de la toma de muestra.

10.- El agua utilizada para consumo o0 como “agua de bebida” debia ser proveniente de
“pajaro Verde” (En el caso de Huautla) y el agua utilizada para consumo de los
participantes de Ajuchitlan debia ser de uno de los tres pozos ubicados en la zona de
muestreo. EI consumo de agua debi6 ser de por lo menos 10 afios.

TOMA DE MUESTRAS DE AGUA EN LA POBLACION TESTIGO Y
EXPUESTA

Para la poblacion testigo, se tomaron un total de 9 muestras de agua para cada pozo (tres
pozos), en tres dias diferentes, sumando un total de 27 muestras para cada estacion

(Huvias y secas).



Para la poblacién expuesta se tomaron un total de 9 muestras de agua en el depésito y 9
muestras de agua dentro de la mina “Pajaro Verde”, en tres dias diferentes, sumando un
total de 18 muestras para cada estacion (lluvias y secas).

Las muestras fueron colectadas segln la norma establecida para la toma de muestras de
agua (NOM 014-SSA1-1993), las cuales fueron recolectadas en recipientes de plastico
estériles, lavados y adicionados con HNO; suprapuro. Estas fueron transportadas en
hielo al laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica, UNAM, para su

analisis.

TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA EN LA POBLACION
TESTIGO Y EXPUESTA

Se tomo una muestra por puncion venosa de cada uno de los individuos seleccionados
para el estudio tanto de la poblacion testigo como de la expuesta. Se tomaron 5 ml de
sangre periférica para la determinacion de metales en tubos vacutainer adicionados con
K,EDTA y 3 ml para realizacion del método para aberraciones cromosomicas en tubos
vacutainer adicionados con heparina. Las muestras para medicion de metales fueron
transportadas en hielo al laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica,
UNAM, para su andlisis. Las muestras para aberraciones cromosémicas fueron
transportadas en papel periddico, protegidas de la luz, las cuales fueron procesadas el

mismo dia.

MEDICION DE METALES EN AGUA Y SANGRE PERIFERICA DE LA
POBLACION TESTIGO Y EXPUESTA

La concentracion de los metales en agua y sangre periférica se midido por
espectrofotometria de absorcion atomica, en el laboratorio de Quimica Analitica de la
Facultad de Quimica, UNAM.

Para la medicién de plomo y cadmio se utilizd un espectrofotdémetro de absorcién
atomica modelo Perkin Elmer 3100 equipado con horno de grafito HGAG600. Para el
zinc y cobre se uso el modelo Perkin Elmer 2380 equipado con flama. Para la
determinacion del arsénico total el modelo Perkin Elmer 3100 equipado con un
generador de hidruros MHS-10 fue utilizado. Todas las determinaciones se hicieron por

triplicado para corroborar los resultados.



CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS

El cultivo de linfocitos se realizo segun lo propuesto por Obe et al. (1975), con algunas
modificaciones.

Se realizaron cultivos cortos de linfocitos (4 cultivos por donador), en tubos conicos de
plastico estériles y en condiciones de esterilidad, de cada uno de los individuos
muestreados. A cada cultivo se le adiciono:

- 500 ul de sangre entera

- 5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma chemical Co.) adicionado previamente
con fitohemaglutinina-M (Roche Diagnostics) para estimular la division celular.

- Se guardaron los tubos en estufa a 37 °C con 5% de CO,, protegidos de la luz.

- A las 24h posteriores a la siembra, solo a dos tubos de cada donador se le adiciona 5-
bromo-2-deoxiuridina (sigma chemical) (BRDU) (5 png/ml de cultivo).

- Se guardan nuevamente en estufa a 37°C con 5% de CO,, protegidos de la luz. Se
dejan incubar 48 h mas y 2 h antes de completar las 72hrs de cultivo, se le adiciona
colchicina (Sigma chemical) para detener a las células en metafase (4 pg/ml de cultivo).
- A los dos tubos restantes de cada donador, 2 h antes de completar las 48 h de cultivo,

se le adicionan colchicina (4 pg/ml de cultivo).

INIDICE MITOTICO Y DE REPLICACION

Después de transcurridas las 48 hrs (indice mitético) o 72 h (indice de replicacion) de
cultivo; se adiciona solucién hipotonica (KCL 0.075M) a los cultivos y se incuban a 37
°C por 15 minutos. Posteriormente se hacen tres 0 mas lavados con fijador (metanol-
acido-acético, 3:1).

Se arrojan los linfocitos ya fijados en las laminillas previamente lavadas y se de dejan
secar al aire, posteriormente se tifien con colorante Giemsa (para aberraciones
cromosomicas e indice mitotico).

Para realizar los indices de replicacion, antes de la tincion con Giemsa:

Se colocan las laminillas en solucion Hoechst H-33258, durante 20 min. Se incuban con
solucion salina citrato (SSC 2X) y se irradian con luz UV durante 20 min.
Posteriormente se incuban con SSC 2X a 60 °C en bafio maria. Finalmente se enjuagan,
se dejan secar al aire y se tifien con colorante Giemsa.

INDICE MITOTICO (IM): En los cultivos de 48 h. se contaron un total de 1000 células
por individuo, de las cuales se sacd el porcentaje de células que en metafase y las
celulas que se encontraban en interfase (Rojas y Valverde, 2007).



IM= # metafases en 1000 células (%6).

INDICE DE REPLICACION (IR): Se contaron un total de 100 metafases por individuo,
diferenciando entre aquellas células que se dividieron una, dos y tres veces, segun la
coloracién presente en sus cromosomas (cromosomas de primera metafase: coloracion
uniforme, cromosomas de segunda metafase: una cromatida oscura y una clara,
cromosomas de tercera metafase: cromosomas completos oscuros, claros y alternados)
(Perry y Wolf, 1974). El indice de replicacion se estimé de la siguiente manera:

IR= M1(1)+M2(2)+M3(3)/100.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS
Se contaron un total de 100 metafases de cada individuo muestreado. Los criterios de
inclusion para escoger las metafases analizadas fueron: a) Bien definidas, con
cromosomas bien tefiidos y perfectamente visibles, b) Todos los cromosomas debian
estar separados uno de otro, ¢) El nivel de ploidia debia ser 2n+2, o sea de 44-48
cromosomas, d) No debia encimarse una metafase con otra. Las metafases analizadas
correspondian a las de primera division mitética.

Las aberraciones registradas fueron: fragmentos sencillos, fragmentos
isocromatidicos, deleciones terminales cromatidicas y “gaps” o brechas. Las cuales se

consideraron como aberraciones cromatidicas.

ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizaron anélisis de varianza (ANOVA) de una via para determinar si existe un
efecto del sitio de almacenamiento de agua (mina vs. depdsito) y la estacionalidad
(secas vs. lluvias) sobre la concentracion de As disuelto en agua.

Posteriormente, se realizaron pruebas de t-student para evaluar si existe un
efecto de la exposicion a metales (poblacion expuesta vs. testigo) sobre el indice
mitotico e indice de replicacion de los linfocitos de sangre periférica. Se realizaron los
analisis sobre los datos corregidos como arcoseno(%)Yz por tratarse de datos en
porcentaje (Zar, 2006).

Se hicieron pruebas de t-student para determinar si existe un efecto de los
metales encontrados en agua y sangre de los individuos expuestos, sobre las

aberraciones cromosomicas estudiadas (fragmentos sencillos, deleciones cromatidicas,



fragmentos dobles, total de las aberraciones cromatidicas con y sin gaps y el total de la
aberraciones cromosomicas con y sin gaps). Se realizaron los analisis sobre los datos

corregidos como arcoseno(%)Yz por tratarse de datos en porcentaje (Zar, 2006).

Se realizaron analisis de regresiones, los cuales fueron utilizados para probar la
relacion entre las aberraciones cromosomicas estudiadas (fragmentos sencillos,
deleciones cromatidicas, fragmentos dobles, total de las aberraciones cromatidicas con'y
sin gaps Yy el total de la aberraciones cromosémicas con y sin gaps) y la concentracion
de As en sangre periférica de individuos de la poblacion expuesta y del testigo. Los

datos fueron transformados con logaritmos base 10 (Zar, 2006).

Finalmente, se hicieron regresiones para saber si habia efecto por la ingesta de
alcohol, el consumo de tabaco y la edad de los individuos de la poblacion testigo y
expuesta sobre el total de aberraciones cromosomicas con y sin gaps. Los datos fueron

transformados con logaritmos base 10 (Zar, 2006).



RESULTADOS

METALES EN AGUA DE BEBIDA DE LA POBLACION TESTIGO Y
EXPUESTA
Las concentraciones obtenidas de los metales analizados en muestras de agua de bebida
de ambas poblaciones, se muestra en el cuadro 1. Los resultados indican que en la
poblacion testigo ninguno de los metales analizados rebasa el limite maximo permisible
(LMP) establecido por la norma mexicana NOM-127-SSA1-1994, para Pb, Cu, Zn, Cd
y As. En la poblacion expuesta sucede lo mismo, con excepcion del arsénico, el cual
presenta concentraciones que sobrepasan el LMP establecido por la norma mexicana
antes mencionada, tanto en la mina como en el tanque de almacenamiento. Las
concentraciones de As en el tanque de almacenamiento sobrepasan ocho veces mas el
LMP y de acuerdo a las normas internacionales (EPA, 2001, 2006; FAO, 2006; WHO,
2001), sobrepasa 19.5 veces el LMP. En la mina el metaloide presentd concentraciones
nueve veces por arriba de la norma mexicana y 22.5 veces por arriba de las normas
internacionales antes mencionadas.

En general, los niveles de As no variaron entre la mina y el depoésito (F = 3819,

g.l. =1, P >0.05), ni entre estaciones (lluvias vs. secas) (F = 2637, .. =1, P > 0.05).



Cuadro 1. Concentraciones (X £ e.e.) (ug/ml) de los metales analizados en distintos
cuerpos de agua, en ambas poblaciones. En época de lluvia y secas. Todos los LMP
fueron referidos de la NOM-127-SSA1-1994

Huautla Ajuchitlan LMP
Metal Mina Depésito Pozo 1 Pozo 2 Pozo 3
Secas
Pb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.01
As  0.222+0.037  0.152+0.010 N.D. N.D. N.D. 0.025
Cu N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.0
Zn 0.03+0.007 0.05+0.010 0.07+0.021  0.03%0.012  0.05+0.002 5.0
Cd N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.005
Lluvias
Pb  0.007+0.001 N.D. N.D. N.D. N.D. 0.01
As  0.23240.003  0.244+0.004 N.D. N.D. N.D. 0.025
Cu N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.0
Zn 0.01+0.006 0.03+0.00 0.10+0.015  0.03+0.010  0.02+0.008 5.0
Cd N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.005

N.D: No detectado, LMP: Limite maximo permisible

METALES EN SANGRE PERIFERICA DE INDIVIDUOS DE LA POBLACION
TESTIGO Y EXPUESTA

La concentracion de metales en sangre periférica de individuos de la poblacién testigo y
expuesta demuestran que el Pb, Zn, Cu y Cd no sobrepasan los niveles establecidos para
adultos no ocupacionalmente expuestos (Majid et al., 1999; NOM-199-SSA1-2000;
Ramirez, 2006), Sin embargo, el As presenta niveles elevados (60 ug/L) en los
individuos de la poblacién expuesta, de acuerdo a lo establecido por (Smith, 2000;
ATSDR 2006; Hall et al., 2006; Hall et al., 2007; Gamble et al., 2007) que es de 50
pg/L (Cuadro 2).



Cuadro 2. Concentracién de metales en sangre periférica (ug/l) (x £ e.e.) de individuos
de la poblacidn testigo y expuesta.

pg/L Pb Cu Zn Cd As

LMP 200 1000 6600 500 50
Testigo (n=12) 71£10 987 + 32 6432 + 245 N. D. N. D.
Expuesto (n=22) 60 + 10 870 + 30 6420 + 310 N. D. 60+ 9

LMP= Limite Maximo Permisible, N.D= No detectable

INDICE MITOTICO Y DE REPLICACION

El promedio del IM de los individuos de la poblacion testigo fue de (x £ e.e.) 4.95 £
0.63 y del expuesto fue de (x + e.e.) 7.44 £+ 0.58. Las pruebas estadisticas realizadas (t-
student) demuestran diferencias estadisticamente significativas entre ambos valores
(P<0.01). Mientras que el IR registrado para la poblacion testigo fue de 1.37+0.05 y
para la expuesta de 1.96+0.06. Las pruebas estadisticas realizadas (t-student)
demuestran una diferencia estadisticamente significativa (P<0.001). El porcentaje de

metafases en primera, segunda y tercera division mitotica se muestra en la figura 2.
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Fig. 2. Porcentaje de metafases en primera, segunda y tercera divisiones mitéticas de
linfocitos de sangre periférica de ambas poblaciones estudiadas. 1C vs 1E= P<0.001, 2C
vs. 2E=ns, 3C vs. 3E= P<0.001(t-student).



ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Se analizaron 100 metafases por individuo, de las cuales se evalu6 la frecuencia de cada
tipo de aberracion registrada en el grupo expuesto (Huautla, Morelos) y se comparé con
el grupo testigo (Ajuchitlan, Morelos). El analisis estadistico de la frecuencia de las
aberraciones cromosdmicas totales se hizo con y sin “gaps” o brechas. Para realizar
estos andlisis se tomaron 12 individuos de la poblacion testigo y 12 individuos de la
poblacion expuesta.

Las pruebas de t-student realizadas, demuestran que todas las AC analizadas
(fragmentos sencillos, deleciones cromatidicas, fragmentos isocromatidicos, total de las
aberraciones cromatidicas con y sin gaps y el total de células aberrantes con y sin
gaps), mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo testigo y
expuesto a excepcion de los “gaps” o brechas (Figs. 3-6). Las aberraciones

cromosOmicas encontradas se muestran en las figuras 7 a 13.

RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE
PERIFERICA Y LA FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Se encontro una relacion positiva y significativa entre la concentracion de arsénico en
sangre periférica y todos los parametros de dafio genético analizados, a excepcion del
los fragmentos sencillos. Los coeficientes de correlacion (r) variaron de 0.58 para el
porcentaje de células aberrantes sin “gaps” o brechas hasta a 0.85 para las aberraciones
totales con gaps (Figs. 14-17).

Finalmente, en el cuadro 3 se muestra a manera de resumen, el promedio de las
frecuencia de todas las aberraciones cromatidicas analizadas entre el grupo testigo y
expuesto y los valores de las pruebas estadisticas realizadas.
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Figura 3. Frecuencia de aberraciones cromatidicas (fragmentos sencillos, “gaps” y
deleciones) entre la poblacion testigo (Ajuchitlan, Morelos) y la expuesta a arsénico en
agua de bebida (Huautla, Morelos) (x + e.e.).
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Figura 7. Indices mitdticos de individuos control (A, B) donde se muestra menor
cantidad de células en interfase y mitosis, con respecto a los individuos expuestos (C,
D).



Figura 8. Metafase de un individuo control donde se muestran los cromosomas
separados, bien definidos y tefiidos (A). Metafase de un individuo expuesto, donde se
sefiala un “gap” o brecha (B).



Figura 9. Metafases de individuos expuestos, donde se sefiala un doble “gap” o brecha
(A), y dos cromosomas con deleciones terminales cromatidicas (B).



Figura 10. Metafases de individuos expuestos donde se observa un fragmento sencillo
(A), y un “gap” o brecha (B).



Figura 11. Metafases de individuos expuestos donde se observan fragmentos sencillos
(AyB).



Figura 12. Metafases de individuos expuestos donde se observan dos “gaps” o brechas
en un mismo cromosoma, un fragmento sencillo y un fragmento isocromatidico (A). En
B se observa un cromosoma dicéntrico y dos fragmentos acéntricos.



Figura 13. Metafase de un individuo expuesto donde se observan dos cromosomas
dicéntricos, dos fragmentos acéntricos y un fragmento sencillo.
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Cuadro 3. Resumen de las todas las aberraciones cromosémicas analizadas (X * e.e) de
la poblacion expuesta (Huautla, Morelos) y testigo (Ajuchitlan, Morelos). Todos los
parametros analizados muestran diferencias estadisticamente significativas con respecto

al testigo.
Porcentaje de Aberracione IM(%) IR(1-3) Porcentaje Porcentaje
aberraciones S de células de células
cromatidicas cromatidica Aberrantes | Aberrantes
S s/gaps clgaps
por célula
n S/gaps Clgaps
T=12 | 0.03+0.01 0.03+0.02 0. 05+0.01 4.95+0.63 1.37+0.05 2.67+£1.20 4.67+1.20
E=12 | 0.09+0.01 0.09+0.01 7.44+0.58 1.96+0.06 6.75%1.99 9.75+1.06
0.11+0.01
t 3.790* * 2.882* * 2.107 * 2.796* * 8.275* * * 2.621* * 2.719* **

n= numero de sujetos, T = testigo, E = Expuesto, IM = indice mitético, IR = indice de

replicacion, t = valor de la prueba t-student, * = p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

EFECTO DE LA EDAD, CONSUMO DE TABACO E INGESTA DE ALCOHOL
SOBRE LA FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Finalmente, se hicieron regresiones para saber si habia un efecto de la ingesta de

alcohol, el consumo de tabaco y la edad de los participantes sobre el total de
aberraciones cromosdmicas con y sin gaps. En ningun caso se encontré relacion entre
los parametros antes mencionados y el dafio genético analizado tanto para la poblacion
expuesta (Huautla, Morelos) como para la poblacidn testigo (Ajuchitlan, Morelos).




DISCUSION

Los seres humanos estan expuestos a una gran variedad de agentes quimicos que pueden
ser carcinodgenos, por lo que, al evaluar exposiciones bioldgicamente relevantes, es de
suma importancia buscar directamente en los individuos o poblaciones expuestas,
biomarcadores de efecto temprano. Los resultados obtenidos por otros autores y los
logrados en este estudio acerca del biomonitoreo humano de efectos tempranos, como el
dafio citogenético, pueden ayudar a predecir riesgos potencialmente carcinogénicos, los

cuales se discuten a continuacion.

PRESENCIA DE ARSENICO EN EL AGUA DE BEBIDA DE HUAUTLA,
MORELOS.

Este estudio ha demostrado que el agua proveniente de la mina “Pajaro Verde” en el
poblado de Huautla, Morelos, estd contaminada por arsénico y que los individuos
muestreados estan expuestos a este metaloide mediante este recurso.

La causa mas comun de encontrar al metaloide en el agua, es la presencia de
minerales en el suelo con alto contenido del metal, como la arsenopirita, escoradita y la
orpimenta, los cuales pueden aparecer en distintos ambientes geoldgicos, en estos casos
se observa una correlacion positiva entre el pH y las concentraciones de arsénico en el
agua (Diaz-Barriga, 1999). Tomando en cuenta lo anterior, en la zona de estudio, hay
suelos ricos en minerales con alto contenido de arsénico (SEMARNAT, 2005), como
los mencionados anteriormente, lo cual puede estar contribuyendo en gran medida a la
contaminacion del agua por arsénico.

Otro de los origenes de esta contaminacién son las fuentes antropogénicas y en
especial la lixiviacion de residuos de los jales a los cuerpos de agua cercanos, debido a
que los jales de Huautla se encuentran a la intemperie y al borde del “Arroyo Chico”, el
cual se junta con los arroyos Juchitlan, Salitre y Atlipa, para formar el “Arroyo
Grande” que desemboca en el Rio Amacuzac.

Tomando en cuenta los estudios realizados por SEMARNAT (2004, 2005) los
cuales indican la presencia de altos contenidos de As en los jales de la region (hasta 274
mg/kg) revasando los limites maximos permisibles propuestos por la PROFEPA para
As (20 mg/kg suelo residencial y 40 mg/kg suelo industrial), podemos decir que la
contaminacion del agua por arsénico se debe a la combinacion de factores naturales y

antropegénicos. Lo anterior concuerda con observaciones hechas en otras regiones



donde la combinacion de éstos dos factores es la causa de la contaminacion (Armienta
etal., 1993, 2001; Garcia et al., 2001; Mendez y Armienta, 2003).

Por otra parte, las concentraciones promedio de As registradas tanto en la mina
“P4jaro Verde” como en el tanque de deposito (x= 237 pg/l) revelan que se encuentran
por arriba de las normas mexicanas e internacionales y en general, por debajo de las
concentraciones registradas en otras zonas estudiadas en el mundo y en México, por
ejemplo: Ostrosky et al. (1991) describen en la region lagunera, especificamente en el
poblado de Santa Ana (Coahuila) 390 pg/l de arsénico en agua de bebida, en este mismo
sitio, 6 afios después se registra una concentracion de 408.17 ug/l (Gonsebatt et al.,
1997). Por otro lado, Mendez y Armienta (2003) reportan que en Zimapan, Hidalgo las
concentraciones de As registradas en agua de bebida son mayores a 1100 pg/l.

En Chile, en el poblado de San Pedro de Atacama, Aposhian et al. (2000)
registraron concentraciones de As en agua de 593 pg/l. También, en Finlandia se
encontraron 410 pg/l de arsénico en agua (Maaki-Paakkanen et al., 1998) y una de las
regiones mas contaminadas del mundo por este agente es Bangladesh, donde las
concentraciones rebasan 100 veces la norma establecida por las organizaciones
internacionales antes mencionadas. En general, Huautla representa un escenario de
exposicion cronica al metaloide a concentraciones menores a las registradas en otras
zonas de nuestro pais y del mundo, por lo que los efectos de arsénico en los individuos

expuestos pueden ser distintos a los de otras poblaciones.

CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE: ;UN BIOMARCADOR DE
EXPOSICION UTIL?

ARSENICO EN SANGRE Y AGUA DE BEBIDA
Tomando la concentracion de arsénico total en sangre periférica como un biomarcador
de exposicion de dosis interna, podemos decir que efectivamente, el metaloide esta
ingresando al organismo, rebasando los limites sugeridos por Hall et al. (2006), ATSDR
(2006), Hall et al. (2007) y Gamble et al. (2007), que establecen que el metaloide no
debe exceder una concentracion mayor a 50 pg/L en sangre periférica.

En la poblacién expuesta se registré6 una concentracion promedio de arsénico
total en sangre periférica de 60 pg/L. la cual, sobrepasa el limite antes mencionado. En
exposiciones Unicas, la dosis de As en sangre es eliminada rapidamente del organismo

por el rifién, por lo que estas concentraciones reflejarian exposiciones recientes (Pandey



et al., 2007). Sin embargo, durante exposiciones crénicas y continuas las
concentraciones del metaloide en sangre se mantienen constantes, por lo que puede
evidenciar exposiciones pasadas y reflejar la carga de As en el individuo, por lo que se
ha utilizado como biomarcador de exposiciones pasadas (Morton y Dunette, 1994; Wu
et al., 2001; Gamble et al., 2007; Pandey et al., 2007). De hecho, se cree que en
exposiciones cronicas, en el tejido hematopoyeético residen concentraciones de As de
otros tejidos, lo que puede reflejar de mejor manera la concentracion total interna del
metal en el organismo que cuando se estima con otros biomarcadores (Morton y
Dunette, 1994; Wu et al., 2001; Hall et al., 2006; Gamble et al., 2007).

Las concentraciones de As total en sangre han sido correlacionadas con las
presentes en el agua de bebida, con el tiempo de exposicién y la concentracion total en
orina, al respecto, Hall y colaboradores (2006) estudian una poblacion expuesta a As
por agua de bebida, en individuos sin lesiones de piel (n=849) y con ellas (n= 303), los
primeros tomaron agua contaminada (103.1ug /L) durante un promedio de 8.6 afios y
presentaron una concentracion de As total en orina de 137.3 pg/L y en sangre de 11
pg/L. Los segundos tomaron agua contaminada (157.4 pg /L) durante un promedio de
10 afos, presentando concentraciones de As total en orina de 172 pg/L y en sangre de
14.3 pg/L, lo que indica que al aumentar las concentraciones de As en agua e
incrementarse el tiempo de exposicion, el As en orina y sangre aumenta, por lo que se
reportd una correlacion positiva y significativa entre estos parametros. Los autores
también observaron un comportamiento dosis-respuesta entre el riesgo de presentar
lesiones en piel y los biomarcadores de exposicion antes mencionados, los que mejor se
correlacionaron fueron la concentracion de As en sangre y la de orina y se
correlacionaron de manera similar con la concentracion de As en agua. Por otro lado,
Goyer (1984), Morton y Dunette (1994) y Klassen (2001) apoyan lo anterior ya que
establecen que las concentraciones de arsénico total en sangre son un marcador Util para
estudiar exposiciones humanas al metaloide y que en muchos casos éstas se relacionan
con las de arsénico en agua.

También, Wu et al. (2001) observaron que a mayor concentracion de As en agua
de bebida, aumenta la de As en sangre, reportando que hay una correlacién positiva y
significativa (r = 0.41, p = 0.001) entre los niveles de As en sangre periférica
(9.60+9.96 pg/L, con un intervalo de 0 a 46.50 pg/L) y el nivel de especies reactivas de
oxigeno encontradas y una relacién inversa (r = -0.30, p = 0.014) con el nivel de
antioxidantes en plasma de estos sujetos. Los autores concluyen que este biomarcador



es muy Util para estudiar exposiciones continuas, en contraste con las concentraciones
de As en orina que son Utiles para estimar exposiciones recientes (dias) o las
concentraciones en pelo y ufias que son Utiles para estudiar exposiciones recientes en el
orden de meses.

Por su parte Vahter et al. (1995) reportan una concentracion de As en agua de
bebida de 0.200 mg/L y una concentracion promedio de As en sangre periférica de
individuos expuestos de 76 pg/L. Lo anterior soporta los resultados obtenidos en este
estudio (60 + 9.0 pug/L de As en sangre y 237 ug/l, de As en agua de bebida). Por lo que,
creemos que la concentracién de As total en sangre de individuos expuestos a éste
mediante el agua de bebida es un buen biomarcador de exposicion util para estudiar
exposiciones continuas, que ofrece informacion acerca de la cantidad del metal en el
organismo y éste se puede correlacionar con distintos pardmetros como: cantidad de As
en agua de bebida y en orina (Morton y Dunette, 1994; Klassen, 2001; Hall et al., 2006;
Gamble et al., 2007; Pandey et al., 2007), nivel de oxidantes y antioxidantes en plasma
(Wu et al., 2001) expresion de moléculas proinflamatorias en linfocitos (Wu et al;
2003) y enfermedades vasculares (Wu et al., 2003; Tchounwou et al., 2004; Pandey et
al., 2007), entre otros.

RELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE ARSENICO EN SANGRE Y
LA FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Nuestros resultados demuestran que la concentracion de As en sangre se correlaciona de
manera positiva y significativa con todas las aberraciones cromosémicas analizadas.
Aunque la concentracion de As en sangre se ha correlacionado con otras variables como
ya se mencion0 anteriormente, hasta ahora no hay datos en la literatura que relacionen
la concentracidon de As en sangre de individuos expuestos con los diferentes tipos de
AC. Esto se debe a que el As en sangre no habia sido el marcador més utilizado para
medir la carga interna de As en el organismo ya que la metodologia empleada para este
fin es mas detallada y costosa que la medicién de As en orina.

De las AC analizadas, las deleciones cromatidicas registraron los coeficientes de
correlacion mas altos (r=0.84). Este tipo de lesiones son muy frecuentes en linfocitos de
personas expuestas a As en agua de bebida, como lo reportan varios autores (Lee et al.,
1985; Ostrosky et al., 1991; Huang et al., 1995; Gonsebatt et al., 1997; Basu et al.,
2001; Mahata et al., 2003; Chackraborty et al., 2006). Esto se debe a que el As es



considerado como un agente “S” dependiente, lo que quiere decir que las aberraciones
son producidas durante la fase “S” o “G2” del ciclo celular. En linfocitos de sangre
periférica (en GO) la mayoria de los agentes quimicos como el As inducen AC tipo
cromtidicas. La aberraciones producidas, solo se reflejaran en los linfocitos de sangre
periféerica después de la estimulacion in Vitro. Sin embargo, estas células pueden
acarrear lesiones sin reparar o mal reparadas, las cuales resultan en la formacion de AC
durante la replicacion del material genético in-vitro (Sorsa et al., 1992) y que las
aberraciones de tipo cromatidico que caracterizan a los agentes “S” dependientes
indican que la produccién de AC es un evento post-replicativo (Savage,1990).

La aberracion que menor coeficiente de correlacion presentd (r=0.55) fueron los
fragmentos isocromatidicos, esta aberracion fue la menos abundante en comparacion
con las deleciones, fragmentos sencillos y gaps.

Lo anterior expuesto es una evidencia mas de que el As en sangre puede ser un
biomarcador util de exposicion que se correlaciona positiva y significativamente con

dafio genotoxico.

INDICES MITOTICOS Y DE REPLICACION

En este estudio observamos diferencias estadisticamente significativas en la poblacion
expuesta (7.44+0.58, 1.96+0.06) con respecto a la poblacion testigo (4.95+0.63,
1.37+0.05), entre el indice mitético y de replicacién respectivamente. Lo anterior
establece que los linfocitos de sangre periférica de los individuos expuestos responden
mas rapido al estimulo de proliferacién (fitohemaglutinina) y entonces observamos méas
células en metafase en comparacion con los linfocitos de los individuos testigos.
También, los linfocitos de los individuos expuestos proliferan mas rapido en
comparacion con los testigos, por lo que podemos decir que hay un mayor nimero de
células ciclando y que éstas proliferan mas rapido.

Recordando la hipotesis de que el arsénico y sus compuestos son capaces de
alterar la regulacion del ciclo celular tanto positiva como negativamente en modelos
tanto in vitro como in vivo, y con distintas concentraciones, en este estudio se encontrd
un efecto positivo en el ciclo celular de los linfocitos de individuos expuestos, lo que
podria explicarse de la siguiente manera:

Se ha reportado que el arsénico en concentraciones bajas (0.1 M), no téxicas y

con una exposicion a largo plazo, altera vias de sefializacion dependientes de P53 en



células humanas, comprometiendo la habilidad de éstas células para responder al dafio
genotoxico, previniendo el incremento de p21 (Vogt y Rossman, 2001).

Se cree que el As regula a c-Myc positivamente (Germolec et al., 1997; Trouba
et al., 2000) lo que inhibe la expresion de p21 y regula positivamente a la ciclina D.
Niveles bajos de p21 se requieren para activar a ciclina D1-cdk4/6, mientras que niveles
altos de p21 la inhiben (Mitchell y EI-Deiry 1999; Bouchard et al., 1999). Cuando hay
bajos niveles de p21, pRb se fosforila y se inactiva, lo que promueve la division celular;
en estas células el mecanismo de p53-p21-Apoptosis esta bloqueado, por lo que se
activa el ciclo celular. También se ha observado que las células con dafio y p53 alterado
es mas probable que sigan ciclando a que se mueran por apoptosis, y a su vez, presentan
elevadas frecuencias de aberraciones cromosomicas (sobre todo deleciones) (Hainaut
1995; Labaer et al., 1997; Vogt y Rossman, 2001). De igual forma, se ha registrado en
una gran cantidad de células neoplésicas que el circuito de arresto del ciclo celular que
involucra a pRb esté alterado (Hannahan y Weinberg, 2000).

Tromba et al. (2000) observaron que en fibroblastos tratados con arsenito de
sodio, se incrementa la cantidad de células que entran a fase “S” del ciclo celular, al
analizar las proteinas reguladoras del ciclo positivamente, encontraron que factores de
sobrevivencia como c-myc y E2F-1 estaban sobreexpresados, en contraste con factores
reguladores de proliferacion negativamente como MAP-K-fosfatasa-1 y p27 que
registraron una menor expresion. Lo que apoya la hipdtesis de que el arsénico desregula
la proliferacion celular al sobreexpresar factores de sobrevivencia y no expresar factores
de regulacion negativa, lo que contribuiria a su estatus como agente carcindgeno.

Otra posibilidad para explicar nuestros resultados es que el As es capaz de
hipermetilar a p53 y p16 en modelos in vitro (Mass y Wang, 1997; Suzuki et al., 2006)
y en linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos mediante agua de bebida
(Pilsner et al., 2007) lo que reafirma que el As es capaz de regular el ciclo celular
positivamente silenciando la expresion de genes supresores de tumores como p53.

Tomando en cuanta que los linfocitos de las personas expuestas ciclan mas
rpido y que se observd una elevada frecuencia de AC, podemos sugerir que estas
células presentan un fendmeno conocido como: “inestabilidad replicativa”, el cual se da
en aquellas células que son capaces de ciclar en presencia de una gran cantidad de
lesiones como las AC producidas por metales y otros compuestos quimicos (Belyaev,
2004).



INDUCCION DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN LINFOCITOS DE
SANGRE PERIFERICA EN INDIVIDUOS EXPUESTOS A ARSENICO
MEDIANTE AGUA DE BEBIDA

Los biomarcadores citogenéticos han jugado un papel esencial para estudiar y estimar
riesgo a la salud por accion de los contaminantes, en especial las aberraciones
cromosomicas constituyen uno de los sistemas mas confiables y utilizados para evaluar
riesgo en poblaciones humanas expuestas.

Nuestros resultados muestran que las frecuencias de todas las AC analizadas
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo testigo y el
expuesto, a excepcioén de los “gaps” o brechas y que las AC mas comunes fueron las de
tipo cromatidico. Lo anterior concuerda con estudios que demuestran que la ingesta de
agua contaminada por As provoca un incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosomicas en linfocitos de sangre periférica y que las mas comunes son de tipo
cromatidico (Lee et al., 1985; Ostrosky et al., 1991; Huang et al., 1995; Gonsebatt et
al., 1997; Basu et al., 2001; Mahata et al., 2003; Chackraborty et al., 2006).

Por ejemplo: Mahata et al. (2003) reportan diferencias estadisticamente
significativas en todos los pardmetros citogenéticos analizados, registrando un
porcentaje de células aberrantes con gaps de 8.08+0.24 y una frecuencia de AC
cromatidicas/célula de 0.08+0.002, lo que apoya a lo encontrado en este estudio
(9.75+1.06 y 0.09+0.01, respectivamente) ya que las concentraciones de As en agua
registradas (211.70+15.28) son similares a la poblacion de Huautla.

Otros estudios con diferentes niveles de As en agua de bebida, que reportan
frecuencias mas elevadas de AC en comparacion con las encontradas en este estudio,
son Gonsebatt et al., (1997) Liou et al., (1999), Maaki-Paakanien (1998), Ostrosky et
al., (1991). Estas diferencias en las frecuencias reportadas pueden deberse a varios
factores como: diferencia en la concentracion de As en agua, diferentes polimorfismos
genéticos de enzimas involucradas en el metabolismo de xenobioticos, de reparacion y
del metabolismo del folato de los individuos expuestos. También, la exposicion a otros
genotoxicos, la produccién interna de radicales libres y otras especies genotoxicas, el
estatus nutricional y estilo de vida pueden arrojar diferencia en las frecuencias de AC
(Norppa et al., 2006).

En cuanto a los resultados obtenidos con los “gaps” o brechas, pensamos que no

encontramos diferencias en la induccién de éstos entre la poblacion testigo y expuesta



debido a que se ha postulado que los gaps o lesiones acrométicas podrian representar
sitios de descondensacion de cromatina, puntos de sintesis de ADN incompleta, sitios
de intercambio muy pequefios, errores en la condensacion de cromatina o artefactos
técnicos y no lesiones reales en la cromatida, por lo que su frecuencia es parecida en
individuos expuestos y testigos. Por ello, su importancia bioldgica es controvertida,
razon por la cual, se realizaron los analisis con y sin gaps. (Savage, 2004; Natarajan et
al., 2002). Numerosos estudios han reportado que no hay diferencias en la induccion de
gaps entre individuos testigos y expuestos, (Bender et al., 1987; Gonsebatt et al., 1997,
Maaki-Pakaanien, 1998; Mahata et al., 2003; Basu et al., 2001; Au y Salama, 2005), lo
que apoya nuestros resultados.

Una gran cantidad de evidencia demuestra que el As y sus compuestos (sobre
todo los trivalentes) son capaces de producir AC (Basu et al., 2005; Norppa et al.,
2006). Los mecanismos propuestos son muy variados, pero el comdn denominador es
que el As es un agente clastogeno. Es decir, produce rompimientos de ADN, ya que
para que se produzca una aberracion por un agente “S” dependiente debe haber
rompimientos de cadena sencilla o RCS, los cuales al ser procesados por los
mecanismos de replicacion o reparacion pueden ser convertidos en rompimientos de
cadena doble (Chadwick y Leenhouts, 1981; Savage, 1998; Savage 2004).

Las aberraciones cromosomicas se producen por RCD, los cuales pueden ser
generados por diferentes procesos fisiologicos y por exposicion a agentes externos
como la radiacién ionizante. La mayoria de los compuestos quimicos no son capaces de
inducir RCD directamente, sin embargo, generan otras lesiones en el material genético,
las cuales durante procesos de reparacion o sintesis de ADN pueden dar lugar a RCD y
eventualmente a AC (Obe et al., 2002). Si los RCD no se reparan correctamente pueden
resultar en mutaciones, rearreglos cromosémicos y transformacion oncogenica. En la
mayoria de los casos, cuando los RCD son pocos, éstos son reparados correctamente, 0
bien llevan a alteraciones de pequefia escala (algunas bases o kilobases) las cuales se
pueden analizar mediante secuenciacion u otros métodos. En algunos casos los RCD
resultan en alteraciones de gran escala, visibles como AC. Por esto las AC son
consideradas como alteraciones microscopicas consecuencia de una gran variedad de
productos generados por los mecanismos de reparacion de los RCD (Savage, 1990; Obe
et al., 2002).

En este contexto, la inhibicion o alteracion de la reparacién de ADN resulta en

un evento genotoxico. La reparacion puede inhibirse en células tratadas con As, este



efecto puede resultar en un evento co-mutagenico con la luz UV, rayos X y algunas
sustancias quimicas. Okui y Fujiwara (1986) y Lee-Chen et al. (1992) reportan que la
reparacion por escision de bases de los dimeros de timina fue inhibida en fibroblastos
humanos por As inorgénico. Li y Rossman, (1989) observan que la actividad de la
ligasa Il esta disminuida en extractos celulares tratados con arsenito. Estos autores
concluyen que la ligasa Il es mas sensible a los efectos del arsenito que la ligasa I.

Hu (1998) explica lo anterior, postulando que este efecto es por alteracion en los
patrones de fosforilacion de proteinas relacionadas con la actividad de la ligasa. Otro
hallazgo importante es que las células eucarioticas responden a la generacion de
rompimientos de ADN, activando a la enzima Poly-(ADP-ribosa) polimerasa, la cual
estd involucrada en la reparacion de rompimientos de cadena doble de ADN (Huges,
2002), la actividad de esta enzima se ve afectada en un 50% en células de linfoma-T
tratadas con arsenito. La Poly-(ADP-ribosa) contiene dos grupos sulfhidrilo vecinos, a
los cuales se puede unir el As y alterar su funcion (Yager y Wiencke, 1997; Hartwig et
al; 2003, Beyersmann y Hartwig, 2008).

Por su parte Hartwig et al. (1997) investigan el efecto del As Ill sobre la
reparacion por escision de nucleotidos en fibroblastos humanos después de irradiarlos
con luz UV, concluyendo que este proceso se ve afectado, al igual que la reparacion
gendmica global y la reparacion acoplada a la transcripcion por la exposicion a arsenito.

También se ha observado que células con p53 alterado presentan un elevado
porcentaje de deleciones, translocaciones, amplificaciones y aneuploidia, lo que asemeja
a los efectos genotoxicos del As. Aparte de las funciones de p53 en los puntos de
chequeo, éste participa en la reparacion de ADN, en células con p53 deficientes un gran
namero de deleciones se han observado, sugiriendo que intermediarios de este dafio
como los rompimientos de ADN o los gaps o brechas, se acumulan durante procesos de
reparacion deficientes (Vogt y Rossman, 2001).

Otro de los mecanismos mejor estudiados en cuanto a la genotoxicidad del As,
es la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s). Las células generalmente se
pueden adaptar a concentraciones fiosioldgicas de ERO’s con ayuda de los sistemas
antioxidantes, sin embrago concentraciones mayores pueden causar dafio oxidante,
alterando blancos moleculares como el ADN (Quian et al., 2003). Se sabe que el
arsénico es capaz de inducir dafio oxidante en una gran variedad de células, incluyendo
de mamiferos y humanos en especial en linfocitos de sangre periférica (Nesnow et al.,
2002).



La formacion de ERO’s por parte del As puede ser por: disminucion del
potencial de membrana mitocondrial, alteracion de las concentraciones celulares de
glutation, activacion de NADH oxidasa y por la oxidacion de arsenito a arseniato (Del
Razo et al., 2001). De todos los efectos producidos por estos mecanismos, el dafio al
ADN es probablemente el de mayor importancia biol6gica ya que se ha demostrado que
se pueden producir AC, sobre todo deleciones por accion de las ERO’S y se ha
relacionado con la formacién de la 8-oxo-2-deoxyguanina (8-oxo-dG), una lesion de
gran importancia bioldgica, la cual al tratar de ser reparada por la células pueden
formarse AC (Quian et al., 2003).

Otros estudios que apoyan lo anterior, han demostrado que el As baja la
concentracion de antioxidantes como glutatién, superoxido dismutasa y catalasa, lo que
aumenta su potencial clastdégeno, y sugiere que los ROS juegan un papel importante en
la induccion de genotoxicidad en células de mamifero (Norderson y Beckman 1991,
Hey y Liu 1998; Quian et al; 2003).

Otra posibilidad de generar AC por parte del este metaloide reside en la
alteracion de los mecanismos epigenéticos. Por ejemplo, El estudio realizado por Mass
y Wang (1997) demuestra que células tratadas con arsenito de sodio, presentan mas
citocinas metiladas en la region promotora de P53 que los testigos, también observaron
que en general, la mayoria de las secuencias CpG se encontraban mayormente
metiladas, lo cual podria afectar el anclaje de factores de transcripcion y asi modificar
la expresion de éste y otros genes. Por su parte Huges (2002) reportrd que en células
transformadas por arsenito de sodio, la actividad de las ADN-Metil-transferasas se
redujo hasta un 40% con respecto a los controles y que este fendmeno solo se observa
en células tratadas de manera crénica, la expresion del gen de las ADN-Metil
transferasas se incremento al doble, lo que se atribuye a un esfuerzo de las células por
aumentar la actividad de estas enzimas. Plisner et al. (2007) realizan un estudio in-vivo
en personas expuestas de manera cronica a As en agua de bebida en Bangladesh, donde
demuestran que existe una relacion positiva entre el grado de metilacion en linfocitos de
sangre periférica y la exposicion a arsenico, dependiente de la dosis. Este efecto se vio
afectado por el estatus de folato en el organismo, concluyendo que aquellas personas
con deficiencias de folato presentan mayor metilacion gendmica en linfocitos de sangre
periférica. Tomando en cuenta este hecho y sabiendo que la poblacion de Huautla
presenta deficiencias nutricionales y de folato (SUIVE, 2003; Rond&n-Antuna, 2003)
podriamos decir que esto hace a los pobladores de Huautla mas susceptibles a los



efectos del As lo que a su vez podria elevar su frecuencia de aberraciones
cromosomicas.

Se sabe que todas estas alteraciones podrian ser causa de transformacién maligna
y que tanto estados de hiper o hipometilacion de ADN, pueden co-existir en células
humanas tratadas con arsenito, lo que sugiere que la metilacién alterada de una
secuencia de ADN especifica puede ser mas importante que el estado global de
metilacién en el que se encuentre la célula (Huges, 2002).

Finalmente, cuando se trabaja en poblaciones humanas con parametros de
genotoxicidad, es importante tomar en cuenta factores que podrian afectar los resultados
como el consumo de alcohol, el habito tabaquico y la edad. Los resultados obtenidos a
este respecto demuestran que ninguno de estos factores afecta la frecuencia de AC
totales con y sin gaps para ninguna de las poblaciones analizadas.

En cuanto al habito tabaquico y la ingesta de alcohol esto podria explicarse
debido a que los individuos muestreados son poco fumadores (6.6 cigarros/dia). Lo
cual, probablemente no es suficiente para generar RCD y AC. Se ha visto que el tabaco
y el alcohol son agentes genotoxicos que generan rompimientos de cadena sencilla
(RCS) y en otras técnicas utilizadas para medir dafio genotdxico como el “ensayo
cometa”, se han observado resultados positivos pero sélo con individuos fumadores
(mas de 1 cajetilla/dia), e individuos con alta ingesta de alcohol y en conjunto con otros
factores (King et al., 1997; Pitarque et al., 1999; Hyland et al., 2002; Fracasso et al.,
2006). Esta seria una de las razones por las que no se observd mayor dafio en los
individuos fumadores y con ingesta de alcohol.

Los resultados anteriores estan de acuerdo con otros estudios en poblaciones
humanas donde los parametros antes mencionados no elevan la frecuencia de
aberraciones cromosémicas (Bender et al., 1987; Gonsebatt et al., 1997; Liou et al.,
1999).

En cuanto a los resultados obtenidos con la edad, en otras técnicas, como la de
intercambio de cromatidas hermanas (ICH), o ensayo cometa se ha visto que la edad si
es un factor determinante de variacion en las frecuencias de ICH o RCS, pero no para
las AC ya que éstas ultimas son un dafio mas grueso el cual necesita de otros factores
para elevar su frecuencia. Nuestros resultados estan de acuerdo con la mayoria de los
trabajos donde la edad no es un factor que altere la frecuencia de AC (Bender et al.,
1988). También podria deberse a que el nimero de individuos muestreados para cada
grupo de edad es poco para evidenciar una diferencia debida a este factor.



Por ultimo, es importante recalcar el aporte de estudios como éste donde el uso
de biomarcadores de exposicién -como la concentracion de arsénico en sangre- puede
ser utilizado en el estudio de poblaciones potencialmente expuestas y en particular en
poblaciones o individuos que presenten elevadas concentraciones de creatinina en
orina, lo cual hace dificil la medicién de la concentracion del metal en este tejido, por lo
que, este biomarcador ofrece otra posibilidad como indicador de exposicion. Asimismo,
el uso de biomarcadores de efecto -como los citogenéticos- pueden identificar
poblaciones humanas que pudieran estar en riesgo, lo cual permite prevenir a la
poblacion en caso de que se encuentre afectada, asi como a las autoridades
correspondientes a encontrar soluciones para que se disminuya, 0 en su caso se elimine

la fuente de contaminacion.



CONCLUSIONES

Este estudio ha demostrado que el agua proveniente de la mina “Pajaro Verde”
en el poblado de Huautla, Morelos, esta contaminada por arsénico y que los

individuos muestreados estan expuestos a este metaloide mediante este recurso.

Los niveles de arsénico presentes tanto en la mina “Pajaro Verde” como en el
depdsito del poblado de Huautla, Morelos, sobrepasan los limites maximos

permisibles establecidos por normas Mexicanas e internacionales.

Los niveles de arsénico en sangre periférica de los individuos expuestos

sobrepasa los limites sugeridos, corroborando la exposicion a este metaloide.

Los linfocitos de sangre periférica de los individuos expuestos registran un
mayor nimero de células en metafase y un ciclo celular acelerado, con respecto
a los individuos testigos, lo que apoya los efectos de regulacion positiva del

ciclo celular por parte del arsénico y su caracter carcinogénico.

El arsénico fue capaz de inducir aberraciones de tipo cromatidico en linfocitos

de sangre periférica de los individuos expuestos.

La concentracion de arsénico en sangre periférica se correlaciond positiva y

significativamente con todos los parametros de dafio genético analizados.

Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan y corroboran que la
concentracion de As total en sangre es un buen biomarcador de exposicion, util
para estudiar exposiciones continuas, que ofrece informacién acerca de la
cantidad del metal en el organismo y éste se puede correlacionar con distintos
parametros. Asimismo, éste puede ser utilizado en poblaciones expuestas que
presenten dafio renal y en donde la cantidad de arsénico en orina no pueda ser

medida por las variaciones en los niveles de creatinina.



Ya que las aberraciones cromosémicas son el biomarcador mas aceptado para
estimar riesgo en poblaciones humanas, podemos decir que la poblacion de
Huautla, Morelos, estd en riesgo de padecer enfermedades relacionadas con el

arsenico y sobre todo cancer.

Este es el primer estudio que refiere contaminacion por arsénico en la zona y

riesgo a la salud en pobladores expuestos.
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