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1. INTRODUCCION

1.1 Propiedades Fisicas y Quimicas del Arsénico

El arsénico (As) es un elemento que se encuentra en el grupo VA de la tabla
periodica, esta clasificado como un elemento de transicion o metaloide ya que posee
propiedades fisicas y quimicas de los metales y no metales; su nimero atémico es 33y
Su peso atomico es 74.9. Los estados de oxidacion son -3, +3 y +5. En su estado
elemental (0) el As se encuentra en forma soélida de color amarillo, es muy inestable y
en su estado metélico (+3,+5) forma cristales grisaceos. Reacciona violentamente con
cloro (ATSDR, 2005).

Al calentarse se combina con azufre y con la mayoria de los metales para formar
su arseniuro (estado gaseoso) correspondiente. A presién atmosférica sublima a 613°C,
a 400°C genera una llama blanca formando un sesquioxido As;Og y cuando se calienta
en presencia de aire se oxida, formandose el trioxido de arsénico bajo la forma de un
humo blanco con un olor caracteristico a ajo (ATSDR, 2005).

En fase acuosa el As se encuentra principalmente en forma de arsénico
inorganico (As;j), forma precipitados insolubles con varios elementos como el calcio,
azufre, bario, aluminio y fldor, lo que disminuye la biodisponibilidad de los compuestos
de As en el agua. En los microorganismos, las plantas y los animales, existe metilacion
y reduccién de los compuestos arsenicales organicos (As,) € inorganicos, que son
estables fisicoquimica y biol6gicamente (Regmiy col., 2007)

1.2 Fuentes de Exposicién a Arsénico

El As se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, sus fuentes de
exposicion pueden ser de origen natural y/o antropogénica (Tabla 1). Los seres
humanos podemos estar en contacto con el As a través del aire, suelo, agua y
alimentos; siendo el agua de bebida la principal fuente de exposicion (ATSDR, 2005).

El Asi no es eliminado del ambiente, solamente cambia de forma al reaccionar
con oxigeno o con otras moléculas; también puede ser biotransformado por accién de
bacterias. Cuando el As se une a particulas ambientales muy pequefias, puede
permanecer en el aire por varios dias, por accion del viento y la lluvia es arrastrado

grandes distancias y se depositarse en agua de lagos y rios. Los peces y alimentos


http://es.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://es.wikipedia.org/wiki/Azufre

marinos son capaces de almacenar en sus tejidos compuestos de As en forma

trimetilada organica, frecuentemente llamada “As marino” (ATSDR, 2005).

Tabla 1. Fuentes de exposicion a arsénico (ATSDR, 2005).

Naturales
Erupciones volcanicas
Presencia de minerales del subsuelo

Antropogénicas
Mineria y metalurgia (refinacion de cobre y el plomo)
Plantas eléctricas (proceso de combustion de carbdn y uso de insecticidas)
Aserraderos (conservador de la madera)
Agricultura (plaguicidas y herbicidas, especialmente en el cultivo del algodon)
Industria automotriz (en aleaciones para baterias acidas de plomo)
Electrénica (semiconductores y diodos emisores de luz)
Raticida (productos quimicos caseros)
Medicina (agente terapéutico para combatir leucemia)

Se ha estimado que la ingesta promedio de As organico e inorganico a partir de
las fuentes naturales, es de alrededor de 50ug/dia, por lo que se ha propuesto como

dosis tolerable de ingestion diaria el valor de 2.0 ng/Kg (WHO, 1996)

1.2.1 Arsénico en el aire
Las concentraciones de As; en el aire en sitios alejados de actividades
antropogénicas son de 1 a 3 ng/m?, mientras que en &reas industriales emisoras de As

se pueden encontrar concentraciones entre 100-300 ng/m*® (ATSDR, 2005).

1.2.2 Arsénico en el suelo

La concentracion del As; en el suelo varia ampliamente, los intervalos van de 1 a
40 mg/kg, con un nivel promedio de 5 ppm; sin embargo, los suelos cercanos a
depdsitos geoldgicos ricos en As;, como fundidoras, zonas mineras o areas agricolas,
los niveles pueden ser hasta de 10,000 mg/kg (ATSDR, 2005).

Algunas formas organicas e inorganicas de As son todavia utilizadas en la
agricultura y silvicultura como insecticidas, herbicidas y fungicidas, aunque su uso esta
siendo paulatinamente reducido. Actualmente, se utilizan algunos compuestos
arsenicales tales como la roxarsona y el acido fenilarsénico como aditivo en alimentos
de aves y cerdos; se ha demostrado que las heces de las aves contienen bacterias de

los géneros Clostridium y Lactobacillus, las cuales son capaces de biotransformar la



roxarsona en sales de arseniato, contribuyendo a la exposicion de As; en suelos (Stolz y
col., 2007).

1.2.3 Arsénico en los alimentos

Los alimentos de origen marino (peces y crustaceos) contienen concentraciones
altas de As (> 20 ugAs/g) (De Gieter y col., 2002; Ninh y col., 2006). Generalmente, del
96 al 99% del As; ingerido por los organismos marinos es biotransformado a
compuestos organicos mas complejos como la arsenobetaina (AsB), la arsenocolina
(AsC) y arsenoazucares (NRC, 2001); que al ser ingeridos por los humanos se
absorben en un 70% sin biotransformarse en el tracto gastrointestinal y son excretados
rapidamente en la orina (Pellizzari y col., 2006). Estos tipos de arsenicales organicos

son considerados de baja toxicidad (Borak y Hosgood, 2007)

1.2.4 Arsénico como contaminante en agua

La concentracion del As; en agua es muy variable y, probablemente, depende de
las formas de As; presentes en el subsuelo (WHO, 2001).

Se ha observado que el estado de oxidacion del As se ve afectado por la
temperatura, el pH, la salinidad y la presencia de luz. Las principales especies de As

"y el arseniato (As;’), siendo esta ultima la

presentes en el agua son el arsenito (As;
forma predominante (WHO, 2001).

La contaminacion de las aguas subterrdneas por sales de As; origina lo que se
conoce en Latinoamérica como hidroarsenicismo regional endémico. Se ha estimado
gue mas de 100 millones de individuos en el mundo estan expuestos a concentraciones
elevadas de As; a través del agua de bebida proveniente de los pozos profundos,
siendo el As;’ la especie principal presente (Mukherjee y col., 2008).

En México desde la década de los 30, el limite maximo permisible (LMP) era de
50 ug/L de As; en el agua de bebida. Con base a los estudios realizados en Taiwan, que
determinaron el efecto carcinogénico del As, la Agencia de Proteccion Ambiental de
EUA (US, EPA, 2000), propuso una reduccion drastica de 50 a 10 ug/L en el LMP. En
México el LMP ha disminuido gradualmente de 50 a 25ug/L desde el 2000 hasta el
2007, de acuerdo a lo estipulado en la norma oficial mexicana NOM-127-SSA1-1994

(Diario Oficial de la Federacion, 2000).



1.3 Toxicocinética del Arsénico

La velocidad con la que se distribuyen las especies arsenicales en los
organismos depende de varios factores como:

A) La via de exposicién, siendo la via oral la que presenta mayor
biodisponibilidad (Kenyon y col., 2005).

B) Las caracteristicas fisicoquimicas (estructura y estado de oxidacion), se ha
descrito que la exposicibn a especies arsenicales trivalentes presentan mayor
capacidad de absorcion y acumulacién en érganos y tejidos (Kenyon y col., 2005).

C) La dosis, se ha observado que la capacidad de acumulacion de As; y sus
metabolitos en roedores depende de la dosis, se presenta mayor excrecion de As; y
menor excrecion de especies metiladas conforme incrementa la dosis (Csanaky y col.,
2003; Kenyon y col., 2005).

D) El tipo de exposicion, estudios realizados en animales muestran que la
capacidad de biotransformacién, la retencion celular y la excrecion de los arsenicales es
diferente entre exposiciones agudas y/o crénicas (Hughes y col., 2005; Kenyon y col.,
2005)

1.3.1 Absorcion

En los humanos y en la mayoria de especies animales, la absorcion de As; se
realiza principalmente a través del tracto gastrointestinal (95%) cuando se administra en
solucion acuosa, también se puede absorber a través de tracto respiratorio (30%) la
cual depende del tamafio de las particulas inhaladas y de la solubilidad del compuesto
arsenical, siendo el As; la particula mas pequefia (<10 um) que se encuentra
suspendida en el aire debido a las actividades antropogénicas (ATSDR, 2005). Otra via
gue contribuye en menor proporcién (2-6 %) es la absorcion a través de la piel la cual
se lleva por contacto directo con el suelo y el agua (Lowney y col., 2005).

1.3.2 Distribucién y Acumulacion

Estudios en animales muestran que a dosis bajas de arsénico (0.75mg As;'/kg)
las especies As; y DMA se encuentran principalmente en higado y riiédn mientras que a
dosis altas de arsénico (7.5 mg Asi'/kg) las especies MMA y DMA se encuentran en

riion y pulmoén (Kenyon y col., 2005). En caso de ratones expuestos a dosis Unica de



arsenico, las especies As; y MMA se acumulan preferentemente en sangre, higado y
rifidon, estando en menor proporcion el DMA en tejidos (Kenyon y col., 2005).

En general las especies arsenicales se acumulan principalmente en 6rganos bien
irrigados con distribucién sistémica como son el higado, rifion, pulmén y vejiga, estando
presentes en menor proporcion en tejidos liposolubles como son el tejido adiposo (Paul
y col., 2007) y el cerebro (Hughes y col., 2000; Rodriguez y col., 2005). Las especies
trivalentes comparadas con las pentavalentes, tienen mayor capacidad de acumulacién
en los tejidos, debido a su alta afinidad por los grupos sulfhidrilo de las proteinas
(Hirano, 2003; Zhang y col., 2007) como la queratina contenida en cabello, piel y ufias
(ATSDR, 2005).

Por su semejanza quimica con el fosforo, también puede depositarse en huesos

y dientes, quedandose retenido por largo tiempo (ATSDR, 2005).

1.3.3 Biotransformacién

En humanos, asi como en muchos mamiferos la biotransformacion del As; se
realiza principalmente en el higado. Se ha propuesto que en el organismo la
biotransformacion del As; se lleva a cabo mediante una serie de reacciones de
reduccion y de metilacion oxidativa. (Waters y col., 2004), sugieren que la enzima
metiltransferasa del arsénico (AS3MT) es determinante en el metabolismo del As;. La
AS3MT cataliza los procesos de metilacion con sulfo adenosil metionina (SAM),
donadora de grupos metilos, asi como los procesos de reduccidon en presencia de
reductores endogenos como el GSH, el sistema tiorredoxina y el acido lipoico,
formandose las especies trivalentes y pentavalentes, que son metabolitos
intermediarios o finales en esta via. El mecanismo propuesto se muestra en la Figura 1

la metilaciéon de As; involucra una reduccion de As; a As;"

, Seguida de incorporacion de
un grupo metilo en la molécula de As;" para obtener el acido monometil arsénico
(MMAY), después se postula una reduccion MMAY a MMA" previa a la segunda
metilacién, produciéndose el &cido dimetil arsénico (DMAY) el cual sufre una tercera
reduccion DMAY a DMA", seguida de una tercera metilacién formandose el oxido
trimetil arsénico (TMAOY) recientemente identificado en muestras de orina de individuos
expuestos ambientalmente, éste compuesto trimetilado ha sido considerado de menor
toxicidad (Thomas y col., 2001; 2007). Una vez que los arsenicales son metilados, éstos

no son desalquilados (Zakharyan y col., 2001).



Se ha postulado que el perfil normal de excrecién urinario de las especies
arsenicales en humanos es aquél que presenta de un 10-30% As;"*Y, 10-15% MMA"*Y
y 60-80% DMA"*Y (Concha y col., 2002; Vahter y Concha, 2001).

En poblaciones humanas ambientalmente expuestas a As; las proporciones de
As;, MMA, y DMA en la orina son muy variadas, estos resultados muestran que existe
una variacion intraespecie e interindividual en los procesos de reduccion y de metilacion
del As, que puede estar relacionados con la actividad catalitica de la AS3MT, asi como
de los cofactores que esta enzima necesita (Valenzuela y col., 2005).
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Figura 1. Biotransformacién del Arsénico Inorganico
(Adaptado de Waters y col., 2004; Thomas y col., 2007).




1.3.3.1 Metiltransferasa del arsénico

La enzima arsénico 3 metiltransferasa (AS3MT) recién purificada del higado de
rata, es una proteina constituida de 375 aminoacidos que tiene un peso molecular
aproximado de 41 kDa y contiene 2 dominios metiltransferasa (Lin y col., 2002. El gen
AS3MT en el humano, se localiza en el cromosoma 10g24, tiene una longitud de 32 kb

y consta de 11 exones (Figura 2) (Wood y col., 2006).
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Figura 2. Estructura del gen AS3MT. Los rectangulos sombreados representan la
region codificante, las flechas indican la ubicacion de los polimorfismos y su frecuencia
(Modificada de Wood y col., 2006).

La enzima AS3MT tiene regiones que estan presentes en otras metiltransferasas
como el dominio UbIE, el cual contiene motivos, tal como el motivo | que tiene residuos
de glicina (G) conservados (ILDLGSGSG) que se han relacionado con la unién a SAM,
dicha region se encuentra en el exon 3; el motivo Il (LMFDANFT) incluye un aminoacido
aromatico fenilalanina (F) seguido de un residuo de aspartato (D), el cual se sugiere
como otro sitio de unién a SAM, dicha regién se encuentra en el exén 8 (Lin y col.,
2002). Se ha descrito que la enzima AS3MT, purificada del higado de rata, presenta 13
residuos de cisteinas que se encuentran conservados en la enzima AS3MT de



humanos, los cuales se sugieren como posibles sitios de unién a As;"

, es decir que
estas cisteinas podrian tener un papel crucial en la capacidad metabdlica de esta
enzima (Thomas y col., 2004).

El valor de la constante de metilacion de As; obtenida de la AS3MT de rata tiene
una Km = 250nM, Vmax = 0.04 pM/mg de proteina/min (Lin y col., 2002).

Waters y col., evaluaron la capacidad de la enzima AS3MT recombinante
(AS3MTr) para catalizar la formacion de MMA y DMA a partir de As;, observando que
ésta enzima cataliza no solo la metilacion oxidativa de As, sino también interviene en la
reducciéon de MMAY a MMA", usando sistemas de reductores endégenos tales como: a)
tiorredoxina (Trx) / tiorredoxina reductasa (TR) / NADPH, b) glutarredoxina (Grx) /
glutation reductasa (GR) / NADPH y c¢) acido dihidrolipoico (DHLA) / TR / NADPH
(Waters y col., 2004).

La enzima AS3MT es expresada de manera constitutiva principalmente en el
higado, pero también se ha observado su expresién en el corazon, cerebro, bazo,
pulmén, masculo esquelético, glandula renal, vejiga urinaria, testiculos, ovarios, rifiones
y glandulas tiroideas (Kobasyashi y col., 2007; Lin y col., 2002; Meza y col., 2007). Sin
embargo, hasta el momento se desconoce que ésta sea una enzima inducible y que
participe en algun proceso fisioldgico en el organismo, ademas no se le conoce un
sustrato enddgeno, solo su participacion en la biotransformacion del As;.

La capacidad de los humanos para biotransformar al As;, depende de varios
factores como son la dosis, el tiempo de exposicién (Del Razo y col., 1997; Valenzuela
y col., 2005), el estado nutricional (Vahter y Marafante, 1987), problemas hepaticos
(Buchet y Lauwerys, 1987), el embarazo (Hopenhayn y col., 2003; Vahter y col., 2006),
el ayuno (Brimay col., 2007) y la edad (Meza y col., 2007)

Recientemente se ha observado que la presencia de los polimorfismos en el gen
AS3MT es determinante en el metabolismo del As; (Engstrom y col., 2007; Hernandez y
col., 2008; Lindberg y col., 2007; Meza y col., 2005, 2007; Wood y col., 2006).

1.3.3.1.1 Polimorfismo del gen AS3MT

Los primeros estudios acerca de la variacion interindividual del gen AS3MT se
realizaron en cultivos primarios de hepatocitos humanos expuestos a diferentes
concentraciones de As;, en donde se observé un cambio del aminoacido metionina por

treonina en el codon 287 que se encuentra en el motivo Il de uniébn a SAM, proponiendo



que dicho cambio podria ser responsable de un aumento en la capacidad de formacion
de MMA" a niveles altos de exposicién a As; (Drobna y col., 2004).

Ademas, en ensayos in vitro para evaluar la capacidad de metilacion de esta
enzima, en las cuales se expresé la enzima AS3MT recombinante de humano
(AS3MTr) en células de rata, en presencia de los cofactores SAM vy tris carboxietil
fosfina (TCEP), que es un reductor no enddgeno, se observo que después de realizar
mutaciones puntuales en el gen AS3MTr, que consisten en el cambio de algunos

" como sustrato se observo

residuos de cisteinas conservados por serina, y usando As;
una disminucion en la capacidad de formacion de metabolitos metilados en el caso de
la cisteina 61 y una ausencia de la metilacion en el caso de la cisteina 156. Por lo
tanto, los residuos de cisteinas conservados, podrian tener un papel critico en la
actividad metabdlica de la AS3MT (Thomas, 2004).

El andlisis del perfil de excrecidon urinario de las especies arsenicales en
humanos, permite evaluar la capacidad de metilacion de cada individuo, se ha
postulado que un patron de metilacibn normal es aquél que presenta de un 10-30%
Asi"V, 10-15% MMA"Y y 60-80% DMA"*Y en la orina (Concha y col., 2002; Vahter y
Concha, 2001). Sin embargo, se ha observado que individuos que presentan una menor
capacidad de metilacién, dada por un incremento en MMA"*V y con una disminucién
DMA"* en la orina, presentan mayor riesgo de desarrollar efectos adversos a la salud
tales como enfermedades vasculares periféricas, lesiones en piel, cancer en piel y
vejiga (Tseng 2007). Otros estudios (Valenzuela y col., 2005) muestran que el

incremento en la proporcion de MMA"*Y

en los individuos con lesiones en piel en
comparaciéon con los que no tienen lesiones; es principalmente como MMA'"
confirmando lo encontrado en varios estudios en los cuales el MMA" es el metabolito
que presenta una mayor toxicidad en varios 6rganos y tejidos (Cohen y col., 2006;
Hirano y col., 2003; Sakurai y col., 2006; Styblo y col., 2000). Por esta razon, es de gran
interés evaluar las diferencias en la capacidad metabdlica que pueden contribuir en la
susceptibilidad de presentar efectos adversos a la salud por exposicion crénica a As;.
En la tabla 2 se presentan algunos polimorfismos del gen AS3MT estudiados y la

relacion que tienen en la biotransformacion del As;.



Tabla 2. Polimorfismos del gen AS3MT y su asociacion con alteraciones en el

metabolismo del As;.

Estudios | Variante Cambio de | Poblacion/ Efectos/fenotipo Referencia
Region nucledtido | frecuencia alélica
M287T 1 actividad enzimatica Drobnay col.,
In vitro (Ex6n 9) T—>C Células COS-1 (350%) y 1 formacion 2004; Wood y
de MMA" col., 2006
) ) | actividad Wood vy col.,
é)l(z)ivf\sl) €T Celulas COS-1 enzimética (31%) 2006
T306 CoT Células COS-1 | actividad enzimética Wood vy col.,
(Ex6n 10) (4.8%) 2006
Hombres, mujeres y nifios
. 2393 de Sonora 0 Mezay col.,
INVIVO- | (y4r6n 3) GoA G:0.61 | % MMAen la 2005,2007
A0.39 orina
Hombres, mujeres y nifios Mezay col.,
7388 de Sonora 0 . 2005,2007;
(Intrén 6) G—C G:0.58 | % MMA en la orina Engstrom y col.,
C:0.42 2007
Hombres, mujeres y nifios
30585 de Sonora Meza v col
(Intrén 9) T—>C T:0.63 | % MMA en la orina y cov,
2005,200
C:0.37 52007
Mujeres indigenas de
14215 CoT Argentina Engstrém y col.,
(Intrén 8) C:0.28 | % MMA en la orina 2007
T:0.72
Mujeres indigenas de
35991 G A Argentina Engstrom y col.,
(Intron 9) G:0.24 | % MMA en la orina 2007
A:0.76
Hombres y mujeres de
M287T T H“”QE':‘I’O 5:&‘:“"" y 1% MMAY | % Lindberg y col.,
(Ex6n 9) _ DMA 2007
T=0.89
C;O'll en la orina
Hombres Chilenos .
M287T Hernéndez
(Exon 9) T—-C T:091 1% MMA col., 2008 g
C:0.09 en la orina B
-114 GoC Hombée%%g”e“os 1% MMA Hernandez y
Promotor T'.0.09 en la orina col., 2008

1.3.4 Excrecién

Estudios in vivo en animales de experimentacion muestran que la excrecion de

las especies de As se lleva a cabo principalmente a través de la orina, dependiendo del

tipo de exposicion y la concentracion del arsenical al que se esta expuesto. En ratones

expuestos a dosis Gnica de As;’ (0.7mg/Kg) se presenta una mayor excrecién urinaria
del metabolito DMA (60-80% de la dosis), seguida por el As; (20-40%) y <4% como




MMA en comparacion con exposiciones repetidas (95% DMA, 5% As; y <1% MMA),
como se puede observar, a mayor tiempo de exposicidn se incrementa la excrecion
DMA en la orina mientras que disminuye la proporcién de As; y MMA (Hughes y col.,
2003; Kenyon y col., 2005). Esta disminucion en la proporcion As; y MMA en orina se ha
observado en ratas expuestas con dosis de 100ppm de As;’ en agua, en comparacion
con la exposicion de agua con 10ppm de As;’. (Cui y col., 2004). La presencia de las
especies arsenicales en heces representa un 4% de dosis, debido a la alta absorcién
que sufren las especies arsenicales en el intestino (Menzel y col., 1994). Se ha descrito

I presentan una mayor excrecién de As!" y MMA" en

gue en animales expuestos a As;
las heces bajo la forma de conjugados de GSH mediante excrecion biliar por la
circulaciéon enterohepética (Csanaky y Gregus, 2002; Kobayashi y col., 2005; Suzuki y
col., 2004).

La excrecion de los arsenicales en poblaciones humanas cronicamente
expuestas a As; es generalmente de un 10-30% como As;, 10-20% en forma de MMA y
del 60-80 % en forma de DMA (Concha y col., 2002; Vahter y Concha, 2001). También
se ha identificado presencia de As en muestras de cabello y ufias, debido a que el As
tiene afinidad por los grupos tioles de las proteinas, como una menor fuente de
excrecion (Lin y col., 1998) sin embargo la concentracién de arsenicales en orina ha
sido tradicionalmente aceptada como el mejor indicador de la exposicion a As, debido a
que el rifdn es la principal via de eliminacién de la mayoria de las especies arsenicales
(NRC, 2001). La metilaciéon del As; es evaluada generalmente en orina con la medicion
de As{") MMA ™"V y pMA V) (NRC, 2001).

1.4 Toxicidad del Arsénico
La toxicidad de los compuestos de As depende principalmente de su estado de
oxidacion y de su forma quimica. Estudios realizados en diferentes protocolos de

experimentacion han sefialado a la especie As;"

como el principal elemento involucrado
en las diversas alteraciones sistémicas observadas tras la exposicion a este elemento.
Como los arsenicales metilados pentavalentes (MMAY y DMAY) son significativamente
menos téxicos y menos mutagénicos que el As;" (Yamauchi y col, 1994) la
biotransformacion de As; habia sido generalmente aceptada como un proceso de
desintoxicaciéon. Esto no quiere decir que las especies metiladas pentavalentes de As

no sean toxicas, solo que su toxicidad es uno 6 hasta dos 6rdenes de magnitud menor



en comparacion con las especies arsenicales trivalentes (Kenyon y col.,, 2001). De
hecho existen varias evidencias en estudios en ratas que muestran que el DMAY es un
promotor de la carcinogénesis en piel (Yamanaka y col., 2000), pulmoén (Yamanaka y
col., 1996), vejiga (Wanibuchi y col., 1996), higado (Wanibuchi y col., 1997), rifidon y

tiroides (Yamamoto y col., 1995).

1.4.1 Compuestos arsenicales de importancia toxicolégica

La toxicidad de los compuestos del arsénico varia considerablemente
dependiendo de su forma y estructura quimica. Por lo tanto, los compuestos de As con
mayor importancia toxicologica son los compuestos formados a partir de As inorganico
(As)) trivalentes y pentavalentes, productos de su biotransformacion. En la Figura 3 se

muestran las estructuras de los arsenicales con mayor relevancia toxicologica.
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Figura 3. Estructuras de algunos compuestos arsenicales trivalentes y pentavalentes

de importancia toxicolégica (ATSDR, 2005).

Otros compuestos arsenicales de menor importancia toxicologica la constituyen

alimentos de origen marino,

los organoarsenicales trimetilados provenientes de ciertos hongos, algunas algas, y

arsenicales son la

arsenocolina



[(CH3)3As"CH,CH,OH-X], arsenobetaina [(CH3)As'CH,COQ7], 6xido de trimetilarsina
[(CH3)3As=0], o bien arsenicales de estructuras mas complejas que pueden ser
dimetilados o trimetilados como los arsenoazlicares y arsenolipidos presentes
principalmente en crustaceos, algas y aceites de pescado (Andrewes y col., 2004;
Hirata y col., 2005).

1.4.2 Toxicidad de las especies metiladas trivalentes

A finales de la década de los 90 apareci6 la primera informacion que muestra
comparativamente, que las especies arsenicales metiladas trivalentes (metabolitos
intermedios de la biotransformacién de As;) son mas toxicas que el As;". La informacion
sobre la toxicidad de estos intermediarios (MMA" y DMA") en diferentes modelos
experimentales ha ido en ascenso (ATSDR, 2005).

De acuerdo a lo descrito en la literatura, las especies metiladas trivalentes
inhiben la actividad enzimatica de flavoproteinas reductasas dependientes de NADPH
tales como la reductasa de glutation (GR) (Styblo y col.,, 1997) y reductasa de
tiorredoxina (TR) los cuales mantienen el estado redox intracelular (Lin y col., 2001,

Styblo y col., 1999); son mas citotoxicos que el As;"

en diferentes tipos de células
animales y de humanos (Petrick y col., 2000; Styblo y col., 1999; 2000); tienen una
mayor actividad genotoxica en linfocitos humanos, ademas de interactuar directamente
con el ADN desnudo (Mass y col., 2001; Peng y col., 2002; Schwerdtle y col., 2003);
inhiben a la enzima piruvato hidrogenasa (Petrick y col., 2001); son mas potentes
activadores de la fosforilacién de factores de transcripcién como el AP-1 que el As;"
(Drobna y col., 2003), son clastogénicos, induciendo la formacion de aberraciones
cromosomicas (Kligerman y col., 2003), son mutagénicos, mediante la generacion de
deleciones transgénicas (Klein y col.,, 2007), generan peroxidacion de lipidos y
carbonilacién de proteinas (Wang y col., 2007) y el MMA" induce la transformacion de
células epiteliales de vejiga (Bredfeldt y col., 2006).

En resumen, las evidencias recientes demuestran que las especies metiladas
trivalentes formadas durante el metabolismo de As; presentan mayor toxicidad que las
especies metiladas pentavalentes, sugieren fuertemente la reconsideracion de la teoria
aceptada desde la década de los 40 de que la metilacion de As es una via de

desintoxicacion. Actualmente la metilacion de As; es reconocida como una via de



activacion, contradiciendo la aseveracion general de que Unicamente las especies As;
son las formas toxicas activas (Aposhian, 1997; Styblo y col., 2000).

1.4.3 Mecanismo de Accién

El As es un desacomplante de la fosforilacion oxidativa; su mecanismo de
accion se relaciona con la sustitucién competitiva del Asi¥ por un fosfato inorganico en

'inhibe varias

la formacién del trifosfato de adenosina (ATP). Por otro lado el As; "
enzimas ya que reacciona con ligandos bioldgicos que contienen grupos sulfhidrilo (SH)
disponibles, por lo cual es mas toxico que el As; (ATSDR, 2005).

El As;" tiene una alta afinidad por grupos tioles (SH) vecinos, por lo que al unirse
a las proteinas que tienen residuos de grupos tioles que son criticos para su actividad,
puede interferir con la funcion normal celular (Samikkannu y col.., 2003).

Las células de los mamiferos poseen un sistema que regula la funcién del estado
redox celular de los tioles, protegiendo a las proteinas que contengan grupos SH, del
excesivo estado de oxidacion. Entre éstos se incluyen enzimas de bajo peso molecular
gue donan grupos SH, para catalizar la reduccién de grupos SH de proteinas y agentes
pro-oxidantes por conjugacion con GSH. El efecto protector de GSH contra los efectos
toxicos del As, sugiere que la toxicidad del As resulta de la formacion de uniones
reversibles con los grupos SH de las proteinas (Watson y col., 1996).

Estudios realizados in vitro (Le y col.,, 2002) han detectado que las especies

metiladas trivalentes del As (MMA" y DMA") tienen mayor afinidad que el As;"

por los
grupos tioles. Las metaloproteina y metalotioneina, que tiene 20 grupos tioles forma
complejos con As al unirse con 6 moléculas de As;", 10 de MMA" y 20 de DMA", esto
demuestra la mayor afinidad que tienen las especies metiladas trivalentes por lo grupos
SH que el As" (Le y col., 2002).

La actividad oxidante del As ha sido demostrada principalmente con el As;"

, esta
actividad oxidante puede ser explicada por sus caracteristicas de oxianidon con un par
de electrones 4s no compartidos, lo que favorece la interaccién con las moléculas
biolégicas, incluyendo al ADN, mientras que las especies pentavalentes pierden esta

reactividad quimica. Cuando el As"

es metilado, los grupos hidroxilo que son
ionizables, son remplazados por grupos metilo sin carga que pueden aumentar la
hidrofobicidad y disminuir la ionizabilidad del intermediario, por lo que, tanto MMA"
como DMA" pueden ser capaces de interactuar directamente con el ADN mas

facilmente que el propio As" (Mass y col., 2001).



1.4.4 Estabilidad de las especies arsenicales metiladas en sistemas
bioldgicos

Las especies metiladas trivalentes, debido a su estructura y alta reactividad, son
muy inestables en el medio ambiente, en presencia de oxigeno tienden a oxidarse
rapidamente. La especie DMA" es mas inestable que el MMA"' (Del Razo y col., 2001).
La oxidacién de las especies arsenicales trivalentes dependen de manera importante de

"en cultivos celulares

la matriz biolégica en la que se encuentren; por ejemplo, el MMA
permanece sin oxidarse durante 2 semanas, mientras que en la orina un 25% es
oxidado en 24 hrs (Del Razo y col., 2001).

La estabilidad de estas especies ha sido evaluada en orina humana. Se ha
reportado que el 60% del MMA"' es oxidado a MMA" después de almacenar la muestra
de orina por dos semanas a 4°C (Le y col., 2000); que el 25% del MMA" y el 41% del
DMA" se oxid6 en muestras de orina almacenadas a 4°C durante 24hrs (Del Razo y
col., 2001); muestras conservadas a -20°C fueron mas estables que las almacenadas a
25y 4°C, sugiriendo que la estabilidad de las especies trivalentes depende del tiempo y
la temperatura a la cual se almacena las muestra de orina (Gong y col., 2001); el 30%
del MMA" y el 100% del DMA" fueron oxidados a MMA' y DMA", respectivamente,
después de 24h de almacenar las muestras de orina a -20°C. Recientemente se reporto
qgue al mantener las muestras a -70°C y evaluando dentro de las primeras 6 horas De
obtener la orina, es posible detectar el 100% de MMA" y un 75% del DMA"

(Valenzuela-Limén, 2003).

1.5 Efectos toxicos por la exposicion crénica a arsénico inorganico

Los efectos causados por la exposicion a As; dependen de varios factores como
son la via de exposicion, el tipo de arsenical al que se esta expuesto y el tipo de
exposicion. Una exposicion cronica es el resultado de exposiciones prolongadas o

repetidas a varias dosis subtoxicas por periodos de tiempo largos (Valenzuela, 2003).

1.5.1. Efectos no Carcinogénicos
La exposicion a As; causa una amplia gama de efectos sistémicos adversos

dentro de los que destacan:



a) Efectos Cardiovasculares- El As puede afectar la estructura y funcion del
endotelio vascular desarrollando enfermedades vasculares periféricas (Tseng y col.,
1995), trombosis arterial, hipertensién (Chen y col.,, 2007; Rahman y col., 1999),
ateroesclerosis (Wang y col., 2002; Simeonova y Luster, 2004), enfermedad cardiaca
isquémica (Cheny col., 1996) y la enfermedad del pie negro que se caracteriza por una
progresiva disminucién de la circulacién en las manos y pies, seguido por una necrosis
y gangrena (Chen y col., 1992).

b) Efectos Respiratorios- Se han observado efectos pulmonares que se
manifiestan con tos, sonidos en el pecho y respiracion acelerada, principalmente en
nifios de 10-19 afios (Guha y col., 2000); una alta prevalecia de bronquitis y tos cronica,
que se incrementan con la magnitud de la exposicion (Milton y col., 2002); asi como
también enfisema pulmonar y obstruccion de vias aéreas (Engel y Smith, 1994)

C) Efectos Hepéaticos- Se han reportado aumentos en las concentraciones
de alanina aminotransferasa y bilirrubina en suero (Herndndez-Zavala y col., 1998);
alteracion en la concentracion de gama glutamil transferasa y la transferasa pirGvica
glutamica en suero de mujeres ocupacionalmente expuestas a As; (Luo y col., 2002).
También se ha encontrado hepatomegalia y fibrosis portal no cirrética (Guha y col.,
2001);

d) Efectos Inmunoldégicos- Se ha descrito una disminucion en la
proliferacion de los linfocitos (Ostrosky-Wegman y col., 1991), retraso en la progresion
del ciclo celular (Gonsebatt y col., 1997), observandose un arresto en la fase G1
(Hernandez-Zavala y col., 2005), supresion de la respuesta inmune mediada por células
(Savabieasfahani y col., 1998; Soto-Pefia y col., 2006).

e) Efectos neuroldgicos- Se han descrito neuropatias a nivel de sistema
nervioso central y sistema periférico (Rodriguez y col., 2003). Los primeros sintomas a
exposiciones crénicas han sido identificados a concentraciones de ~0.02 mg As/kg/dia,
produciendo una polineuropatia sensorial con disminucion de la sensibilidad del sentido
del tacto, asi como alteraciones audiovisuales, sensoriales y disminucion de la libido
(Rahman y col., 2001; Mukherjee y col., 2003). Ademas se ha observado la presencia
de manifestaciones neuroldgicas no neuropaticas, en pobladores adultos de Bengala,
India expuestos a 242-923 ug/L de As en el agua de bebida, en quienes se observaron
cambios en el comportamiento como: irritabilidad, depresién, insomnio o somnolencia,

dolor de cabeza, vértigo y falta de concentracién (Rahman y col., 2001).



f) Efectos sobre el sistema endocrino- El As; es considerado un disruptor
endocrino, es decir, que altera la actividad normal de algunas hormonas (Davey y
col.,2007). Se ha reportado que el As; posee actividad estrogénica y androgénica
(Benbrahim-Tallaa y col., 2005, 2007; Waalkes y col., 2000, 2004). Ademés, se ha
descrito que la exposicion a As; contribuye a la presencia de diabetes mellitus
(Coronado-Gonzalez y col., 2007; Chen y col., 2007; Zierold y col., 2004), a este

"y su metabolito MMA" inhiben el ingreso celular de

respecto se ha sugerido que el As;
la glucosa que es estimulado por la insulina (Paul y col., 2007).

Q) Lesiones en piel- La presencia de lesiones cutaneas clasicas asociadas
a la exposiciébn a As; se conoce con el nombre de arsenicismo (NRC, 2001). La
ingestién cronica de 0.01lmg/kg/dia 6 mas via oral en los seres humanos, produce
arsenicismo, (ATSDR, 2005; NRC, 2001).
En el caso de la exposicidon cronica se han reconocido las siguientes lesiones cutaneas:

» La hipopigmentacion se presenta principalmente sobre las partes no
expuestas del cuerpo, tales como el tronco, la regién glatea y el tercio
superior de los muslos, aunque pueden estar presentes en cualquier parte
del cuerpo. Se presentan como decoloraciones con apariencia de gotas
de lluvia, su diametro es muy variado (Kshitish, 2003).

» La hiperpigmentacion esta distribuida de manera similar a la
hipopigmentacion, se caracteriza por su pigmentacion café obscuro con
apariencia de gota de lluvia. Estos signos pueden estar presentes en
ausencia de la hipopigmentacion, aunque es comun gque se presenten en
manera conjunta, a lo que se conoce como discromias o hipo e
hiperpigmentacion tipo confeti (Kshitish, 2003).

» La hiperqueratosis palmoplantar se presenta en los bordes laterales de las
palmas y los dedos, asi como en las plantas, arco del pie y cara anterior
de los dedos del pie. Aunque también suelen estar presentes de manera
difusa en las palmas y en los pies. Inclusive en algunas ocasiones solo
una de estas regiones (pies 0 manos) es la afectada. Estan caracterizadas
por elevaciones pequefias corniformes, usualmente de 0.4 a 1 cm de
diametro, y son de aspecto nodular (Kshitish, 2003).

» La hiperqueratosis corporal se encuentra distribuida en cualquier parte del
cuerpo con excepcion de las palmas de la mano y planta de los pies. Se



caracterizan por placas escamo-gueratinosas o como parches planos y
eritematosos (Kshitish, 2003).

» Los cuernos cutaneos son un tipo de hiperqueratosis palmoplantar que se
caracteriza por nédulos muy elevados de 10 a 30 mm de diametro
(Kshitish, 2003).

1.5.2. Efectos Carcinogénicos

El As; no es un genotdxico que actia de manera directa, pero puede incrementar
el dafio al ADN y generar mutaciones indirectamente, debido a que inhibe la reparacion
del ADN (Andrew y col., 2003; 2006) y puede también actuar como un co-carcindbgeno o
como un promotor tumoral y de progresion del cancer (Rossman, 2003); causa
incremento en la frecuencia de aberraciones cromosOmicas y de intercambio de
cromatidas hermanas (Gradecka y col., 2001), produccion de entrecruzamientos entre
el ADN y proteinas nucleares (Ramirez y col., 2000), incremento en el niamero de
micronucleos en linfocitos (Basu y col., 2002), en células epiteliales exfoliadas de vejiga
y de la cavidad oral (Gonsebatt y col., 1997; Basu y col., 2002).

El As; es reconocido como un agente carcinogénico, clasificado en el grupo A
(con suficiente evidencia en humanos) por la Agencia Internacional de la Investigacion
del Cancer (IARC, 1990). Existen varios estudios epidemiolégicos que muestran que las
personas expuestas a As; presentan una incidencia alta de cancer de piel, rifidn,
higado, vejiga y pulmén (Cantor y Lumbin, 2007; Casanovas-Taltavull y col.,
2006;Walvekar y col., 2007; Yang y col., 2004).

1.6 Caracteristicas del Area de Estudio
1.6.1 Localizacién

En México la exposicion a As; a través del agua de bebida es un problema grave
presente en varias areas geograficas como es el caso del area de Zimapan. Este es el
municipio mas grande del estado de Hidalgo, tiene una superficie total de 905.83 Km,
colinda al sur con los municipios de Tecozautla y Tasquillo, al este con los municipios
de Jacala, Nicolas Flores e Ixmiquilpan, y al oeste con el municipio de Tecozautla y
Querétaro (Figura 4). Esta conformado por 84 comunidades donde habitan sus casi 40

mil habitantes. Su clima es templado y seco, con una temperatura media de 19°C



presenta un déficit del 40% en el suministro de agua, ya que su precipitacion es de
391mm/afio, es decir que llueve aproximadamente 10 dias al afio. La cabecera
municipal de Zimapan se localiza justo a 126 kildmetros al noroeste de Pachucay a 240
kilbmetros del Cinvestav-IPN, en el campus de Zacatenco de la Ciudad de México
(INEGI, 2000).
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Figura 4. Ubicacion del &rea de estudio (Valenzuela, 2003).

1.6.2 Antecedentes Mineros en el Area de Zimapan

Durante el periodo de 1632 a 1810 operaron 40 fundidoras, pequefas y
medianas, en lo que ahora es el &rea urbana de Zimapan y zonas aledafias, que se
dedicaban a la fundiciébn de plata y plomo. La intensa explotacibn minera produjo
grandes voliumenes de jales en los exteriores de las minas y en menor proporcion en

las inmediaciones de la zona urbana de Zimapan. Los residuos de las fundidoras,



aungue proporcionalmente de menor volumen que los jales, también se acumularon en
los alrededores de los asentamientos de Zimapan. Se ha comprobado que la
concentracion de As; (8,300 mg/Kg) en los residuos sélidos de las fundidoras
contaminan por lixiviacion las formaciones acuiferas (Méndez y Armienta, 2003).
Actualmente el area de Zimapan es todavia explotada mineralmente por una planta
llamada San Francisco, la cual se encarga de la extraccion de oro, plata y zinc, asi

como de calcio, azufre, hierro, magnesio y manganeso (Ongley y col., 2007).

1.6.3 Abastecimiento y contaminacion del agua, por arsénico inorganico en

el municipio de Zimapan.

El valle de Zimapan se encuentra localizado en la cuenca del Rio Panuco. La
principal fuente de abastecimiento de agua potable la constituye el sistema acuifero
local. Hasta la década de los 70 las necesidades de agua se satisfacian mediante la
explotacion de norias de 5 a 15 metros de profundidad. Cuando los volimenes
requeridos fueron mayores se realizaron excavaciones de pozos profundos,
abasteciendo sus requerimientos con agua extraida 13 pozos profundos. Sin embargo,
en 1992 durante una campafia para conocer el avance del cdélera en la zona, se
identificd6 que al menos 4 pozos presentaban concentraciones mayores a 50 ug/L de
As;, ademas de que uno de ellos, el de mayor aporte de agua a la cabecera municipal
(10 litros por segundo) y a 13 comunidades mas, presentaba una concentracion muy
alta (~1,200 pg/L), por lo que este ultimo fue clausurado en 1996. Los estudios
realizados durante ese tiempo mostraron que el As; presente en el agua subterranea de
Zimapan procedia de los minerales presentes en las rocas calizas (principalmente
arsenopirita), la lixiviacion de los depdsitos de jales (relativamente baja) y los procesos
de fundicion que se efectuaban (Armienta y col., 1993). Durante 2004, se perforé un
nuevo pozo que actualmente sustituye el aporte de agua del pozo clausurado cuya
concentracion de As; es de 4 ug/L. Las autoridades locales estan planeando clausurar
paulatinamente los otros tres pozos de agua contaminada y sustituirlos con acuiferos de

buena calidad.

Diversos trabajos han evaluado la contaminacién de As en esta area. En un

estudio realizado en la cabecera del municipio de Zimapan (Armienta y col., 1997),



encontraron que los habitantes de Zimapan tenian una concentraciéon promedio de AsT
en el cabello de 8.55 + 3.56 mg/kg, siendo este valor 6 veces mayor al valor de
referencia, ademas de presentar lesiones en piel clasicas por la exposicion crénica a
As;, tales como hipopigmentacion (19.6%), hiperpigmentacion (12.8%) e hiperqueratosis
(26.5%). Se realizé un estudio en otras localidades de Zimapan (Aguacatito, Puerto
Juérez, Barrén y Detzani), encontrando signos de arsenicismo tales como
hipopigmentacion, hiperpigmentacion e hiperqueratosis palmo-plantar (Lechuga y col.,
2001).

Se evaluaron las especies de As trivalentes y pentavalentes en la orina de
individuos de las localidades del Aguacatito, Llano Norte, EI Muhi y Calvario
encontrando una asociacion entre las concentraciones de MMA" en la orina con la
presencia de lesiones en piel en esta poblacién. En este estudio las personas que
presentaron mayor proporcion de MMA" en la orina mostraron un riesgo del 14% de
desarrollar lesiones en piel (Valenzuela y col., 2003). Por lo anterior resulta importante
evaluar si el polimorfismo genético de la AS3MT que es una enzima determinante en el
metabolismo del As;, podria ser utilizado como un marcador de susceptibilidad a la
toxicidad causada por la exposicion a este metaloide, ya que se ha observado que
existen diferencias interindividuales en la capacidad de biotransformar al arsénico, por
lo tanto individuos que presenten un genotipo con una mayor capacidad metabolica
seran mas susceptibles a desarrollar los efectos por la exposicidbn a este metaloide,
debido a una mayor formacién de los metabolitos metilados trivalentes, considerados
como de mayor toxicidad que son generados como intermediarios o producto final

durante la biotransformacion del As;.



2. JUSTIFICACION

Hasta el momento los efectos toxicos observados por la exposicidn a As; han
sido relacionados con la dosis, el tiempo de exposicion y alteraciones en el metabolismo
del As;; sin embargo, es importante determinar el papel genético de la enzima AS3MT
en el metabolismo del As; y su asociacion con dafios a la salud (lesiones cutaneas
como la melanosis e hiperqueratosis) para identificar a los individuos susceptibles a los

efectos adversos causados por la exposicion a este metaloide.

Se han descrito numerosos polimorfismos en diferentes regiones intrénicas y
exonicas del gen AS3MT, algunos de estos polimorfismos ejercen un efecto en la
excrecion de especies arsenicales en humanos (fenotipo). En la actualidad sélo existe
un reporte acerca del SNP G-515A localizado en la region promotora del gen AS3MT,
en el cual se observa un aumento de la proporcibon de MMA en una poblacién de
mujeres argentinas (Schlawicke, 2007), por lo que es de nuestro interés determinar el
efecto que pudiera tener el SNP A-477G que se localiza en la region promotora del gen
AS3MT vy determinar si existe alguna relacion con el metabolismo al As; en una
poblacién de Zimapan Hidalgo que a estado expuesta a este metaloide.

3. HIPOTESIS

Los individuos que presente la variacion alélica G del SNP A-477G que se
localiza en la region promotor del gen AS3MT pueden presentar variaciones en la

biotransformacién del As;.

4. OBJETIVOS
4.10Dbjetivo General

La evaluacion del SNP A-477G que se localiza en la region promotora del gen ASSMT
como factor de susceptibilidad en la toxicidad causada por la exposicidn a As;.

4.2 Objetivos Particulares

1) Determinar el fenotipo en la poblacion de estudio evaluando el patrén de

biotransformacion del As; en orina.
2) Identificar el genotipo por medio del SNP A-477G de la poblacién de estudio.

3) Evaluar la relacion entre el fenotipo y el genotipo en la poblacion de estudio.



5 MATERIALES Y METODOS

YV V.V V V V V VYV V V V V V V V V V V V V V V

5.1 Material y Equipo
Centrifuga marca Jovan, modelo CR3i
Lector de microplacas marca Spectra max plus, modelo 384
Microcentrifuga marca Hsiangtai, modelo 2000
Parrilla marca Lab-Line, modelo 2053
Espectrofotometro marca Termo Spectronic, modelo 302
ABI PRISM Sequence Detection System de Applied Biosystems, modelo 7000
Balanza analitica marca ADAM, modelo AAA250L
Espectrofotometro de absorcion atdbmica marca Perkin EImer, modelo 3100
FIAS (Flow Injection Autosampler) marca Perkin Elmer, modelo 200
Fuente de poder para lampara de descarga sin electrodo System 2
Integrador Nelson, modelo1020
Lampara de descarga sin electrodo de As marca Perkin ElImer, modelo No. 10621
EspectrofotometroVitalab ECLIPSE marca Merck
Microbalanza MT-5 Mettler-Toledo
Parrilla de calentamiento Thermolyne, modelo2200
Campana de trabajo para PCR/UV, marca Biocold Scientific, modelo COY
Transiluminador UV marca UVP, modelo M-26
Micropipetas de volumen variable de 0.1, 0.2, y 5 mL marca Eppendorf
Micropipetas de volumen variable de 0.01, 0.02 y 1 mL marca Gilson
Tubos conicos de 15 y 50 mL de polipropileno marca Falcon
Tubos de 0.6 y 1.5 mL marca eppendorf
Vasos de precipitados de 100 mL.

5.2 Reactivos
Ensayo comercial de purificacion para DNA (GFX genomic Blood DNA Amersham
Biosciences, Inc., Uppsala, Sweden)
oligonucledtidos y Sondas Tagman para el SNP A-477G (Tagman Universal PCR-
Master Mix, Big DyeTM Terminador Cycle Sequencing Ready Reaction Kit; Applied
Biosystems, Foster City, U.S.A))
Ensayo comercial para creatinina (RANDOX, San diego, CA, USA)



YV V.V V V V V V V V V V V V V V V VYV V V ¥V V V V V VYV VYV VYV V V V VYV

Proteinasa K (Fermentas)

EDTA (Fermont)

Tanque de Aire comprimido grado cero (INFRA)
Tanque de Argon alta pureza (INFRA)

Tanqgue de Helio grado cromatografico (INFRA)
Tangue de Hidrogeno grado cromatogréafico (INFRA)
Nitroégeno liquido (INFRA)

Azarosa grado analitico (Invitrogen)

Buffer Fosfatos (PBS) (Invitrogen)

agua DEPC (Invitrogen)

acido clorhidrico (HCI) al 37% grado analitico (Merck)
acido nitrico (HNO3) al 62% grado analitico (Merck)
acido perclorico (HCIO,4) al 72% grado analitico (Merck)
acido sulfurico (H2SO,) al 97% grado analitico (Merck)
cloruro de sodio (NaCl) grado reactivo (Merck)
hidréxico de sodio (NaOH) suprapuro (Merck)

yoduro de potasio (KI) grado analitico (Merck)
Tris-HCI (Merck)

persulfato de potasio ( JT Baker)

estandar de referencia (SRM) 1643e para AsT en el agua

SRM 2670 para el AsT en orina (NIST)
antiespumante B grado reactivo (Sigma)
arsenato de sodio grado analitico (AsNaSQO3)
arsenito de sodio grado analitico (AsNaSO,)

azul de bromofenol grado analitico

borohidruro de sodio (NaBH,4) suprapuro
bromuro de etidio (Invitogen)

acido monometil arsénico grado analitico (MMAY)
acido dimetilarsénico grado analitico (DMAY)
acido monometil arsenioso grado analitico (MMA")
acido dimetilarsenioso grado analitico (DMA™)
dodecil sulfato de sodio (SDS)

glicerol grado analitico (SIGMA)



» PMSF (SIGMA)

»  triton X-100 (SIGMA)

Nota: El 4cido monometil arsénico (MMAY) (Vineland Company), el &cido monometil
arsenioso (MMA") y el acido dimetilarsenioso (DMA") fueron sintetizados por el Dr.
William Cullen (British Columbia) y donados por el Dr David J. Thomas de la USEPA.

5.3 Diseiio del Estudio

La presente investigacion fue un estudio epidemiolégico de corte transversal
aprobado por el comité de ética del Cinvestav (COBISH) en el que se invitd a participar
a individuos residentes de tres localidades del municipio de Zimapéan, Hidalgo los cuales
estan expuestos a concentraciones bajas y altas de As; a través del agua de bebida.
Los participantes del estudio tuvieron condiciones socioecondmicas similares, los

cuales fueron seleccionados en base a los criterios de inclusion y exclusion.

5.3.1 Criterios de Inclusion
» Residentes habituales de las localidades del Calvario, Llano Norte y El Aguacatito

» Firmar el consentimiento informado (aceptado por el Comité de ética del
CINVESTAV) Anexo 1

» Personas de cualquier género de 18 a 60 afios de edad
» Proporcionar una muestra de agua usada para consumo humano

» Haber contestado el cuestionario y haberse sometido a una evaluacién clinica

dermatoldgica
» Donar una muestra de orina de miccién espontanea

» Haber donado una muestra del células bucales

5.3.2 Criterios de Exclusion
» Personas con tiempo de residencia menor a 1 afio
» Mujeres que estuviesen embarazadas

» Individuos que no cumplieran con alguno de los criterios de inclusion



5.3.3 Variables del estudio

Variables Independientes

>

>

La evaluacién del SNP A-477G

Concentraciones de AsT en el agua de bebida (como indicador de la exposicién

actual)

Variables Dependientes

>

>

Concentraciones urinarias de los metabolitos de arsénico en orina (As;’, As;",
MMAY, MMA" DMAY, DMA™)

Presencia de Lesiones en Piel

Variables Confusoras

>
>
>
>
>
>

Edad

Estado nutricional, mediante la evaluacion del indice de Masa Corporal (IMC)
Habito de Fumar

Consumo de bebidas alcohdlicas

Infeccion de vias urinarias

Exposicién acumulada en funcién del tiempo (EA) (como indicador de la exposicién

historica)

5.3.4 Etapas del Estudio
El presente estudio fue realizado en 3 etapas: 1) Aplicacion de un cuestionario y

recoleccion de muestras de agua, 2) Exploracion dermatolégica y 3) Recoleccion de

muestras bioldgicas (orina y células bucales).

5.3.4.1. Recopilacién de la informacién y muestreo de agua para consumo

humano

En base a un muestreo aleatorio, se invitd a participar al 20% de cada una de las

tres poblaciones de estudio (Calvario, Llano Norte y El Aguacatito). Cada participante

fue informado verbalmente y por escrito, de los objetivos, protocolo y caracteristicas del

estudio. Los participantes del estudio otorgaron su consentimiento por escrito antes de

iniciar el estudio, en total se aplicaron 160 encuestas.



Para evaluar factores asociados a la exposicion al As;, se aplicO un cuestionario
precodificado que ya ha sido utilizado en otras investigaciones relacionadas con la
exposicion al As;, a través del agua de consumo humano (Anexo 2) (Valenzuela, 2006).
Este cuestionario fue disefiado para obtener informacion general como el nombre, edad,
ocupacion, habitos personales, habitos de dieta, consumos habituales de agua, tiempo
de residencia en el poblado, exposicion a medicamentos, exposicion al sol, asi como
historia clinica para evaluar la presencia de algunas enfermedades como presencia de
diabetes mellitus, hipertension, enfermedades hepaticas y renales, entre otras.

Las muestras de agua empleadas para consumo humano fueron recolectadas en
recipientes de polipropileno de 100 mL previamente lavados con acido nitrico al 10% en
el laboratorio. Las muestras de agua se preservaron en hielo durante su transporte y
posteriormente se guardaron en congelacion hasta el momento de la cuantificacion de
AsT.

5.3.4.2 Exploracién Dermatoldgica

Una semana después de la aplicacion de los cuestionarios y de la recoleccion de
muestras de agua, se realizo la exploracion clinica registrando datos como su peso
corporal, talla, tensién arterial y la deteccion de signos clinicos de alteraciones
cutaneas, tipicas de la exposicion cronica a As (Anexo 3). La exploracién dermatoldgica
fue realizada por 3 médicos que previamente uniformaron sus criterios de evaluacion.
Los responsables de las evaluaciones clinicas fueron los Dres. Gonzalo Garcia-Vargas
(UJED), José Contreras Ruiz (Hospital General Dr. Manuel GEA Gonzélez) y Daniela

Gutiérrez (Hospital General Dr. Manuel GEA Gonzélez)

5.3.4.3 Obtencidn de células bucales

Las células bucales se obtuvieron mediante un raspado bucal de acuerdo al
siguiente procedimiento:
a) Antes de la toma de muestras, enjuagar una vez durante 30 segundos con 20 ml de
enjuague bucal (Oral-B® diluido 1:1 con agua), para eliminar posible contaminacién de
la muestra con microorganismos.
b) Con la boca del participante completamente abierta, se introdujo un cepillo para
citologia se rasp6 vigorosamente 5 veces de arriba hacia abajo cada una de las
mejillas, primero del lado derecho, posteriormente, con la parte del cepillo que no se ha



utilizado se raspo la mejilla del lado izquierdo. De esta manera las células de la mucosa
bucal quedan adheridas al cepillo.

c¢) Inmediatamente después de tomar la muestra de ambas mejillas, se colocé el cepillo
en un tubo cénico de 15mL con tapa que contenia 3 mL de una solucién EDTA-Tris-HCI
estéril y se preservo a 4°C hasta su transferencia al laboratorio en donde se sometio
durante 1 min a una agitacién con vortex, para desprender las células del cepillo. Se
retira el cepillo del tubo (desecharlo) y se preservaron las células bucales a -70°C hasta
la extraccion del ADN.

5.3.4.4 Obtencidén de las muestra de orina

Las muestras de orina se obtuvieron entre 15 a 30 dias después de la aplicacion
de los cuestionarios, ya que la estrategia de recoleccion de las muestras de orinas fue
diseflada para recolectar inicamente 10 muestras por dia, por lo que apoyados por el
personal del Centro de Salud de la Jurisdiccion de Zimapan, Hidalgo, un dia antes de la
recoleccion de orina, se citaron a grupos de 10-12 personas que ya habian sido
encuestadas y que ya habian proporcionado muestra(s) de agua. A los individuos
participantes se les entregd el recipiente de polipropileno, previamente enjuagado con
agua desionizada y se les pidié una muestra de orina de miccion espontanea, las cuales
una vez que fueron obtenidas directamente en los frascos de polipropileno, se les
realiz6 un analisis general usando tiras reactivas de 10 elementos para andlisis de orina
(Uri-Quick™). Inmediatamente después se separé una alicuota de 10 mL de cada
muestra de orina en tubos conicos de polipropileno de 15 mL para el analisis de las
especies de arsénico y la concentracion de creatinina y el resto se utilizé para la
separacion de las células exfoliadas de la vejiga.

Las alicuotas de 10 mL fueron mantenidas en hielo seco (~ -78.5 °C) durante su
transportacion al Cinvestav, en la ciudad de Meéxico (~4.5 horas) donde fueron
inmediatamente cuantificados los arsenicales trivalentes (As!", MMA" y DMA"). Una
vez que se realizo la cuantificacion urinaria de los arsenicales trivalentes, el resto de la
alicuota fue conservada a -20°C para el posterior andlisis de los arsenicales

pentavalentes y de la concentracion de creatinina.



5.4 Métodos Analiticos

5.4.1 Determinacidon de arsénico total en agua

Se utilizé la técnica descrita en los métodos estdndar para analisis de agua (APHA,
1989).

Principio- Para eliminar las interferencias producidas por la presencia de materia
organica, la muestra se digiri6 con acido sulfurico (H.SO4) y persulfato de potasio
(K2S20s6), con este tratamiento los compuestos arsenicales presentes en la muestra se

" utilizando como

convirtieron a As;. Después de la digestion, el As\ se redujo a As;
reductor yoduro de potasio (KI), se adiciond borohidruro de sodio (NaBH,) para formar el
gas arsina, que es arrastrado por una corriente de argén hacia la celda de cuarzo
calentada eléctricamente a 900°C, en la cual se realizé la atomizacion de la muestra,
registrandose la absorcion de energia a 193.7 nm. La energia absorbida fue proporcional
a la concentracion de As presente en la muestra.

Procedimiento- En un tubo de 15 ml se deposito por duplicado una muestra
representativa (2-10 mL) de agua proveniente de pozo, de la red de distribucion, 6 de
agua de garrafén, se le adicionaron 200 uL de &cido sulfarico 2.5 Ny 1 mL de persulfato
de potasio al 5%, la mezcla resultante se colocdé en una parrilla a temperatura de
+90°C, hasta que el volumen de la muestra se redujo a 1mL (~20 minutos). La muestra
se resuspendié en 10 mL con HCI al 10%, se adicion6 1 mL de Kl al 20% y se dejo
reposar 30 minutos para permitir la reduccién del As;’ presente en la muestra. Después
se determino la concentracién de arsénico utilizando un inyector de flujo FIAS-200 en
donde se gener6é la arsina a pH <2 con NABH,; que fue detectada en un
espectrofotometro de absorcion atémica.

Para evaluar la exactitud de la determinacion se utilizd bajo el tratamiento anterior en
cada serie de trabajo, un estandar de referencia para agua NIST (1643e), con
concentracion certificada de 60.45 £+ 0.72 ug/L.

Los valores obtenidos fueron interpolados en una grafica de calibracion con las siguientes
concentraciones: 2.5, 5, 10, 25, 50, y 100 pg As/L. Las soluciones de la grafica de
calibracion fueron sometidas al mismo tratamiento de las muestras problema.

Control de calidad- Todas las muestras y estandares se determinaron por
duplicado, las muestras en las cuales se obtuvo un coeficiente de variacion mayor del

5% se analizaron nuevamente. En cada lote de muestras se incluyé un estandar de



agua NIST (1643e) con los valores obtenidos de esta muestra se evalud la exactitud, la
cual fue del 94 — 106%, mientras que la precision obtenida fue < 5 % en muestras por
duplicado, las cuales se calcularon con las formulas siguientes: Exactitud = (Cp / Ct) x
100 donde Cp = concentracion practica y Ct = concentracion tedrica.

La precision = (C; — C, / C; + C,) x 100; donde C; = concentracion mayor entre dos

valores y C, = concentracion menor entre dos valores.

5.4.2 Determinaciéon de especies arsenicales (As", MMA" DMA" As?,
MMAYy DMAY) en orina

Principio- El sistema de separacion se basa en la capacidad que tienen los
arsenicales en formar especies volatiles en funcion de la temperatura y el pH de la
reaccion (Del Razo y col., 2001).

En condiciones de pH<2 se generan las arsinas totales (As""Y, MMA"™*Y,
DMA"™Y), esta condicién se alcanza depositando en el vaso de reaccién, un volumen
adecuado de muestra de orina (0.01 a 1 mL), mas 10 mL de agua desionizada y 1 mL
de HCI 6M.

Las arsinas correspondientes a las especies arsenicales trivalentes (As;", MMA",

DMA"), se forman a pH 6. Estas condiciones se obtienen colocando un volumen
adecuado de muestra de orina (0.01 a 1 mL), mas 10 mL de agua desionizaday 1 mL
de solucion amortiguadora de tris-HCI 2.5M, NaOH 0.06M.
Para llevar a cabo la formacion de las correspondientes arsinas, se le aplica 1 mL de
una solucion de NaBH; al 4% (w/v) en NaOH 0.02M. Finalmente para conocer la
cantidad de especies pentavalentes a las concentraciones de especies totales
(evaluadas a pH <2) se le restaron las concentraciones de las especies trivalentes
(evaluadas a pH= 6).

El vaso donde se llevd a cabo la reaccion fue conectado a un tubo de
borosilicato, en forma de U, de aproximadamente 30 cm de longitud. El tubo en U fue
previamente empaquetado con una fase estacionaria (1.2 g) de 45-60 mallas de OV-3 al
15% en Chromosorb WAW-dimetildiclorosilano. El tubo en U fue enrollado con alambre
de 0.6 Q/kg de resistencia que fue conectado a un transformador de potencia variable,
donde se controlé la temperatura de calentamiento. Durante el proceso de generacion

de hidruros el tubo en U fue enfriado con nitrégeno liquido con posterior aplicacion de



temperatura a través del alambre. Las diferentes arsinas formadas quedaron atrapadas
en el tubo y fueron liberadas durante el gradiente de temperatura de -293 a 50°C
lograda al usar nitrogeno liquido y calentamiento a través del alambre enrollado en la
columna, liberandose la arsinas formadas de As; a -55°C, de MMA a 2°C y de DMA a
35.6°C.

Las arsinas formadas fueron arrastradas a una celda de cuarzo, utilizando helio
(150 mL/min) como gas acarreador. La atomizacion de las arsinas fue realizada con una
microflama de hidrogeno y aire, con flujo de 180 y 350 mL/min, respectivamente. Las
arsinas fueron detectadas con un espectrofotometro de absorcién atomica equipado con
un integrador de areas registrandose la absorcion de energia que fue proporcional a la
concentracion de As en la muestra. Durante el proceso se utilizdé una lampara de As de
descarga sin electrodos acoplada a una fuente de poder.

Las condiciones de operacion del equipo de absorciéon atomica fueron los
siguientes: se utilizé una potencia de la fuente de poder de 4 watts, a una longitud de

onda de 193.7 nm con una amplitud de ventana: 0.7 nm. Ver figura 5.
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Figura 5. Sistema utilizado para medir las especies arsenicales.



Procedimiento: En un vaso de reaccion a una muestra representativa (0.01-1ml)
de orina se le adicionaron 10 ml de agua desionizada y dependiendo lo que se fuera a
medir (arsenicales totales o trivalentes) 1 mL de HCI 6M o de solucién amortiguadora.
Se monta el vaso al sistema descrito anteriormente. Se inyecto 1 mL de una solucion de
NaBH, se dejo reaccionar 3 minutos con un flujo constante de Helio (150 mL/min), se
cerro el sistema para que el flujo de helio arrastre las arsinas, pase por la variacién de
temperatura y estas sean detectadas por el equipo.
Las areas obtenidas de las muestras son directamente proporcionales a la concentracion

de las especies arsenicales.

5.4.2.1 Proporcion relativa de especies arsenicales (fenotipo)

Con el objeto de evaluar posibles alteraciones en el patron de metilacion del As;
se calcularon las proporciones relativas de cada una de las seis especies urinarias. El
calculo se realizd al considerar como 100% la sumatoria de las concentraciones de
Asi"™ + MMA"Y + DMA"V. De tal manera que la proporcién de cada especie es igual
a la concentracion de la especie de As entre la concentracion de la sumatoria de las

seis especies multiplicado por 100.

5.4.2.2 Célculo de latasa indicadora de la biotransformacion

Tomando como base las propuestas de Cullen y col.,, 1984; Kitchin, 2001,
Thomas y col., 2001 y Lin y col., 2002, para la hip6tesis de la biotransformacion del As
se utilizaron la reacciones producto / sustrato como indicadores de la eficiencia de la

reduccion y de la metilacion del As.

Asy’Y > As" - MMAY - MMA" - DMAY —» DMA"
1 2 3 4 5



De esta manera, estas reacciones fueron evaluadas por las siguientes razones:

Reaccién Razén
1 Primera Reducci6n As" | AsY
2" Primera Metilacién MMAY / As"
3" Segunda Reduccion MMA" 7 MMAY
4" Segunda Metilacion DMAY / MMA™
5" Tercera Reduccion DMA" / DMAY

La disminucién de los valores de estas razones fueron interpretadas como

disminucién en la capacidad de reduccién 6/y de metilacion del As, segun fuera el caso.

5.4.3 Determinacion de creatinina en orina

Debido a que la orina fue recolectada por emision espontanea y en estas
condiciones puede estar sujeta a factores como la hidratacién del individuo que puede
alterar la concentracion de solutos presentes en la orina, se ajustaron las
concentraciones urinarias de las especies de As. Un método bien aceptado para
controlar la posible dilucién o concentracion de la muestra de orina, es la del ajuste de
solutos en funcién de la concentracion de creatinina urinaria (Clarkson y col, 1988).

Las concentraciones de creatinina, se cuantificaron en muestras de orina centrifugada
utilizando un ensayo comercial obtenido de Randox.

Principio- la creatinina en solucién alcalina (NaOH) reacciona con acido picrico
formandose el acido picramico el cual es un complejo color amarillo. La cantidad del
complejo formado es directamente proporcional a la concentracion de creatinina
presente en la orina.

Procedimiento- muestras duplicadas de 1uL de orina se diluyeron hasta 50 pL
con agua desionizada y se les adicionaron 250 uL de NaOH y 250 uL de acido picrico,
se homogenizaron y se cuantificaron inmediatamente en un analizador automatico para
ensayos clinicos de laboratorio, Vitalab, Eclipse. Previa a la determinacién de creatinina
en las muestras de orina se determind el factor de calculo, utilizando un blanco de
reactivo y un estandar comercial de creatinina (Randox) a una concentracién de 2
mg/dL.

Las condiciones de operacion para el analizador fueron las siguientes: se utilizo un filtro

de 490 a 510 nm, a una temperatura de 37°C, el tiempo de medicion es de 30



segundos, y la linealidad es de hasta 500 mg/dL con una sensibilidad hasta de 14
umol/L.

Para evaluar la precision se realizaron analisis de las muestras por duplicado,
obteniendo coeficientes de variacion menores al 5%; mientras que la exactitud fue
evaluada utilizando la medicion del estdndar de referencia, con una concentracion
conocida de creatinina (2 mg/dL). Los resultados obtenidos se encontraron entre el
rango de 95 a 102%.

5.4.4 Obtencién de ADN de las células epiteliales bucales

La extraccion de ADN se hizo utilizando un ensayo comercial de Amersham
Biosciences (Kit de Purification, GFX genomic Blood DNA). Las células bucales se
descongelaron a temperatura ambiente (TA), después se centrifugaron a 2000 rpm por
10 min para separar el paquete celular. Al paquete celular se le adicionaron 12 pL de
Proteinasa K (18 mg/mL) y se mantuvd 15 minutos a 55°C, posteriormente se le
agregaron 500 pyL de amortiguador de extraccion (Amersham Biosciences) y se dejo
incubar 5 minutos a TA. Esta solucion de extraccion fue transferida a una columna
empaquetada con fibra de vidrio (Amersham Biosciences) a la cual se une el ADN, se
centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto. Posteriormente se adicionaron 500 uL de solucion
de lavado (amortiguador de Tris-EDTA + etanol absoluto; el amortiguador es parte del
ensayo de Amersham Biosciences). Finalmente, el DNA purificado se eluy6é en 100 uL

de agua libre de DNAsas y se preservé a -20°C hasta su analisis.

5.4.4.1Concentraciéon y pureza del ADN

Para determinar el grado de pureza de las muestras de ADN se obtuvo el
cociente ADN/proteina. Se realizaron diluciones de 4uL de ADN en 196uL de agua MQ
teniendo un factor de dilucion de 50. Dichas muestras se evaluaron en un
espectrofotometro (Termo Spectronic) obteniéndose las concentraciones de ADN vy
proteina a una longitud de onda de 260 y 280 nm respectivamente.
PUREZA= ABS260/ABS280; este valor entre mas cercano a 2 tiene una pureza Optima
para usarlo en PCR.
CONCENTRACION = (ABS 260/0.02)*50 (ng/uL)



5.4.4.2 Integridad del ADN

Para evaluar la posible degradacién del ADN se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa al 2% (Invitrogen) la cual se disolvié por calentamiento en amortiguador
TBA 1X (Tris-acetato 2M, EDTA 0.05M, pH 8.3). Una vez que la agarosa se enfria (~45
°C) se le adicionaron 5uL de bromuro de etidio para tener una concentraciéon final de
0.5ug/mL. Se colocaron 2uL de muestra en 5uL de buffer de carga (azul de bromofenol
0.25% vy glicerol 30% en agua MQ); la electroforesis se realizé a 100 volts durante 20
minutos. EI ADN se visualizé mediante el uso de luz UV en un transiluminador. La
integridad del ADN fue valorada por electroforesis observando una banda no

fragmentada de alto peso molecular.

5.4.5 Determinacion del genotipo mediante PCR en Tiempo Real
El método PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en Tiempo Real, es usado para
producir grandes cantidades de un fragmento especifico de ADN in vitro, a partir de
pequefias cantidades de ADN molde mediante la amplificacion enzimatica de un
fragmento de ADN que esta flanqueado por dos oligonucleétidos que hibridan con las
bandas opuestas de una secuencia blanco. Los oligonucle6tidos deben estar orientados
con sus extremos 3 dirigidos uno hacia el otro. El sistema Tagman se basa en la
actividad exonucleasa 5- 3'de la Tag ADN polimerasa, que genera el rompimiento de
sondas marcadas con diferente fluorescencia para cada uno de los alelos evaluados, en
este sistema se mide la intensidad de la fluorescencia emitida y por discriminacion

alelica se determina el genotipo del individuo.

La amplificacion y deteccion del SNP A-477G se llevo a cabo mediante el uso de
sondas Yy oligonucleodtidos especificos. Para la deteccidn del alelo silvestre del SNP A-
477G se utilizo la sonda Tagman marcada con el fluoroforo VIC, mientras que para el
alelo mutante se utilizd6 la sonda Tagman marcada con el fluoroforo FAM. Los
oligonucleotidos fueron disefiados utilizando el software Fast-PCR. Las sondas Tagman
fueron disefiadas por Applied Biosystems. Las secuencias de los oligonucleétidos y de

las sondas para el SNP se presentan en la tabla 3.



Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos y sondas utilizados para el analisis del SNP A-
477G mediante PCR en Tiempo Real.

Variante | Secuencia de los oligonucleétidos Sonda Tagman
S5 TTTGGTCTCCGTTTTGGTGATGTAT VIC Y’
SNP TTCTGTGAACTCTGGCAA
A-477G | AS5 CCGTGAAATCCATCTTTCTTCAGTGT | FAM S’
TGTGAACTCCGGCAAA

S:oligonucledtido sentido; AS: oligonucleotido antisentido; A y G localizacion de los

nucleodtidos silvestre y mutado dentro de las sondas Tagman.

5.4.5.1 PCR en Tiempo Real

Esta se realizo en el equipo ABI Prism 7700, utilizando el sistema Tagman
Universal PCR Master Mix. Para llevar a cabo la amplificacién por PCR se prepard una
mezcla de reaccion con un volumen final de 10uL la cual contenia: 3uL de ADN
gendmico (30 ng), 5uL de Tagman Universal PCR-Master Mix (que contiene a la enzima
Taqg ADN polimerasa, dNTPs con dUTP, una molécula fluorescente como referencia,
AmpErase UNG), 0.25uL de la mezcla del oligonucleétidos (36uM) y sondas Tagman
(8uM), 1.75uL de agua MQ estéril. Las condiciones empleadas en el termociclador para
la amplificacién fueron las siguientes: primero un ciclo a 50°C por 2 min, seguido de un
ciclo a 95°C por 10 min (desnaturalizacién inicial) y 40 ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C

por 1min.

5.4.5.2 Genotipificaciéon del Polimorfismo

Una vez concluida la amplificacién, se analizaron los graficos obtenidos de la
amplificacion lo cual nos permite agrupar a los individuos de acuerdo a su genotipo, en
base a las fluorescencias obtenidas, donde se correlaciono la sefial del fluoroforo con el

genotipo correspondiente como se describe en la siguiente tabla:




Tabla 4. Tipos de fluorescencias y genotipos correspondientes obtenidos del SNP A-
477G mediante PCR en Tiempo Real.

Fluorescencia registrada Genotipo
Solo fluorescencia de VIC Homocigoto silvestre
Solo fluorescencia de FAM Homocigoto mutado
Ambas fluorescencias Heterocigoto
Homocigoto Silvestre Heterocigoto
e ROX
FAM
 ViC

Homocigoto Mutante

Figura 6. Tipos de fluorescencias y genotipos correspondientes obtenidos mediante

PCR en Tiempo Real.



6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de la Poblacion de Estudio

La poblacién de estudio comprendié un total de 119 individuos de origen Mestizo,
fueron habitantes de las localidades del Llano Norte, Calvario y Aguacatito del Municipio
de Zimapan, Hidalgo. Las caracteristicas de la poblacion estudiada se presentan en la
Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio (n=119).

Caracteristicas N Media SD
i Masculino 13 - -
Género
Femenino 106 - -
18 - 29 41 23.8 4.2
Edad (afos) 30-40 37 35.1 3.1
40 - 51 41 45.9 3.6
o Hombres 13 23.8 4.3
IMC (kg/m©)
Mujeres 106 28.1 5.5
Consumo de
. _ 29/90 - -
Habito alcohol (si/no)
Fumar (si/no) 4/115 - -
Infeccion de vias urinarias (si/no) 52/67 - -
Lesiones cutaneas (si/no) 69/50 - -

3calculado como la relacién entre el peso en Kg entre la estatura en m?

La poblacion de estudio tuvo una media de edad de 36.5 afios con un intervalo de
18-51 afos; el 10.9% fueron hombres y el 89.1% fueron mujeres. Respecto al IMC su
valor promedio fue de 27.7 kg/m?; el 77.9% de las mujeres tuvo valores superiores a los
considerados como normales (18.7 — 23.8 kg/m?) presentando sobrepeso y el 1.8% de
las mujeres presento desnutricién; mientras 30.7 % de los hombres tuvo el IMC
considerado como normal (20-25 kg/m?), el 46% presento sobrepeso (>25 kg/m?) y el
restante 23.3% presento desnutricion segun los valores de referencia establecidos por
la OMS (1995).



Los datos obtenidos del cuestionario mostraron que el 17% de la poblacion tiene el
habito de ingerir bebidas alcohdlicas con una frecuencia de ligera a moderada (1-3
cervezas 0 2 vasos de pulque 1 a 4 veces al mes), y un 3.3% reporté tener habito de
fumar con una frecuencia de 1 a 10 cigarros por dia durante 10 afios. El cuestionario
que contiene la historia clinica y de exposicion se muestra en el anexo 2.

Con base a los resultados obtenidos en la exploracion clinica dermatoldgica, el
44.44% de la poblacion no presentd lesiones cutdneas, mientras que el restante
55.56% presentd al menos una o algunas de las lesiones en piel clasicas por la
exposicion crénica a As; que se describen en la Tabla 6. Como se observa en esta
tabla, las lesiones cutaneas que se presentaron con mayor frecuencia en esta poblacion
es la hipopigmentacion (38%) y la presencia de hiperqueratosis palmar (33%.) El

formato de la exploracion clinica dermatolégica se muestra en el anexo 3.

Tabla 6. Tipos de lesiones cutaneas presentes en la poblacién de estudio.

Tipo de lesion Frecuencia
Sin lesiones 44.44%

Hipopigmentacién 38 %
Hiperpigmentacion 27 %
Hipo e hiperpigmentacion 10 %
Hiperqueratosis palmar 33 %
Hiperqueratosis plantar 30 %
Hiperqueratosis corporal 18 %
Cuernos cutaneos 3%

6.2 Exposicion ambiental a arsénico inorganico

Las concentraciones de AsT en el agua de bebida a las cuales estan expuestos
los participantes de este estudio se muestran en la Tabla 7. Los resultados
corresponden al promedio de los valores obtenidos de las tomas de agua (pozo 6
garrafén) de cada domicilio, considerando a toda la poblacion se obtuvo una media

geométrica de 83.31 ug/L, con una amplia variacion en las concentraciones de As en el



agua que van de 1 pg/L hasta aquéllos expuestos a 658 ug/L. De acuerdo a la norma
oficial el LMP de arsénico en el agua de bebida vigente en México que es de 25 ppb o
ug/L. Comparando dicho limite con los valores observados en el presente estudio,
encontramos que el 53.8% de la poblacion estaba expuesta a niveles de arsénico

superiores a los establecidos por la Norma Oficial Mexicana.

Tabla 7. Concentracion de AsT en el agua de bebida en la poblacion de estudio.

Intervalo Media SD n %

< 25 ug/L 7.2 8.4 55 46.2
25— 100 pg/L 58.5 17.4 45 37.8

> 100 pg/L 360.2 201.2 19 16.0

6.3 Concentracion de las especies arsenicales en orina.

En la Tabla 8 se muestran las concentraciones de cada una de las especies
trivalentes y pentavalentes en la orina de los individuos del estudio, ademas de
presentarse las proporciones relativas de cada uno de los metabolitos del As; como
indicadores del fenotipo de la poblacion.

Comparando las proporciones de las especies trivalentes con las pentavalentes
en el caso del As;, se observo un ligero aumento de la proporcion en su estado de
oxidacién +5 (As;') en comparacién con el As'" (9.1% vs 7.9%). Sin embargo, los
metabolitos metilados trivalentes estuvieron presentes en mayor proporcion en
comparacion con sus metabolitos pentavalentes, a pesar de su mayor inestabilidad en
muestras bioldgicas. El metabolito méas inestable es el DMA" pero fue principalmente
excretado en la orina por individuos ambientalmente expuestos representando el 48.3%

del total del As presente en la orina.



Tabla 8. Concentraciones urinarias de los metabolitos de As trivalentes y pentavalentes.

Media Media
_ Intervalo _
Especies (wg /g o Proporcién
o (ug / g creatinina)

creatinina) (%)
As;” 7.2 1-655 9.1
As;" 9.5 0.1-172.3 7.9
MMAY 2.4 0.2-28.3 3.1
MMA™ 7.8 0.1-101.9 7.7
DMAY 25.8 0.6 - 710 23.9
DMA" 57.6 0.1 -506.3 48.3

6.4 Tasas indicadoras de la biotransformacion del As;

A partir de las concentraciones de los metabolitos presentes en orina se realiz6
el calculo de las razones indicadoras de la reduccion y metilacion del arsénico en los
humanos (Tabla 9), como se describe en el apartado 5.4.2.2 de la metodologia. Como
era de esperarse los procesos de la segunda y tercera etapa de reduccion y la segunda
metilacién participan mayoritariamente en el proceso de biotransformacion favoreciendo

la presencia de DMA" en la orina.

Tabla 9. Razones metabdlicas indicadoras de la biotransformacion del As;.

Razédn Etapa Media Minimo Maximo
As" | As” 1ra Reduccion | 1.49 0.013 36.4
MMAY / Asi" 1ra Metilacion 1.22 0.015 36.5
MMA" / MMAY 2da Reduccién | 6.81 0.013 46.5
DMAY / MMA" 2da Metilacion | 10.43 0.042 392.5
DMA" / DMAY 3ra Reduccion | 5.42 0.014 49.9




6.5 Patron de metilacion de arsenicales

La Tabla 8 muestra las proporciones relativas para cada una de las especies
arsenicales analizadas en orina. De manera general se ha considerado como un patron
de metilacion tipica a individuos que presentan en su orina del 10-30% en forma de
Asi"™V, del 10-15% de MMA"" y del 60-80% de DMA"*V (vather y col., 2000). En la
Figura 7 se esquematiza el patron de metilacion del As; en los participantes del estudio.
Se puede apreciar que el 68% de la poblacién presenta proporciones de As"*
considerados como normales, el 18% por arriba y el 24% por debajo de lo normal, en el
caso de la proporcion de MMA"*Y el 30% de la poblacién presento valores normales el
16% arriba y el 54% por debajo y en el caso de la proporciona de DMA"*Y el 54% de la

poblacién fue considerado normal el 32% arriba y el 14% por debajo de lo normal.
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Figura 7. Patron de metilacion del arsénico en la poblacion de estudio.



6.6 Determinacién del genotipo del SNP A-477G del gen AS3MT
El andlisis del genotipo de la AS3MT se realizo a partir de ADN gendmico

obtenido de 119 muestras bucales de los participantes del estudio.

En la Figura 8 se representa un grafico de genotipificacion del SNP A-477G

obtenida por PCR en tiempo real. De un total de 119 individuos el 40.3% fueron

homocigotos silvestres, el 44.6% fueron heterocigotos y 15.1% que fueron homocigotos

mutados (Tablal0).
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Figura 8. Representacion de los genotipos del SNP A-477G de 46 muestras, Los
cuadrados representan los controles negativos, los circulos representan los
homocigotos silvestres, los triAngulos representan a los heterocigotos, los rombos

representan los homocigotos mutados y las cruces son muestras no determinadas.



Tabla 10 Genotipo y frecuencia alélica del SNP A-477G del gen AS3MT en la poblacién

de estudio.
Genotipo® (n = 119) Frecuencia alélica” (n =119)
Homocigoto _ Homocigoto
_ Heterocigoto A G
Silvestre Mutante
40.4 (48) 44.5 (53) 15.1 (18) 0.63 0.37

*El genotipo se presenta como porcentaje y el nimero de individuos se muestra entre
s . b . L , - . .
paréntesis; =~ Para el caso de la frecuencia alélica ésta se calculo utilizando la ecuacion

de Hardy-Weinberg. En la frecuencia alélica A representa el alelo silvestre y G

representa el alelo mutado.

Las frecuencias esperadas y observadas de los genotipos evaluados se
muestran en la Tabla 11. No se observé una diferencia estadisticamente significativa
entre las frecuencias esperadas y las observadas en la poblacion de estudio, por lo
tanto se considera que la poblaciéon se encuentra en equilibrio con la ley de Hardy-

Weinberg.

Tabla 11. Comparacién de las frecuencias genotipicas observadas y esperadas del
SNP A-477G del gen AS3MT mediante la ecuacion de Hardy-Weinberg, en la poblacién

de Zimapan
Frecuencia Genotipo X
Homocigoto Homocigoto
Prom(-477) Silvestre Heterocigoto Mutante p
(AA) (AG) (GG)
Observada (%) 40.4 44.5 15.1 0.88
Esperada (%) 39.7 46.6 13.7

6.7 Relacion entre las especies arsenicales y el genotipo de AS3MT

En la Tabla 12 se representan las concentraciones de especies totales (As"*,

MMA"™Y 'y DMA"™), sus proporciones relativas de estos metabolitos (%As;""",
%MMA"Y y %6DMA"Y) y las tasas indicadoras de la primera (MMA/As) y segunda

(DMA/MMA) etapa de la metilacion del arsénico. En la poblacién total (n=119) se puede



apreciar que no existen diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de los metabolitos de As en orina entre los genotipos.

Sin embargo al realizar las comparaciones de las proporciones relativas se
puede apreciar que los individuos que son homocigoto mutado presentan una menor
%MMA"Y y una mayor %DMA"*V en la orina en comparacién con los homocigotos
silvestres y heterocigotos consecuentemente se observa un aumento en la tasa
DMA/MMA en el grupo de Homocigotos mutados (Tabla 12).

Al realizar las comparaciones del genotipo con las especies arsenicales en sus
diferentes estados de oxidacion (pentavalentes y trivalentes) se observo que no hay

diferencia estadisticamente significativa Tabla 13.

Tabla 12. Comparacion de las concentraciones, proporciones y tasas metabolicas

totales en la biotransformacion de As entre los genotipos.

Especies Concentracion Proporciones Tasas metabolicas
senicales (ug/g creat) (%)

Genotipos AsT | As; | MMA | DMA | Asj | MMA | DMA | MMA/As; | DMA/MMA

Homocigoto

Silvestre(AA) | 128.9|19.6 | 129 | 96,5 | 16.8| 11.8 | 714 0.8 7.65
(n=48)

Heterocigoto
(AG) 101.4 |116.5| 89 | 76.0 | 18.3 | 10.7 | 70.9 0.74 9.75
(n=53)

Homocigoto

Mutante(GG) |87.29| 98 | 7.1 | 704 | 129 | 8.6* | 78.4** 0.71 10.8***
(n=18)

Aqui se muestran la media de las concentraciones, proporciones y tasas de metilacion
del As; en los diferentes grupos. Se realizd la comparacion de medias entre los grupos
mediante la prueba Kruskal-Wallis *p=0.02, **p=0.05, ***p=0.03




Tabla 13. Comparacion de las concentraciones, proporciones y tasas metabdlicas

segun su estado de oxidacion de los arsenicales entre los genotipos.

Genotipos . .
Homocigoto ) Homocigoto
) Heterocigoto
\ Silvestre Mutado
Especie (n=53)
_ (n=48) (n=53)
arsenicales

As;” 8.2 6.7 6.0
As;" 11.4 9.8 3.8
Concentraciéon MMAY 3.2 2.1 1.3
(ng/g creat) MMA" 9.7 6.7 5.8
DMAY 33.3 23.1 13.8
DMA" 63.2 52.9 56.6
As;’ 9.3 9.1 7.9
As;" 7.5 9.2 5.0
Proporciones MMAY 4.9 2.5 2.1
(%) MMA™ 7.6 8.2 6.5
DMAY 25.0 22.9 23.8
DMA" 46.4 48.0 54.5
As;" | As;’ 1.2 1.9 0.9
Tasas MMAY / As™ 1.7 0.9 0.9
metabdlicas | MMA™ / MMAY 7.9 5.6 7.7
DMAY / MmA™ 17.1 6.7 4.1
DMA™ / DMAY 5.2 4.8 7.9

Se realiz6 la comparacion estadistica mediante la prueba Kruskal-Wallis obteniendo un

resultado no significativo para los arsenicales evaluados.

6.8 Asociacion de las covariables y variables confusoras con la presencia
de lesiones en piel

El objetivo de este analisis fue determinar cuales de nuestras covariables del
estudio, podrian ser consideradas como factores confusores en la presencia de lesiones
en piel. De esta manera, en la Tabla 14 se presentan los andlisis de regresion logistica

bivariados entre la presencia de lesiones en piel con las covariables del estudio, en el



cual se puede apreciar que la exposicion acumulada, y el nivel de exposicion estan
asociadas con la presencia de lesiones en piel. Todas las variables presentes en la
Tabla 14 que presenten una p < 0.05 seran considerados como posibles variables
confusoras para el desarrollo de lesiones en piel en esta poblacion de estudio.

Tabla 14. Analisis de regresion logistica bivariado de la presencia de lesiones en piel

(n=119).

Variables Independientes OR [.C. (95%) p
Edad (afios) 0.99 0.92 -1.07 0.93
Género 1.73 0.49 - 5.95 0.39
IMC (kg/m?) 1.00 0.94 — 1.07 0.97
Exposicion acumulada (mg) 1.32 1.01-1.60 0.004
Consumo de alcohol 1.54 0.57-4.15 0.38
Exposicion® 3.71 1.94-79 0.000
Prom (-477) 1.03 0.61-1.73 0.92

% Exposicion de AsT en orina, se evalué como variable dicotémica, con punto de corte
de 50 ug/g de creatinina. Se presentan los valores de razén de momios (OR), intervalo

de confianza (IC 95%) y el valor p.

6.9 Correlacion entre las covariables y variables confusoras.

En la Tabla 15 se presenta la relacion existente entre las posibles variables
confusoras que se consideraron en el presente estudio (la edad, el género, el estado
nutricional evaluado con el IMC, el consumo de bebidas alcohdlicas, la exposicion
acumulada). Estas variables se escogieron como confusoras, debido a que son
consideradas variables que por si mismas pueden incrementar el riesgo de presentar

lesiones en piel en poblaciones de areas endémicas con arsénico.



Tabla 15. Correlacién entre las posibles variables confusoras

Relacién de las variables p
Edad/género 0.42°
Edad/IMC 0.001%
Edad/exposicién acumulada 0.95%
Edad/consumo de alcohol 0.088?
Género/IMC 0.008?
Género/exposicion acumulada 0.45°
Género/consumo de alcohol 0.031°
IMC/exposicion acumulada 0.45°
IMC/consumo de alcohol 0.90%

Exposicion acumulada/consumo de
0.072°
alcohol

En esta tabla se presenta (valor p) de las correlaciones de las covariables ®De acuerdo

a la prueba de regresion lineal. PDe acuerdo a la prueba de 2.

Los resultados obtenidos de los andlisis bivariados de regresion lineal y la prueba
de chi cuadrada entre las posibles variables confusoras mostraron que se encuentra
una correlacion significativa entre el indice de masa corporal con la edad y el género,
asi como entre el consumo de alcohol y el género, en este punto hay que remarcar que
solo se tienen 13 hombres.

Ademas también se observd una relacion marginalmente significativa entre el
consumo de alcohol con la edad, la exposicion acumulada, También se observé una

correlacion marginalmente significativa entre el IMC y la edad (Tabla 15).

6.10 Relacion entre el genotipo AS3MT con la presencia de lesiones en piel
Primeramente se realiz6 una comparacion entre las frecuencias alélicas entre los
individuos con y sin lesiones en piel. Como se muestra en las Tablas 16 y 17, los

individuos con lesiones y sin lesién en piel no presentan diferencias estadisticamente



significativas entre los genotipos homocigoto silvestre, heterocigoto y homocigoto

mutado.

Tabla 16. Comparacion del genotipo de los individuos con lesiones en piel (n=119).

Homocigoto _ Homocigoto
Grupo _ Heterocigoto
Silvestre Mutado

Sin
lesiones 43.75 39.62 44.44
(n =50)

Con
lesiones 56.25 60.38 55.56
(n =69)

Valor de p=0.893 mediante la prueba de y?

Tabla 17. Analisis de regresioén logistica bivariado de la frecuencias alélicas entre los

individuos con y sin lesiones en piel (n=119).

Variables Independientes OR I.C. (95%) p

A-477G 1.03 0.61-1.73 0.917
Valor de p=0.917




7. DISCUSION

Existe gran interés por identificar el papel que juegan los factores genéticos
sobre la biotransformacion del As;.
El presente estudio fue enfocado a el papel que puede tener el SNP A-477G localizado
en la region promotor del gen AS3MT con el fenotipo del As;, asi como su asociacion a

marcadores de dafio como son las lesiones en piel, por la exposicion al contaminante.

7.1 Caracteristicas de los participantes

En este estudio no fue posible tener una distribucién similar entre ambos géneros
(Tabla 5) debido a que los hombres en edad econémicamente productiva que habitan
los poblados de estudio migran a otras ciudades para trabajar. Sin embargo, se
encontrd una distribucion de edad similar en los dos géneros, con un rango de 18-51
afios y una media de 36.5 afios. La mayor parte de la poblacion que participé en el
presente estudio se dedica al hogar.

Respecto al IMC, el 77.9% presentaron sobrepeso y el 1.8% de las mujeres presento
desnutricion; mientras que en los hombres, el 46% presentd sobrepeso y 23.3%
presento desnutricion segun los valores de referencia establecidos por la OMS (1995).

La incidencia de tabaquismo fue baja, del 3%, por lo que no se tomé en cuenta
como una variable confusora, al realizar el analisis estadistico.

Con base a los resultados obtenidos en la exploracion clinica dermatoldgica
(Tabla 6), se observd la presencia de hipopigmentacion, hiperpigmentaciéon e
hiperqueratosis palmo-plantar, al igual que en estudios previos en Zimapan (Armienta y
col., 1997; Lechuga y col., 2001). Ademas en el presente estudio también se observo la

presencia de hiperqueratosis corporal otro signo clasico del arsenicismo.

7.2 Exposicion ambiental a As;

En el presente estudio, la concentracion de AsT en el agua de bebida (Tabla 7),
presentdé una amplia variacion en las concentraciones de As que van de 1 ppb hasta
658 ppb. De acuerdo a la norma oficial el LMP de arsénico en el agua de bebida,
vigente en México desde el 2007, es de 25 ppb o ug/L. Comparando dicho limite con los
valores observados en el presente estudio, encontramos que el 53.8% de la poblacion
estaba expuesta a niveles de AsT superiores a los establecidos por la Norma Oficial

Mexicana.



Al realizar la correlacion entre la concentracion de AsT presente en agua de
bebida y la concentracion de AsT en la orina no se observo una correlacion lineal
positiva, a diferencia de otros estudios (Calderon y col., 1999) en donde se recomienda
el uso de la concentracion de As en el agua como el mejor indicador de exposicion a
As, siempre y cuando la exposicion a través de la ingestion de agua sea cronica y
constante. Por lo que en el presente estudio, la concentracion de As en el agua no
resulté un buen indicador de exposicion, debido a la modificacion de los habitos del
consumo de agua de esta poblacion, por esta razon se utilizo la concentracion de As en

la orinas como indicador de exposicion.

7.3 Fenotipo del metabolismo del As;.

Es generalmente aceptado que el fenotipo del metabolismo del As; se evalla a
partir del calculo de las proporciones relativas de las especies arsenicales. Por lo tanto,
las proporciones relativas y las razones metabdlicas indicadoras de la metilacion del As
han ganado aplicacibn como marcadores importantes que permitan evaluar el fenotipo
de cada individuo. Sin embargo, estos marcadores han resultado poco utiles en
situaciones donde las concentraciones urinarias son relativamente bajas (menores a 10
ppb), debido a la incertidumbre en la exactitud y precision en la cuantificacion de las
especies arsenicales (Chowdhury y col., 2003; Sun y col., 2007).

El fenotipo del As; ha sido evaluado considerando basicamente la presencia de
tres especies urinarias (As;""’, MMA""Y DMA"Y). Este se ha evaluado en mdltiples
estudios en base a la exposicion ambiental y ocupacional de este metaloide en diversos
grupos ubicados en areas geograficas diversas, con diferentes grupos de edad, genero,
nivel de exposicion y nivel socioeconomico (ATSDR, 2005).

En el presente estudio se evalud la capacidad metabdlica de una poblacion de
adultos principalmente mujeres, ambientalmente expuestos a As; a través del agua de
bebida, cuantificando en la orina la presencia de 6 arsenicales urinarios (As;’, As;",
MMAY, MMA" DMAY, DMA™).

En el presente estudio la sumatoria de las especies trivalentes (As;"', MMA",
DMA") representd el 63.9% del total de arsenicales en orina. En otros estudios las
concentraciones obtenidas de especies trivalentes han sido probablemente
subestimadas. Manda y col. (2001) mostraron que la sumatoria de las especies
trivalentes fue del 38% en el grupo expuesto a 33 ppb de As en el agua, 28% en el



grupo expuesto a 148 ppb, 39% en el grupo expuesto a menos de 3 ppb (este grupo
modificé su exposicion a As 1.5 afios previos a la realizacién del estudio, ya que tienen
antecedentes que muestran una exposiciéon a 210 ppb de As durante 5 a 20 afios),
mientras que los individuos que tienen una media de exposicion a As de 248 ppb
presentaron un 14% de especies trivalentes en la orina.

Comparando las proporciones de las especies trivalentes con las pentavalentes
en el caso del As;, se observo un ligero aumento de la proporcion en su estado de
oxidacién +5 (As;) en comparacién con el estado +3 (Asi") (9.1% vs 7.9%). Sin
embargo, el MMA y DMA trivalentes estuvieron presentes en mayor proporcion en
comparacion con sus metabolitos pentavalentes (Tabla 8), a pesar de su mayor
inestabilidad en muestras bioldgicas; este resultado es similar al reportado por Aposhian
y col., (2000) quienes encontraron que una poblacion de Rumania expuesta a As del
total de arsenicales en la orina del 7-11% fue de MMA"",

A partir de las concentraciones de los metabolitos presentes en orina se realizé
el calculo de las razones indicadoras de la reduccion y metilacion del As; (Tabla 9).
Como era de esperarse los procesos de la segunda y tercera etapa de reduccion y la
segunda metilacion participan mayoritariamente en el proceso de biotransformacion
favoreciendo la presencia de DMA"' en la orina.

De manera general se ha considerado como un patron de metilaciéon tipica a
individuos que presentan en su orina del 10-30% en foma de As;"*V, del 10-15% de
MMA"Y'y del 60-80% de DMA"*Y (Concha y col., 2002; Vahter y Concha, 2001). En
este estudio se encontré que el 51% de la poblacion tiene valores dentro del rango
considerado normal y el 49% fuera de éste, las proporciones relativas en el caso del
Asi"™ 'y el MMA"™V se encuentran por debajo de lo esperado y del DMA™Y se

encuentra arriba de lo esperado.

7.4 Determinacién del genotipo de AS3MT
Dentro de los primeros estudios en los que se evaluo el posible papel del AS3MT
en el metabolismo del As en humanos estan los estudios in vitro realizados por Drobna

I observando

y col. (2004) utilizando cultivos primarios de hepatocitos expuestos a As;
una mutacién puntual en el ARNm de la AS3MT que fue asociada con una mayor
actividad de la enzima generando una mayor proporcién de MMA". Posteriormente, en

un estudio epidemiolégico realizado por Meza y col. (2005) se detect6 por primera vez



que este gen es polimorfico, encontrandose cerca de 58 sitios polimérficos. A partir de
entonces, se han descrito algunas asociaciones de sitios polimorficos del gen AS3MT y
alteraciones en el patrén de metilacion de arsenicales, principalmente en la proporcion
de MMA, en diferentes poblaciones. En la mayoria de estos estudios los polimorfismos
se han evaluado en los intrénes del gen AS3MT.

En el presente estudio se evalud el SNP A-477G ubicado en la region promotora
del gen AS3MT.

De un total de 119 individuos el 40.3% fueron homocigotos silvestres, el 44.6%
fueron heterocigotos y 15.1% que fueron homocigotos mutados (Tablal0). La
frecuencia alélica obtenida de este polimorfismo fue de A=0.63 y G=0.37, esta
frecuencia fue parecida a la obtenida por Wood y col. (2006) en una poblacion
Caucéasico-Americana G= 0.383 y una poblacién Afro—Americanos G=0.317. En un
estudio epidemioldgico realizado por Meza y col. (2005) reportaron una frecuencia

alélica en nifios de G=0.39 en Europeos y de G=0.46 en Americanos.

La frecuencia de los polimorfismos evaluados estuvieron en equilibrio con la ley
de Hardy-Weinberg (Tabla 11), lo cual indica que las frecuencias genotipicas no se han
modificado por la migracion e inmigracion en la poblacion de estudio, que permanecen
constantes de generacion en generacion, lo que sugiere un apareamiento al azar, sin

generacion de mutaciones que originen la conversion de un alelo en otro.

7.5 Relacion entre las especies arsenicales y el genotipo de AS3MT

Se ha propuesto que en el organismo, la biotransformacion del As; se lleva a
cabo mediante una serie de reacciones de reduccion y de metilacion oxidativa. Waters y
col., (2004), sugieren que la enzima AS3MT es determinante en el metabolismo del As;,
por lo que el genotipo que afecte la biotransformacién del arsénico podria ser un
importante factor determinante de la variabilidad interindividual del metabolismo de
arsénico y la susceptibilidad a éste.

En la poblacion de estudio (n=119) se puede apreciar que no existen diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de los metabolitos de As en orina
entre los individuos homocigotos silvestres en comparacion con los homocigotos
mutados del SNP A-477G. Sin embargo, al realizar las comparaciones de las

proporciones relativas se puede apreciar que los individuos que son homocigoto



mutante presentan una menor proporcion de MMA"Y

y una mayor proporcion de
DMA" en la orina, en comparacién con los individuos con el genotipo homocigoto
silvestre y heterocigoto, consecuentemente se observa un aumento en la tasa
DMA/MMA en el grupo homocigoto mutante de este polimorfismo (Tabla 12).

Como se puede observar la region de estudio aparentemente tiene un impacto
en el metabolismo del arsénico, ya que este SNP esta en la region promotora del gen
de estudio, se puede pensar que hay un efecto a nivel transcripcional del gen, se
tendria que realizar una serie de experimentos en los cuales pudiéramos ver si esta
afectada la transcripcion del gen y el que pudiera generar el cambio observado.

Se ha sugerido que para una mejor evaluacion del analisis genético se
determinen los haplotipos, los cuales representan el ligamento de multiples SNPs, lo
cual provee significativamente mas poder en el analisis en comparaciébn con la

evaluacion de los SNPs por separado (Cambien, 2001).

7.6 Relacion entre el genotipo AS3MT con la presencia de lesiones en piel

El motivo de buscar asociaciones entre el polimorfismo del gen AS3SMT con un
marcador de dafio por la exposicion de As; (lesion de piel), fue para ver si este
polimorfismo pudiera ser un marcador de susceptibilidad en poblaciones expuestas a
Asi.

Ciertos estudios sugieren que en individuos expuestos cronicamente a As y que
presentan lesiones en piel existe un aumento de la proporcion de MMA"* total. (Yu y
col., 2000; Del Razo y col, 1997) por lo que podria estar contribuyendo
importantemente a efectos toxicos.

En el presente estudio se observé que la presencia del genotipo mutado (GG) de
este polimorfismo favorece la disminucion de la proporcion de MMA y un aumento en el
DMA urinario, esto nos sugiere, que estos individuos son mejores metiladores que los
gue presentan el genotipo silvestre (AA), por lo tanto podrian ser menos susceptibles al
dafio por la exposicién a As;, por lo cual se esperaria una disminucién en la presencia
de lesiones en piel, se encontrd que la presencia de lesiones de piel no estuvo asociada
con el SNP A-477G del gen AS3MT como se muestra en la tabla 16.






8. CONCLUSIONES

» Las especies trivalentes de As estan presentes en mayor proporcion (63.9%) en
las muestras de orina, siendo el DMA" el metabolito predominante en la orina, no

obstante su baja estabilidad.

» En la poblacion de estudio se observé una frecuencia alélica de A=0.63 y
G=0.37, las cuales fueron similares a la frecuencias observadas en una
poblacién Caucasico-Americana que fue de A=0.617 y G=0.383 (Meza y col.,
2005).

» Se observo una relacion significativa entre el SNP A-477G localizado en la region
promotora del gen AS3MT vy el fenotipo del As;. Los individuos homocigotos
mutados presenta una menor proporcién relativa MMA"™Y y una mayor
proporcion de DMA"* en la orina en comparacion con los individuos
homocigotos silvestres y heterocigoto; consecuentemente se observa un

aumento en la tasa DMA/MMA en el grupo homocigoto mutante.

» Se encontré que la presencia de lesiones de piel no estuvo asociada al SNP A-
477G.



9. PERSPECTIVAS

0 Realizar estudios para la determinar si el SNP A-477G localizado en la region

promotora del gen AS3MT afecta la transcripcion de éste.

o Evaluar otros polimorfismos presentes en el gen AS3MT para determinar si el

SNP A-477G se encuentra relacionado con ellos.

o Determinar la asociacion de este polimorfismo con otros marcadores de dafio
para determinar la aportacion del polimorfismo de la AS3MT como marcador de

susceptibilidad genética en poblaciones expuestas a As;.
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ANEXOS



Anexo 1

Carta de consentimiento



Universidad de Carolina del Norte-Chapel Hill (USA)
Consentimiento para almacenar muestras biologicas con identificacion

Estudio IRB #05-1057
Fecha de la Version de la Forma de Consentimiento: Junio 5, 2006

Titulo del Estudio: Biomarcadores de Riesgos para la Salud Humana Asociados con la Exposicion
Ambiental al Arsénico

Investigador Principal: Dr. Miroslav Styblo, (UNC, Chapel Hill)
Departamento de UNC-Chapel Hill: Nutricion

UNC-Chapel Hill Numero telefonico: 001 (919) 966-5721

Direccion electrénica: styblo@med.unc.edu

Co-Investigadores: Dra. Luz Maria Del Razo Jiménez (Cinvestav-1PN)

Dr. Gonzalo G. Garcia-Vargas, (Universidad
Juarez del Estado de Durango)

Fuente de Financiamiento: Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos de América.
Teléfono para contacto del estudio: (55) 5061-3306 (Dr. Del Razo, Cinvestav-IPN)
Direccion electrdénica para contacto del estudio: Idelrazo@cinvestav.mx

;Cuales son algunas cosas generales que usted debe de saber acerca de éste estudio de
investigacion?

Los estudios de investigacion estan disefiados para obtener nuevos conocimientos que pueden
ayudar a otras personas en el futuro. Usted puede no recibir un beneficio directo en esta investigacion.
También puede haber riesgos en los estudios de investigacion.

Estudios en sangre, tejidos o fluidos bioldgicos pueden ayudar a los investigadores a entender
como funciona el cuerpo humano. Las muestras bioldgicas utilizadas en la investigacion permiten
contestar varias preguntas. Existen diferentes tipos de estudios que usan muestras bioldgicas. Algunos
investigadores pueden desarrollar nuevas pruebas para encontrar enfermedades. Otros pueden
desarrollar nuevos métodos para el tratamiento de las enfermedades. En el futuro, algunas
investigaciones permitiran ayudar al desarrollo de nuevos medicamentos.

Usted se puede negar a permitirnos guardar sus muestras bioldgicas. Si usted padece de alguna
enfermedad, usted no tiene que estar en este estudio de investigacion para recibir tratamiento.

Los detalles de esta investigacion estdn descritos abajo. Es importante que entienda esta
informacién para que pueda tomar una decision con respecto a los estudios de investigacion. Se le
proporcionara una copia de esta solicitud de consentimiento. Usted puede en cualquier momento,
preguntarles a los investigadores nombrados arriba o a los miembros del equipo que los asiste
cualquier duda que tenga acerca de este estudio.

¢Cual es el proposito de este estudio?

El proposito de este estudio es examinar como el arsénico presente en el agua para beber afecta
la salud de las personas. Para lograr el proposito de éste estudio, necesitamos recolectar y analizar
muestras de orina y sangre que usted nos proporcione.




Los investigadores determinaran la cantidad de arsénico en su orina y marcadores de
enfermedades comunes en su sangre. También se realizaran analisis genéticos usando ADN y ARN de
su muestra de sangre que permitird identificar si usted es mas sensible a la toxicidad del arsénico que
los demas participantes del estudio. A usted se le solicitara permiso para que su sangre, orina, ADN y
ARN (referidos colectivamente como “muestras bioldgicas”) las cuales serdn recolectadas en éste
estudio para ser almacenadas por 5 afios después de haber concluido éste estudio. Estas muestras
serén utilizadas en el futuro para el anélisis de nuevos marcadores de enfermedades causadas por la
exposicion a arsénico y para el analisis de genes que puedan estar involucrados en el metabolismo de
arsénico o en enfermedades causadas por la exposicion a arsénico.

¢ Como serén recolectadas las muestras?

Las muestras de orina y sangre seran recolectadas como se especifica en su consentimiento para
participar en éste estudio: usted tendra que entregar 2 muestras de orina (una al principio y una al final
del estudio). Una muestra de sangre sera colectada de su vena con jeringa. Usted puede ser requerido
para dar otra muestra de sangre durante el transcurso de éste estudio.

Usted no puede estar en este estudio si se encuentra embarazada. Si se embaraza durante el
periodo de 3 afios que dura este proyecto, sera excluida de estudios posteriores. También se le
excluird si se encuentra gravemente enfermo, si comienza a usar cierto tipo de medicamentos o
suplementos alimenticios, si comienza a trabajar con materiales que contienen arsénico o si se vuelve
adicto al alcohol o a las drogas durante el periodo de estudio. Tampoco puede ser incluido en este
proyecto si su padre, abuelo o hijo ya esta participando en este estudio.

;Qué se hara con las muestras?

Las muestras seran almacenadas en la Universidad de Carolina del Norte (UNC) en Chapel Hill
(USA) vy en el Cinvestav-IPN (México D.F.). Toda la informacion de identificaciéon incluyendo su
nombre y su nimero de registro médico seran retirados de las muestras y reemplazados por un codigo.
Unicamente el Dr. Styblo (UNC) y la Dra. Del Razo (Cinvestav-IPN) sabran que estas muestras
fueron tomadas de usted. Aunque los resultados del analisis de sus muestras sean publicados, su
nombre no aparecerd en estas publicaciones. Algunas de sus muestras seran compartidas con otros
investigadores fuera de la UNC o del Cinvestav. Sin embargo, Unicamente se dara informacién que no
permitara la identificacion del donante. 5 afios después de haber completado éste estudio, todas las
muestras seran destruidas.

¢ Cuales son los beneficios de estar en este estudio?

Los beneficios directos para usted son poco probables. Estos estudios (los recientes y los futuros)
podran proveer informacion adicional que pueda ser de utilidad para entender como la exposicion al
arsenico afecta la salud de las personas y que medidas se deberian de tomar para prevenir estos
efectos adversos a la salud por esta exposicion.

¢Cuales son los posibles riesgos o incomodidades de estar en éste estudio de investigacion?

Como se describe en su consentimiento de participacion, un pequefio riesgo para usted esta
asociado con la coleccion de sangre. La sangre sera colectada por enfermeras profesionales en el
Centro de Salud local. Usted experimentara un pequefio dolor a la hora de sacar la sangre.
Ocasionalmente se forma un moretdn en el lugar del piquete. Se usaran técnicas especiales para
prevenir infecciones. Usted o su padre ¢ tutor tendran que contactar al Centro de Salud o a su
médico si aparece alguna irritacion o dolor en el area del piquete después de haber salido del




Centro de Salud. Si usted se enferma durante la coleccion de sangre, seré llevado inmediatamente
al hospital mas cercano o a alguna clinica de emergencia.

¢Habra un costo para usted por el almacenamiento de sus muestras?
No hay ningun costo para usted o para su compafiia de seguro por el almacenamiento y uso de
las muestras.

. Qué recibird usted a cambio por estar en este estudio?

Como se describe en su consentimiento, usted recibird una compensacion de $250 pesos por
su participacion en este estudio, siempre y cuando resulte seleccionado y haya proporcionado las
muestras de agua de bebida, sangre y orina; ademas de atender a la visita para la exploracion de
la piel. Al final del estudio usted recibira otros $250 pesos.

;Quién es el propietario de sus muestras?

Las muestras de orina y sangre (incluyendo ADN y ARN aislado de la sangre) obtenidas para el
propdsito de éste estudio son propiedad exclusiva de la Universidad de Carolina del Norte en
Chapel Hill, USA. Los investigadores pueden retener, preservar o disponer de estas muestras y
pueden usar estas muestras para investigacion que puede resultar en aplicaciones comerciales. No
hay planes para compensarlo por cualquier uso comercial futuro de estas muestras.

¢ Como se protegerd su privacidad?

Toda su informacion personal se mantendra guardada en un lugar seguro en la oficina de la Dra.
Del Razo en el Cinvestav-IPN, Ciudad de México. Su nombre sera sustituido por un nimero que sera
usado posteriormente para la identificacion de sus muestras. Toda la informacion acerca de usted y su
familia se mantendra guardada bajo Ilave en un archivero en la oficina de la Dra. Del Razo en la
Ciudad de México. Esta informacion no se dara a ninguin otro miembro del equipo dentro o fuera de la
Ciudad de México. Unicamente los Doctores Styblo, Del Razo y Garcia-Vargas tendran acceso a esta
informacidn. Esta informacion serd almacenada en la oficina de la Dra. Del Razo por cinco afios
después de que haya terminado la investigacion. Después de 5 afios esta informacion sera destruida. Si
nosotros encontramos que usted tiene una enfermedad causada por el arsénico le pediremos permiso
para transmitir esta informacion a su doctor.

En ninguna publicacién acerca de este estudio aparecera el nombre de los sujetos de estudio. A
pesar de que se hara un gran esfuerzo para que esta investigacion sea privada, puede existir la ocasion
que por leyes federales o estatales se necesite desglosar el contenido de los archivos, incluyendo la
informacién personal. Esto es muy poco probable, pero en caso de que se necesite que esta
informacidn sea revelada, las instituciones participantes en este estudio haran todo lo posible para
proteger la privacidad de esta informacion personal. En algunos casos, para propoésitos de control de
calidad o seguridad, la informacién sobre éste estudio podria ser revisada por representantes de la
Universidad, o por investigadores que estan apoyando este estudio o por miembros de agencias
gubernamentales. Si usted tiene alguna preocupacion acerca de la privacidad, usted puede contactar a
cualquier miembro del equipo de investigacion quienes estan identificados en su carta de
consentimiento y en la primera pagina de este documento.

¢Buscaran los investigadores su aprobacidn para utilizar sus muestras en estudios
futuros?

Al firmar este documento de consentimiento, usted esta dando su autorizacion a los investigadores
para que se utilicen sus muestras como se menciona arriba. La investigacion actual y futuras estan
previstas por un Comite llamado Comité Institucional de Revision (CIR) el papel del CIR es proteger




los derechos y el bienestar de los participantes de la investigacién, en algunos casos el CIR puede
solicitar que usted sea contactado de nuevo y solicitarle su consentimiento para utilizar sus muestras
en un estudio de investigacion especifico. Usted tiene el derecho en ese tiempo futuro, de no
participar en cualquier estudio de investigacién para lo cual su consentimiento serd buscado. Si usted
decide no participar, no se afectara su atencion médica o resultar en pérdida de los beneficios a los
cuales usted tiene derecho.

¢ Recibira resultados de los estudios realizados en sus muestras en investigaciones
futuras?

La mayoria de las investigaciones en sus muestras no se espera que produzcan nueva informacién
que pueda ser importante para compartir con usted individualmente. En casos excepcionales, a usted
se le puede ofrecer la oportunidad de recibir la informacion acerca de los resultados de la
investigacion en el cual sus muestras fueron usadas (por ejemplo, hallazgos que puedan afectar su
cuidado médico).

¢Puede usted retirar sus muestras de éste estudio de investigacion?

Si usted decide que sus muestras ya no sean almacenadas, usted debe contactar a los
investigadores que aparecen en la primera pagina de este documento. Usted puede también
contactar al CIR (o IRB por sus siglas en inglés), Office of Human Research Ethics, en la
Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill, USA. Telefono: 001 (919) 966-3113 o al
correo electrénico IRB_subjects@unc.edu. Es mejor que haga su solicitud por escrito. Cualquier
analisis en proceso al tiempo de recibir su solicitud o al haber terminado el procesamiento de la
muestra previo a recibir su solicitud, el investigador continuara utilizando la muestra como parte
del estudio de investigacion. Una vez que los investigadores hayan sido notificados, sus muestras
serén destruidas. Si usted no hace tal solicitud, las muestras podran ser almacenadas por siempre.
Los investigadores pueden elegir destruir las muestras en cualquier momento.

;Que pasara si usted es lesionado durante esta investigacion?

Todas las investigaciones involucran una posibilidad de lesionarse. Esto puede incluir el riesgo de
una lesion personal. A pesar de todas las medidas de seguridad usted puede desarrollar una reaccion o
lesion al momento de recolectar su muestra. Si tales problemas se presentan, los investigadores le
ayudaran a conseguir atencion médica, pero cualquier costo por la atencion médica lo tienen que
pagar usted o su compafiia seguro. La Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill, no reservo
fondos para pagarle por cualquier reaccion o lesion que usted presente, o lo relacionado con la
atencion médica. Sin embargo, al firmar este documento usted no renuncia a ninguno de sus derechos
legales.

;Quién patrocina este estudio?

Esta investigacion esta patrocinada por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos. Esto significa que el equipo de investigacion para hacer este estudio sera pagado por esta
agencia. Ademas, los investigadores no tienen un interés financiero con la agencia o con los
resultados finales de este estudio.

;Qué hacer si usted tiene preguntas acerca de este estudio?

Usted tiene el derecho de preguntar cualquier duda acerca de esta investigacion y de que sus
preguntas sean contestadas. Si usted tiene preguntas, las tiene que discutir con los investigadores
nombrados en la primera pagina de este documento.




;Qué hacer si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en esta
investigacion?

Todos los estudios realizados en personas voluntarias son revisados por un comité que trabaja
para proteger sus derechos. Si usted tiene preguntas o preocupaciones que tengan que ver con sus
derechos y la investigacion puede contactar anonimamente a los siguientes Comités Institucionales
de Revision:

Dr. Edmundo Mesta Figueroa

Universidad Juarez Del Estado De Durango

Tel: +52 (871) 714-5122

E-mail: edmundo_mesta @compujed.zzn.com

Dr. Raul Mena Lopez

CINVESTAV, IPN,

Teléfono: +52 (555) 061 3800 (oficina 5130 Lab. 3362),
E-mail: rmena@fisio.cinvestav.mx

Institucional Review Board

Oficina de Revisién de Etica Humana
Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill
Teléfono: 001 1-919-966-3113

E-mail: IRB_subjects@unc.edu.

Acuerdo del Participante: NUmero de folio de la encuesta:

He leido toda la informacion dada anteriormente. He preguntado todas las preguntas que tengo
hasta este momento. Yo accedo voluntariamente a participar en este estudio de investigacion.

Firma del participante. Fecha

Nombre escrito del participante.

Firma de la persona que obtiene el permiso. Fecha

Nombre escrito de la persona que obtiene el permiso.


mailto:IRB_subjects@unc.edu

Anexo 2

Formato del cuestionario utilizado para
evaluar la exposicion



oo | | ]|
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LOCALIDAL? )Mo

2.2 JCUANTO TIEMPO TIENE VIVIENDO CONVeNir a mises 1
|EN ESTA LOCALIDADY? |

2.5 DONDE HA YIVIDO ANTERIORMENTE?

(Artar  dieecoiones donde ha vivide | ‘
anteriromente)

24 ;POR CUANTD TIEMPO VIVIO EN Convariin 3 meses

ESA (3) LOGALIDAD (ES)7

2.5 { HA SALIDO DE LA LOCALIDAD POR e

PERIDDOS MAYORES DE TRES MESES ) Mo

EM EL ULTIRG ARG

ESTADO AUSENTE DE LA LOCALIDAD? 2o (pase a la preg 2.8)

|

2.6 LENLOS ULTIROS TREINTA DIAS HA 1351 ————J
-

L

37 [CUANTOS DIAST {Anctar Nimero de Dias
2B JEN OUE TRABAIA? 1) Hogar 1
Z)Estudiante  ——sPaze a la preg. 2.10)
3) Cementara
4) Mineria
5y Agriculbura
&) Fundidoras
Ty Hidrosléchica
§ Oiros
28 (DESDE HACE CUANTO TIEMPO ’l:cm:nh‘amﬁﬁ
210 JOUE TIFG DE AEUA UTILIZA PARA 1) Ertubada
BEBER? 2} Pazo
[iLeer todas 133 OPCINES) 3) Wananital
4} Hidvante publico
o) Garraldn o ervasadd (Pase o lapreg 210 bis)
By OTRO
2.10 s, MENCIONE EL HOMERE O LA 1) Floresla
[RRCA DEL AGLUA EMVASADA O DE Z) Aduacatal
GARRAFON 3y La Gota
4 Arcoirs

|5} Ofros




|M:-|aren afas

234 pAQUE EDAD COMEMZC A TOMNMAR | I I
ESTAS BEBIDASTY
225 pCADA CUANDD TOMAD 1) Do

23 1 vz & la samana
) e P A A VRS POF SEMana
4] 1 ver cadn 15 dias

) Ocasionalmente
) Ciras
i!.?ﬁgMTﬂE?ﬁEﬂESET&H&ALM‘? LAnola & nilEnern de vasos I 1

AMTECEDE| TES ."_'.;'-."..:'- GIGDS
3.1 (HAPADECIDOD ALGUNA DE ESTAS
ENFERMEDADES?
(L 10082 IS opciones)

s Ko

1) Cancar o Tumor malgnd [ S e Mo pasar ala 3.4)
2) BI04

3} Diabetes

d) Cimosss

5) Hepattis

6) Insuficianci Renal

T) Froddemas de Circulacion

| 8] ArnputHCIOnS

§) Hiperiensidn

10} Tors Cronica

11) Obros,

3.2 LEN DOWDE TIENE EL CANCER?

1} Pt
2} Vs Ienanas
) Pulmdn

4) Mama

§) Corvicoulerng
i) Estomago

T) o,

3.3 LESTA RECIBIENDD RADIOTERAFLA

1158

O T IELN.E S -
34 ESTA TOMANDO ALGUN (05} E] | |
(MEDICAMENTO [S)7 2}No (pascalapreg 4.1) .

3.5 JCUAL (E5) ¥ PARA QUE 7

{AnGar ks NoMmBres)

p—
.

3.6 L CON QUE FRECUENCIA TOMA ESTOS
MEDICAMENTOSY
{Lesr 1Ddas |35 opoones)

1) 1 ver aldia

2] 2 wetes al gia

3) 3 veces al dia

4] 1 vez cada 15 dias
§) Orasionaimente
B} Fraciuemements
7| Oiros




4.1 L TIENE CON FRECUENCLA ALGUNAS 1) 51 2} No
DE EETAZ MOLESTIAST 1) Hausex:

[Lees I00as 135 opCiones) 2) Chacers abdominales

3) Dolox en la boca gl estdmags
|4} Diaerea

%) Dok da cabeza

Js:wmm

7) Pérdida de peso

8] Infecciin de Vias Urinanas

9] Caisanis

10) Pérdida de apetito

1) Tos

12) Flemas

13) Adormecimiznto o piguietes en exinemidades
14) Aliento 3 ajo

18) Hemormme] s

16) Aleracionas meniales

17) Lesianes en la plel

18) Oros

4.2 (HA PRESCNTADD MOLESTIAS 5  2)Ho (pase alapreg. 5.1)
AL ORIMARY 1) Dalar
{Leer lodas las opcknis) 2§ Ardor

.21 Sangre enta e

4.3 ¢CON QUE FRECUENCIA? 1) Clario
2) Ocarsionamente
3) Frecusntemente
4) Do

L ETRATA D il_li-;.".'l LAY -

5.1 g CUANTOS EMBARAZOS HA TEMIDO?

BN Ly

[Anotar 1ol 0e embarazos (Vivos, Musros ¥ aborss)

-ﬁ.llﬂzl?_lll-ll-ll.lsl - E lllllllll !l:ﬁn‘.i-_ﬁ--‘ -ﬁ‘? LL 2 ﬁ ww |||||||||||| s e
o ALGUNGE BE UGS ARSI ™ ™" /s o -
CON ALGLINA MALFORMACHINT 2)Ho (Pase alapeg 5.5)

A AL 6 DE ooNDEY oo -

ﬁ'ﬁﬁmﬁﬁﬂﬂma DE 503 HIWoS7 1;&'

CODIGD DEL ENCUESTADOR I I L

FECHA DE LA ENTREVISTA | | | | i | |
[, WES A
CITA PARA EXPLORACION FISICADE PIEL | | | | | | |




Anexo 3

Evaluacion clinica dermatologica



CENTROD DE INVESTIGACION Y DEL ESTUDIOS AVANZADOS, IPM

SECCION EXTERNA DE TOXICOLOGIA

Zinmeapdin, Hgo.
Consulta Méedica
Mombre del Médico: Fecha:
1. DATOS GEMERALES DEL PACIENTE:
Mamibre: Fodio:
Edad: afios  Ghneda: Page. Kg  Eslatua: i £
2. EXPLORACION DERMATOLOGICA
24 MAHIFESTACIONES DERMICAS
21,1, CABELLD i) NO(2)
2111 EIND
2112 RESECD
103 UEERADIFD
Z114 ALOPECIA
2 105 OTHC TE IMPOE TSNS 1

1.2 URAS  SIf1) NO[2)

1 HIPERPIGMENTAZION

S
21z
2122 UNEAS DE MEES
212

A OTROD CE IMFPORTAMCIA

3, UNAS AFECTADAS (Marcar on of asquema)

Vi)

4. FIEL Si(1) NO(z)

41 COLORDELAPIEL: Blonco [ | Moenn [ Moo [_Joie [_]
42 ASPECTO: Momoad [ |  Ecesmatosa [ | Seea [ Jreres 1



43 LESIONES Si{1] HO(2)

4.2.1. Eritrodarmia
4.3.2. Exfoliacidn
4.3.3. Hiperihidrosls palmoplantar
4.3.4. Hpopigmanacién
4.3.5. Hperpigmentaciin
4.3 6. Hypo-hyperpigmantacion (tpo confatti)
437, Hiperquérstosis palmar

4358 Hiperquerstosis plantar
4,39, Hiperquaratssis corparal
4,310, Cueimes cutlineos
4.3.11. Bowen

4312 Malansma

4.3.13. Carcinorna basocellar

2.3.14. Carcinoma de células escamosas.
4.3.15. Varruges vulgaris
4.2.16 Otros de impontantia

A4 LOCALIZACION [Anotar con la clave del tpo de lesidn en € sigulents esguemal
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