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Resumen

El plomo (Pb) es un elemento que existe en la corteza terrestre, no tiene ninguna
funcidn especifica en el organismo, es bioacumulable en huesos, neurotéxico e
inmunotéxico. Desde hace algunas décadas la intoxicacion crénica por plomo es
una de las mas importantes preocupaciones ambientales y de salud; actualmente
esta restringido su uso en la mayoria de los paises. Por esta razon se realizd un
estudio de biomonitoreo genotdxico en la poblacidén infantil del Horconcito,
Guerrero (ubicado 27 Km al poniente de la ciudad de Taxco Alarcén) en nifios de
edades 2 a 12 afios (n=50). Esta poblacion se encuentra ubicada en la zona de
recarga, sin ninguna actividad industrial en sus cercanias; sin embargo los niveles
elevados de Pb se encuentran de forma natural en la roca. En este trabajo se
evalud la induccion de dano al ADN de las células epiteliales de la mucosa bucal
mediante el ensayo cometa alcalino y la deteccion en orina de los niveles de 8-
hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-dG) por Ensayo de Inmuno-Adsorcion Ligado a
Enzimas (ELISA), en nifios expuestos a plomo (n=50) y a un grupo de referencia
(n=50) pertenecientes a la ciudad de Chilpancingo, Guerrero, asi como de un
grupo de referencia positivo de la Ciudad de México (n=30). El dafio al ADN se
evalu6 mediante tres parametros: la frecuencia de cometas, la longitud de la
cauda y el momento de la cauda. Los resultados mostraron que posiblemente el
dafo en el ADN de las células epiteliales de la mucosa bucal se debe al consumo
de agua con Pb, asi como el incremento de los niveles de 8-OH-dG en la orina,

lo cual representa en peligro potencial para la salud ya que puede dar como
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resultado diversos desérdenes permanentes o prolongados, a nivel neuroldgico,

asi como tener efectos sobre su sistema excretor, endocrino y hematoldgico.
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1. INTRODUCCION

El Pb es un elemento toxico no esencial, bioacumulable que afecta a todos los
organos y sistemas. Mas del 90% del Pb absorbido que ingresa a la sangre se une
a las células del globulo rojo, con un tiempo promedio de permanencia de un mes

(Lépez, 2000).

La contaminacién por plomo es acumulativa y cerca del 90% del plomo que

ingresa se deposita en los huesos (Chiba et al., 1996; Chen et al., 2001).

Se ha demostrado cientificamente que el Pb induce efectos genotdxicos en
poblaciones humanas expuestas, sobre todo en concentraciones que sobrepasan
los <10um/dL. Sus efectos adversos se deben a que se puede unir a un gran
numero de moléculas tales como aminoacidos, hemoglobina, enzimas, RNA, DNA
entre otras, alterando muchas vias metabdlicas (Armstrong et al., 2002; Jarup,

2003).

Los mecanismos de defensa en el organismo no lo descomponen en otra
sustancia tolerable, porque éste elemento, tiene dos electrones en el nivel 6s y
puede unirse en muchos de los mismos lugares que el Zn y el K (Bruce et al.,

2012).

Es un elemento relativamente abundante, se encuentra en el aire, agua, suelo.
Sus fuentes naturales son la erosion del suelo, el desgaste de los depdsitos de los
minerales y las emanaciones volcanicas. Su proporcion en la corteza terrestre se
aproxima 15 ppm (mg/Kg). Las aguas naturales contienen solamente trazas
(Saldivar et al., 1994).

15




Es un elemento importante debido a su amplio uso en una gran variedad de
procesos industriales; su resistencia a la corrosién atmosférica y a la accién de los
acidos, especialmente al sulfurico, hace que sea util en la edificacién, en las
instalaciones de fabricas de productos quimicos, en tuberias y envolturas de

cables (Bruce et al., 2012).

Actualmente la mayor fuente en la atmosfera es la proveniente de la gasolina que
estuvo adicionada con Pb, aunque su concentracion disminuye debido a que se

prohibio el uso desde 1997 (Caravanos et al., 2014).

Este elemento metalico puede ser un contaminante del agua, suelo y aire; y por
estas vias entrar en los alimentos. En el agua potable entra a través de la
corrosion de las tuberias, principalmente en aquellas en las que el agua
permanece estancada por largo tiempo. Es comun que ocurra cuando el agua es

ligeramente acida (Zota et al., 2011).

En México son escasos los estudios en poblaciones no urbanas que consumen
agua contaminada con metales pesados, por lo que es necesario realizar
investigaciones sobre posibles efectos, particularmente en poblaciones infantiles
expuestas ya que se estima que la absorcidén de este metal es cinco veces mayor
en lactantes y nifios pequefos debido al desarrollo cerebral incompleto y la mayor
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, sumado a un mayor flujo sanguineo
cerebral, facilitan la absorcién, distribucion y su depésito, afectando érganos y
tejidos, aumentando ante el déficit de Ca, P, Zn, Fe, acido ascorbico y proteinas.

(Chiodo et al., 2007)
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2. MARCO TEORICO

2.1 Historia del plomo

El Pb fue uno de los primeros metales que utilizo la humanidad para trabajar.
Existen evidencias de su uso en el este del Asia menor desde el afio 4 mil a.C. Lo
emplearon tanto los egipcios como los babilonios; los fenicios explotaron minas de
Pb en Espana desde el ano 2 mil a.C. Los romanos lo usaron para la fabricaciéon
de ductos y utensilios diversos y, especialmente para el almacenamiento de vino.
Durante la Edad Media fue muy usado para techar edificios publicos y catedrales.
Su uso amplio y prolongado es la causa de que la intoxicacion por Pb se conozca
desde hace 2 mil anos. En el afo 370 a.C. Hipdcrates relaciond por primera vez
los sintomas de un hombre que extraia metales, con la exposicién a Pb. Nicandro
200 a.C. asocio el colico, la constipacion, la palidez y algunas alteraciones
oculares con la exposicion a este metal y Plinio el viejo, en el siglo 1, asevero que
la intoxicacion por Pb se relacionaba con la construccion de embarcaciones

(Ludivina et al., 2014).

Para el siglo XV endulzaban el vino adicionandole sales de Pb, sin embargo su
uso se prohibido, aunque continuo practicandose, por lo que se siguieron
registrando enfermos con colicos saturninicos. En el siglo XVI, Paracelso describid
el cuadro clinico que denomino la enfermedad del minero. Fue hasta el siglo XIX
cuando Andral, Gavarret y Malassey describieron signos y sintomas importantes

de su intoxicacion. En 1892, Garrod detecto el incremento en la excrecion de
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protoporfirina en la orina en individuos expuestos cronicamente a este metal.

(Saldivar et al., 1994).

En 1897 fue descrita por primera vez la intoxicacion en nifios con pintura a base
de Pb en Brisbane, Australia en 1897. Se creia que, después de una intoxicacion
aguda, la recuperacion era completa; sin embargo, Byers y Lord refutaron esto en
1943, cuando encontraron problemas de retraso mental después de una
intoxicacion aguda. A raiz de la Segunda Guerra Mundial, el uso de sales
organicas de Pb aumento de manera considerable, ya que lo usaban como
antidetonante en la gasolina. Fue hasta 1970 con la fabricacion de automoviles
con convertidores cataliticos, que se dej6 de utilizar en los combustibles (Saldivar

et al., 1994).
2.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas
2.2.1 Propiedades fisicas

Es un metal de color blanco azulado, con tendencia al gris plateado, de alta
densidad (11.35 g cm?®) y punto de fusion bajo, cristaliza en octaedros; en estado
puro es blando y maleable, poco ductil y mal conductor de electricidad. Como
muchos metales en ambientes humedos se recubre de una capa de O6xido

(Saldivar et al., 1994).

A continuacion se presentan otras de sus propiedades fisicas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Algunas de las propiedades fisicas del Pb. (Saldivar et al. 1994)

Numero atémico: 82

Simbolo: Pb

Peso Atémico: 207,21

Abundancia de isotopos: 208: 52,3%, 206: 23,6%, 207: 22,6%
204:1,5%

Solubilidad: Poco soluble en agua.
Sistema cristalino: Regular

Punto de fusion: 326,9 °C.
Estados de oxidacién: +2 y +4
Punto de ebullicién: 1750 °C

2.2.2 Propiedades quimicas

Este elemento es relativamente resistente al ataque del acido sulfurico y del acido
clorhidrico, aunque se disuelve con lentitud en acido nitrico y ante la presencia de
bases nitrogenadas, es anfétero, ya que forma sales de Pb de los acidos, asi
como sales metalicas del acido plumbico. Tiene la capacidad de formar muchas

sales, 6xidos y compuestos organometalicos (Del Bosque, 2005).

Los compuestos mas utilizados en la industria son los 6xidos de Pb, el tetraetilo de
Pb y los silicatos de Pb, ademas forma aleaciones con otros metales, y en
general, se emplea de esta forma en la mayor parte de sus aplicaciones (Saldivar

et al., 1994)

Al 2%4PDb se le conoce como Pb primordial, y el 2°6Pb, 2°7Pb y 298pPb se forman por la
desintegracion radioactiva de dos isétopos del uranio (?3°U y 238U) y un isétopo del
torio (?32Th). El 2'°Pb es radioactivo y un precursor del 2'°Po en la serie de

decaimiento del 28U (Del Bosque, 2005).
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En contacto con agua de lluvia y de CO2 del aire, el Pb se altera cubriéndose de
una capa de carbonato hidratado, esta sal se disuelve transfiriéndole propiedades
toxicas (por esta razén no debe usarse para consumo humano); el
hidrocarbonato, se vuelve a descomponer en CO2 e hidréxido de Pb y asi la
reaccion prosigue indefinidamente. Las soluciones de sales de Pb en reaccién con
el Zn, lo desplaza y forma sulfato de plomo II, esto sucede porque el Pb tiene una

disolucién de tension menor que el Zn (Saldivar et al., 1994).

2.3 Fuentes del Pb

2.3.1 Fuentes ambientales

Se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre, aproximadamente 2
x 10 - %, en mayor cantidad en los estratos profundos, y en menor proporcion, en
la superficie. ElI mineral principal del Pb es la galena, del que se concentra y luego
refina el Pb metalico, este mineral es muy toxico tanto por el anion (S) como por el
cation. Es un constituyente natural del suelo y del polvo. Sus concentraciones
normales en el suelo no contaminado esta entre 10-50 mg/kg (ppm), aunque las
actividades antropogénicas pueden aumentar estos niveles de 10-200 veces
(Cuadro 2). EI Pb atmosférico, sobre todo en las zonas urbanas, puede provenir
de fuentes moviles o estacionarias aunque, como resultado de la reduccion en la

gasolina, los niveles han disminuido (ATSDR, 2007).
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Cuadro 2. Concentraciones tipicas de Pb en ambientes urbanos (Patrick, 2006).

Medio Concentraciones tipicas de Pb
Aire 0.5-2 pg/m?3

Aire(zonas de mucho transito) | 5-10 pg/m3

Agua <1-20 pg/L

Alimentos 0.1-0.5 ug/g

Suelo superficial
Polvo en las calles
Polvo en las casas

<100- >10 00 pg/g
206-20 000 ug/g
18-11 000 pg/g

Pinturas <1->5 ug/m?3

En las aguas naturales generalmente solo hay trazas de este metal. La mayor
fuente son las tuberias (Archbold, 2014). En el agua estancada por corto tiempo

en una tuberia de Cu-Pb puede llegar a tener hasta 100 pg/L (EPA, 2006).

Por si mismo el Pb metalico no representa un problema ambiental, este comienza
cuando se disuelve en el agua sobre todo si es acida, y pasa de forma idnica; en
contraste, el agua dura contiene cationes carbonato (CO3 % ) que, junto con el
oxigeno, forman una capa soluble de PbCOs en la superficie, la cual evita que el

metal se disuelva cuando esta pasa a través de la tuberia (Patrick, 2006).

Los alimentos son otra fuente importante, los cultivos, particularmente de
tubérculos y raices comestibles, como papa, rabanos, camote y zanahorias,
pueden contener cantidades importantes. La mayor parte de la contaminacién de
alimentos enlatados de caracter acido se contaminan si estas se sellan con
soldadura de Pb pues los productos disuelven dicha soldadura (Rubio et al.,

2004).
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Otras fuentes pueden ser los cosméticos y los tintes de cabello cuando tienen
acetato de Pb. Las pinturas que se usan para etiquetar las bolsas de plastico,

también pueden contener Pb (EPA, 2006).

2.3.2 Fuentes ocupacionales

Ademas de contribuir en general a la contaminacién ambiental, las fuentes
ocupacionales de contaminacién con Pb afectan la salud de los trabajadores. Las
principales son la mineria y la fundicion, ya que durante el calentamiento del
metal, se desprenden particulas de tamafo respirable (<5 um) que pueden llegar a

muy altas concentraciones (200-300 ug/m?3) en el aire. (Cervantes et al., 1999)

Otras fuentes son las industrias o artesanias que utilizan Pb como materia prima;
por ejemplo, el vidriado en la alfareria, las fabricas de acumuladores, los pequeinos
talleres en que se reutilizan las coberturas de cables, imprentas, fabricas de
pinturas y pigmentos, donde se fabrican productos de acero y tuberias, entre

otros (Kasperczyk et al., 2004).

2.3.3 Biodisponibilidad

Es biodisponible en todas sus formas quimicas. El Pb metalico puede pasar a su
forma ionica al ingerirse, debido al contacto con el acido gastrico. Los compuestos
organicos, como el tetraetilo de Pb, se absorben a través de la piel aunque se

tiene poco conocimiento sobre esta via (ATDSR, 2005).
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2.4 Toxicocinética

2.4 .1 Absorcioén.

Hay tres principales vias de entrada; gastrointestinal, respiratoria y cutanea. La
mas importante es la gastrointestinal. La absorcion por esta via, no solo depende
de la biodisponibilidad del compuesto, sino de otros factores como el vaciado
gastrico, la motilidad gastrointestinal, el pH gastrico, la interaccion del compuesto
con otros componentes del tracto gastrointestinal, factores dietéticos, y en general,

el ambiente quimico del lumen gastrointestinal (EPA, 2006).

Por via inhalatoria, se deposita en el tracto respiratorio, la tasa de inhalacién
depende del tamafo de la particula, la solubilidad del compuesto, la tasa de
ventilacién, la presencia de alguna patologia, asi como el daio a la mucosa y a
los alveolos por el habito de fumar facilita su paso hacia la sangre, con una
proporcion entre 16 y 40 ug/diarios para un adulto y de 8 a 20 ug/diario para nifos.
Se calcula que una concentracion de 1/ug/mg/m3 de Pb en el aire inhalado esta

asociada con una concentracion en sangre 1 a 2 uyg/100 mL (ATDSR, 2005).

La absorcion por la piel solo tiene importancia en el contacto con compuestos
organicos, aunque existe poca informacion en relaciéon con esta via de ingreso

(Larese et al., 2006)

2.4.2 Distribucion

Depende esencialmente de la tasa de liberacion sanguinea al resto de los 6rganos

y tejidos, se distribuye de manera dispersa entre los diferentes compartimientos.
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Este metal se transporta por la sangre y se distribuye uniformemente en todos los

tejidos y 6érganos (Amarasiriwardena, 2011).

La transferencia placentaria de Pb en humanos se demuestra por su presencia en
sangre de cordon umbilical. Los mecanismos de transporte a la placenta no estan
bien definidos, aunque pruebas de que el transporte del metal ocurre por difusién

simple de la circulacion materna a la fetal (Polanska et al., 2014).

2.4.3 Deposito.

Principalmente se deposita en los huesos, ya que aproximadamente el 90% de la
concentracion corporal total se encuentra en este tejido. Otros tejidos lo
concentran en menor proporcion; por ejemplo, se ha encontrado que las
concentraciones en higado son 1 mg/Kg, en tanto que en la corteza y la médula
renal son 0.8 mg/Kg y 0.5 mg/Kg, respectivamente. En la sangre, se encuentra
principalmente en los eritrocitos donde su concentracion es aproximadamente 16

veces mas alta que en el plasma (Gurer et al., 2004).

En los adultos el 94% aproximado de la carga total se deposita en el esqueleto,
y en los nifos, solo el 73 % (Murata et al., 2008). Este almacén en adultos puede
servir para mantener los niveles sanguineos de Pb elevados (<10upg/dL) mucho
después de que ha cesado la exposicion. Las mayores concentraciones en tejidos
blandos obtenidos de autopsias se han detectado en rifion, bazo y pulmdn

(ATSDR, 2007).

24




2.4.4 Eliminacion

Alrededor del 90% del plomo que fue ingerido y que no se absorbio se elimina en
las heces (Fig. 1). Del total absorbido, el 76% aproximadamente se excreta por la
orina, el resto se elimina a través del cabello o sudor. Las secreciones
pancreaticas y biliares contribuyen a la excrecion fecal. EI Pb también se elimina

en la leche materna en concentraciones de hasta 12 mg/L (ATSDR, 2005).
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Figura 1. Toxicocinética del plomo (Modificado de Ramirez, 2005). Se muestran

las vias de absorcion, distribucion, depdsito y eliminacion del Pb.
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2.4.5 Interacciones del plomo con otros elementos

La Toxicocinética del Pb puede ser afectada por su interaccion con elementos
esenciales y con nutrientes. En nifios de 1-6 afos, el contenido de Pb en sangre
se correlaciono indirectamente con la ingesta de Ca. En nifos con
concentraciones de 60 ug/dL de Pb en sangre, la absorcién de Ca y vitamina D fue

menor (WHO, 2010).

También se ha postulado que el Cu, Fe y Zn afectan la absorcién de Pb (Cosins et
al., 2000). El Zn parece ser un elemento importante en el sistema de la deshidrata
de acido - aminolevulinico y por tanto, puede tener un papel protector en la
intoxicaciéon por este metal, revirtiendo los efectos de la inhibicion de la
deshidratasa. La ingesta de Fe, fibra y tiamina se ha correlacionado inversamente
con los niveles de concentracién de Pb sanguineo en trabajadores de la industria

del acero (ATSDR, 2005).

In vitro se ha demostrado que el Zn y el Cd son antagonistas de los efectos
inhibitorios de Pb. En individuos que han muerto a causa de problemas cardiacos,
se ha encontrado que el Cd y Pb tienen efecto aditivo para este tipo de problemas

(Wasowicz et al., 2001).

2.5 Efectos toxicos del Pb

2.5.1. En el cuerpo humano

El plomo puede causar varios efectos no deseados como:
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a) Perturbacion de la biosintesis de hemoglobina y anemia.

b) Incremento de la presion sanguinea.

c) Dafio a cerebro, rifones y sistema sanguineo.

d) Abortos espontaneos.

e) Disminucion de la fertilidad en hombres a través de alteraciones en los
espermatozoides (Rafael et al., 2003).

f) Reduccion de las habilidades de aprendizaje y memoria en los nifios, asi
como cambios en el comportamiento, como agresion, hiperactividad,
ansiedad e hipersensibilidad (Baghurst et al., 1992).

h) Alteraciones en el equilibrio y percepcion.

i) Formacion de depdsitos plumbicos en las encias de color gris claro azulado

llamada "la linea del plomo" o "la linea de Burton".

k) El Pb puede entrar en el feto a través de la placenta y causar alteraciones

graves en el sistema nervioso (Polanska, 2014).

2.5.1.1 Efectos neurologicos

Generalmente se acepta que la encefalopatia se presenta en adultos a niveles de
concentracion de 100 a 200 pg/dL y en nifios a niveles de 80 pg/dL. Esta
condicion pude ocasionar la muerte o la pérdida permanente del conocimiento,
principalmente en nifos, lo que representa un incremento en la incidencia de

desajuste psicoldgico y neuroldgico (HHS, 2012).
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2.5.1.2 Efectos hematoldgicos

En el sistema hematopoyético, el Pb tiene una accién toxica sobre los eritrocitos y
la sintesis de hemoglobina; esto causa anemia hipocromica y reduce la
produccion de eritrocitos y su vida media; esto ultimo se debe al incremento en la
fragilidad de la membrana eritrocitaria y a su ruptura, asi como a la accion toxica

del metal sobre los precursores del eritrocito en la medula 6sea (Ahamed, 2007).

Las principales reacciones que el Pb inhibe en la sintesis del hemo son:

a) La transferencia del acido 6- aminolevulinico (& ALA) en porfobilindgeno,
que es catalizada por la deshidratasa del acido ©&- aminolevulinico (&
ALAD).

b) La insercion de Fe en la protoporfirina, que es catalizada por las
ferroquelasa.

c) La inhibicion de las sintetasa del & ALA y la coproginasas, y la deshidratasa
del & ALA, lo que causa la acumulacién en la sangre de & ALA y
coproporfirina, que se eliminaran por orina.

d) Bloqueo mitocondrico que ocurre a través de dos mecanismos: la inhibicion
del transporte del Fe a través de la membrana y la accién directa sobre la
ferroquelatasa (Ahamed, 2007).

2.5.1.2 Efectos cardiovasculares

La evidencia ocupacional, clinica y de estudios en poblaciones sugiere que el
plomo afecta el sistema cardiovascular. A niveles sanguineos altos (40-100 ug/dL)

produce lesiones cardiacas y anormalidades en el electro-cardiograma. En adultos
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existen pruebas de que el incremento de Pb en sangre produce ligero aumento de

la presion arterial (De Flora et al., 1989).

2.5.1.3 Efectos Renales

En los trabajadores, la exposicion al Pb se asocia a nefropatia, en niveles de
concentracion en sangre estén entre 40-100 pg/dL. Entre las caracteristicas de
esta nefropatia estan: la inclusion de cuerpos nucleares, cambios mitocondriales y
citomegalia de las células epiteliales del tubo proximal, asi como disfuncion de los
tubulos proximales (Anemia de Fanconi) que se manifiesta por aminoaciduria,
glucosuria, fosfaturia con hipofosfatemia e incremento de sodio con decremento

en la excrecion del acido urico (Palus et al., 2003).

2.5.1.4 Carcinogénesis

No existe suficiente evidencia de la carcinogenicidad del Pb en humanos, sin
embargo la IARC lo ubicé en 1989 en el grupo 2B, como posible carcindgeno para

la humanidad (IARC, 2006).

2.5.1.5 Teratogénesis

En la actualidad no se tiene una conclusién definitiva sobre la asociacion entre la
exposicidon prenatal a Pb y la induccién de malformacién congénita en humanos.
En ratas y ratones expuestos a Pb no hay evidencia de teratogenicidad, sin
embargo, en algunos estudios en los que se administraron sales de Pb por via
intraperitonial, como acetato, nitrato y cloruro, se observé que causa productos de

bajo peso (Jabeen, 2010).
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2.5.1.6 Efectos sobre la reproduccion

A concentraciones altas (40-100 pg/dL), el Pb tiene efectos adversos en la
reproducciéon humana a niveles continuos en sangre de 40-50 pg/dL afecta a los
espermatozoides en los hombres ya que disminuye el numero (densidad) de

estos (EPA, 2006).

2.5.1.7 Poblaciones de alto riesgo.

Conforme a la EPA, por exposicion a este metal, las poblaciones de alto riesgo
son los lactantes, preescolares, fetos, mujeres y embarazadas y en estado de
lactancia, poblaciones que viven cerca de industrias en las que se utiliza plomo,
personas con enfermedades neurolégicas o deficiencias nutricionales,

principalmente de Ca, Fe, P y proteina, alcohdlicos y fumadores (EPA, 2006).

2.5.2 Efectos en el ambiente

2.5.2.1 En el medio abidtico

Las sales de Pb se liberan al ambiente a través de los tubos de escape de los
coches, camiones, motos, aviones, barcos y aerodeslizadores y casi todos los
tipos de vehiculos motorizados que utilicen derivados del petroleo como
combustible, siendo las particulas de mayor tamafo las que quedaran retenidas
en el suelo y en las aguas superficiales, una vez que el plomo ha llegado al suelo
permanece indefinidamente y solo una pequena parte es transportada por la lluvia

(Patrick, 2006).
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Se debe considerar al suelo como uno de los principales depdsitos de este
contaminante provocando su acumulacién en los animales con la posibilidad de
llegar hasta a la poblacién humana a través de la cadena alimentaria (Tiradon,

2005).

En el suelo las concentraciones de este elemento varian de 2 a 200 pg/g peso
seco mientras que en suelos urbanos, la concentracion llega a ser
extremadamente elevada. En las calles urbanas, de carreteras, industrias o de
fundidoras llega a concentrarse de 1 600-2 400 ug/g. La concentracion en suelo
depende de la cantidad de Pb emitido, del tipo de vegetacion, de las condiciones
atmosféricas, del viento, la lluvia, asi como de otros factores como la distancia a

la fuente de contaminacion y la profundidad del suelo (Allen-Gil, 1997).

Otro efecto significativo del Pb en las aguas superficiales, es que provoca
perturbaciones en el fitoplancton, que es una fuente importante de produccién de
oxigeno en los océanos y de alimento para algunos organismos acuaticos (Rubio

et al., 2004).

2.5.2.1 Efectos en el medio bidtico.

Diversos estudios han mostrado que el Pb produce diversos efectos téxicos en los
organismos. En concentraciones de 0.1 a 0.5 mg/mL, retarda la degradacién de la
materia organica. Las plantas que crecen en suelos contaminados por el Pb

tienden a concentrarlo sobre todo en su sistema radicular (Diaz, 2006).

Algunos animales, como las lombrices tienden a acumular Pb y pueden ser una de
las rutas por las que este elemento entra a las cadenas alimentarias. La
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acumulacién en los animales como en mamiferos puede causar graves efectos en
su salud por envenenamiento, e incluso la muerte por paro cardio-respiratorio.

(Jarup, 2003).

2.6 Biomarcadores de genotoxicidad.

Los biomarcadores son variables que indican un determinado momento en el
proceso conducente a una enfermedad. Tienen especial interés en la evaluacién
de enfermedades progresivas donde los sintomas se manifiestan tras un largo
periodo de exposicion a agentes genotdxicos. En general los biomarcadores se
clasifican en tres grupos: de exposicion, efecto o susceptibilidad (Cook et al.,

2008).

Los biomarcadores de efecto, miden las acciones biolégicas tempranas, es decir,
alteraciones moleculares, celulares y bioquimicas que se presentan antes de que
exista o se manifiesten las alteraciones clinicas, los cuales pueden ser por dafio
oxidante y capacidad antioxidante, y alteraciones genéticas. Existen diferentes
tipos de técnicas utilizadas como biomarcadores de efecto temprano en
poblaciones humanas tales como los intercambio de cromatidas hermanas (ICH),
micronucleos, aberraciones cromosémicas, microRNAs, microarreglos, aductos de

ADN entre otras (Autrup et al., 1999).

Los biomarcadores de exposicion permiten la medida de la dosis interna mediante
el analisis quimico del compuesto téxico o un metabolito del mismo en fluidos

corporales; los biomarcadores de susceptibilidad sirven como indicadores de la
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respuesta individual frente a la agresion de un téxico o grupo de toxicos (Gil,

2001).

En los ultimos afos estas técnicas han tomado gran relevancia, como
consecuencia del gran numero de agentes que alteran el material genético, que
directamente o indirectamente pueden afectar a las poblaciones humanas en

sitios contaminados.
2.6.1 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OH-dG)

Dentro de los biomarcadores de estrés oxidante por metales pesados, la 8-OH-dG
(Fig. 2), es el mejor biomarcador molecular de dafio oxidante al ADN, esta base
oxidada, es un marcador de prediccion temprana de desarrollo de diversas

enfermedades (Bogdanov et al., 1999).

La 8-OH-dG, representa el 5 % del total de bases oxidadas del ADN se genera por
accion del radical eOH sobre la base guanina (Fan et al., 2012). Es un

premutageno, que causa transversiones de G- a—T (Cheng et al., 1992).

O

H
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O |
HO O:<N . /)\NHz
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Figura 2. Estructura quimica de 8-OH-dG (Valavadini, 2011).
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El incremento en los niveles de la 8-OH-dG estan asociados al desarrollo diversas
enfermedades, tumores y cancer (Cook et al., 2000; 2008). Existen diversos
métodos para cuantificar, identificar y detectar 8-OH-dG en ADN, en muestras de
orina y suero sanguineo producidos por contaminantes ambientales, los mas
usados son los métodos cromatograficos (HPLC-EM) y los inmunoensayos
basados con anticuerpos mono y policlonales como inmunohistoquimica y ELISA

(Santella, 1999; Shimoi et al., 2002; Breton et al., 2003).

Actualmente este ensayo tiene grandes ventajas como: tener gran sensibilidad,
exactitud y poca variacion en los analisis, a diferencia de los métodos
cromatograficos; los inmunoensayos son mas rapidos, menos caros, faciles de
llevar cabo, el analisis es con mayor numero de muestras, no requieren de
equipos muy sofisticados ni el uso de radioisétopos (Shimoi et al 2002; ChiOu et

al., 2003; Rodriguez Romero et al. 2012).

Recientemente, se ha obtenido buen consenso y correlacion entre los valores del
8-OH-dG en la orina detectado por ELISA. La evaluacion de los niveles en orina
tanto in vivo como in vitro de este ensayo ha sido validado, aceptado y
comparado su sensibilidad con los métodos cromatograficos, ademas los valores
basales son muy similares con los obtenidos en diferentes laboratorios (Evans et

al., 1999, Chiou et al .2003; Breton et al., 2003).

2.6.2 Ensayo cometa alcalino.

El ensayo cometa alcalino es un método que permite evaluar a las células de

manera individual para evidenciar rompimientos de una o doble cadena del ADN,
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es la prueba mas utilizada tanto in vivo como in vitro debido a la sensibilidad,
reproducibilidad, rapidez con la que se realiza con cualquier tipo celular y por

requerir poca cantidad de células interfasicas (Cofifio, 2007).

Los resultados de la electroforesis unicelular alcalina permite identificar dafo
directo sobre el ADN, que es visible y medible bajo un microscopio de
fluorescencia, se basa en que ADN fragmentado adquiere una carga neta que le
permite migrar hacia el anodo de un campo eléctrico y dependiendo del tamafio de
los fragmentos, sus velocidades seran diferentes, de esta manera se puede
observar la fragmentacion del ADN con la forma de un cometa, donde la cabeza
es el nucleo y la cola el ADN fragmentado (Figuras 3 y 4). La longitud y la
intensidad de la cola dependen del numero de lesiones que se han producido por

agentes genotoxicos (Kassie et al., 2000).

Asimismo, esta técnica ha sido utilizada con gran éxito para detectar efectos
genotoxicos de metales pesados sobre la biota por lo que es usado en
biomonitoreo ambiental. En relacion al ensayo cometa solamente un numero
limitado de estudios lo han empleado para evaluar el efecto de metales pesados
en poblaciones expuestas. Se utilizan células de descamacion del epitelio bucal
por ser una forma no invasiva e indolora para la toma de muestras (Singh et al.,

2005).
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Figura 3. Nucleo con moderado dafio al ADN o con poca fragmentacion del ADN
de la célula epitelial de la mucosa bucal (Calderon, 2014). Imagen vista en el
microscopio en la cual se evidencia fragmentacion moderada en el DNA en célula
epitelial de la mucosa bucal, el nucleo esta representado con fluorescencia color
verde, el arrastre provocado por electroforesis genera una figura similar a un

cometa (color rojo) debido a la fragmentacién del DNA.

Figura 4.. Nucleo con severo dafo al ADN o con gran fragmentacion del ADN en
la célula epitelial de la mucosa bucal. (Calderon, 2014). Imagen vista en el
microscopio en la cual se evidencia severa fragmentacion en el DNA en una
célula epitelial de la mucosa bucal, el nucleo esta representado con fluorescencia
color verde, el arrastre provocado por electroforesis genera una figura similar a un

cometa (color rojo) debido a la fragmentacién del DNA.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios cientificos demuestran que concentraciones bajas (<10ug/dL) de Pb en
el organismo pueden causar dafio en diversos tejidos biologicos tales como
nervioso, sanguineo, 0seo, asi como provocar inteligencia reducida, déficit de
aprendizaje y dificultad para concentrarse; también se ha reportado que la
exposicion durante la nifiez puede alterar la secrecion de la hormona del
crecimiento, impidiendo el desarrollo e incrementando la tendencia a la obesidad.
En raros casos, nifios con altas concentraciones en sangre (150 pg/dL) pueden
morir de encefalopatia o dafio masivo del cerebro. En la comunidad del
Horconcito, Guerrero la poblacién se encuentra expuesta a Pb por consumo de
agua. En México son escasos los estudios genotdxicos en poblaciones no urbanas
que consumen agua contaminada con Pb, siendo los nifios mas susceptibles ya
que se estima que la absorcion de este metal es cinco veces mayor en lactantes y
nifos pequenos, y aumenta ante el déficit de Ca, P, Zn, Fe, acido ascérbico y

proteinas

Por las razones expuestas es necesario hacer estudios sobre posibles efectos en
poblaciones infantiles expuestas, sobre todo en zonas no urbanas. Ya que la
ausencia de informacién con respecto al efecto de la ingesta de plomo limita el
desarrollo de estrategias que puedan dar solucion al problema. Realizar estudios
genotdxicos en poblaciones representa el primer paso para el desarrollo de una

estrategia integral que proteja a las poblaciones.

37




4. HIPOTESIS

La poblacion del Horconcito, Guerrero esta expuesta a la ingesta de plomo por
contaminacion del agua; se conocen los efectos toxicos del plomo en las células y
tejidos, siendo los nifios mas susceptibles, por lo anterior se evidenciaran lesiones
en el ADN en células de la mucosa bucal; asi como aumento en los niveles de 8-
OH-dG en muestras de orina en nifios expuestos a este metal, en comparaciéon

con un grupo control.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto genotoxico en células del epitelio bucal y los niveles de 8-OH-dG
en muestras de orina en la poblacién infantil expuesta a plomo por el consumo de

agua en el Horconcito, Guerrero.

Objetivos particulares:

e Estimar el dafio en el ADN en células del epitelio bucal en las poblaciones
infantiles del Horconcito Guerrero, Ciudad de Chilpancingo asi como de la
Ciudad de México, mediante la técnica de Ensayo Cometa Alcalino
cuantificando tres parametros: frecuencia de cometas, la longitud de la
cauda y el momento de la cauda.

e Determinar los niveles de 8-OH-dG en muestras de orina de las
poblaciones infantiles del Horconcito Guerrero y de la Ciudad de

Chilpancingo.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Zona de estudio.

Horconcito se encuentra en la parte de noreste del estado de Guerrero; se
localiza entre las coordenadas geograficas 18° 32.5°, -18° 35, de latitud Norte y
99° 42.5°, -99° 45, de longitud oeste, en una porcién de 8 Km?2. La distancia entre
la cabecera municipal de Taxco de Alarcon y el poblado del Horconcito es de 27
km (Fig 6). Las altitudes del area de estudio varia entre 1, 300-2, 540 msnm y la
maxima elevacion corresponde al cerro Tepatule, sin ninguna actividad industrial
en sus cercanias; sin embargo los niveles elevados de plomo se encuentran de
forma natural en la roca. Se realiz6 un estudio de biomonitoreo genotdxico en

nifios de edades 2-12 anos (Gama et al., 2010).

Figura 5. Ubicacién del Horconcito, Guerrero.

6.2 Seleccién de la poblacion infantil

El Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México, aprobo los procedimientos de esta investigacion genética y

se consideraron los criterios de la Declaracion de Helsinki (2008). Antes de iniciar
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este estudio se obtuvieron cartas de consentimiento informado de los padres de
todos los nifios participantes del Horconcito (grupo expuesto), de Chilpancingo
(grupo de referencia) y de la Ciudad de México (grupo de referencia positivo). Los
padres de todos los nifos incluidos, contestaron un cuestionario para obtener
informacion sobre la historia clinica de enfermedades, examenes médicos,
habitos, tratamientos médicos y dentales, tipo de dieta, exposicion a rayos X, y
afos de vivir en las zonas de estudio. Se excluyeron de este estudio a los nifios
con enfermedades cardiovasculares, respiratorias y que estuvieron usando algun
tipo de medicamento. Los grupos infantiles del Horconcito y de Chilpancingo
fueron de 50 nifios, el grupo infantil de la Ciudad de México fue de 30 nifios; los

cuales se agruparon en rangos de edades de 2-4; 5-7; 8-10; y de 11-12 afios.

6.3 Ensayo cometa alcalino

Se realizé el ensayo cometa alcalino de acuerdo a los métodos de Singh et al.
(1988) y Calderdn Segura et al (2007). Las muestras de la mucosa bucal de cada
nino se obtuvieron con una cucharita estéril se transfiri® a un microtubo estéril
con suero fisiolégico; se mezclaron y se le agregaron 90 yL de agarosa de bajo
punto de fusién (0.5 % LMPA, Gibco) a 37 ©C, posteriormente, se colocaran 100
ML de la mezcla en portaobjetos esmerilados con una monocapa de agarosa
normal (NMA 1% Gibco); se elaboraron dos laminillas por muestra. Posteriormente
los portaobjetos con las células se colocaron en solucién de lisis final recién
preparada (2.5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Trizma-base pH 10),
aforada a 100 ml con Tritéon 1% X-100 y DMSO 10% en vasos couplin a 4°C por 1

h. Posteriormente, los geles se colocaron en la camara de electroforesis

41




(Thermoscientific) con amortiguador de electroforesis alcalino frio [NaOH (300
mM) + 1 mM de EDTA] a pH 13.0 (para desenrollar el ADN) a temperatura
ambiente por 20 min en obscuridad, la electroforesis se realizé a 300 mA y 25
Volts durante 20 min. A continuacién los geles se lavaron 3 veces con
amortiguador neutralizante Tris (0.4 M pH 7.5) por 5 min. Después de la
neutralizacion para fijar los geles, se dejaron en metanol absoluto frio por 10 min,
finalizado este tiempo, las laminillas se dejaron secar por completo y se

mantuvieron en cajas para su observacion.

Para estimar el efecto genotoxico en las células del epitelio bucal de las
poblaciones infantiles del grupo expuesto, de referencia y referencia positivo se le
agregaron 50 yL de Gel Red (10 %) y se cuantificaran los siguientes parametros
indicadores del dafio al ADN: a) la frecuencia de cometas, b) la longitud de la
cauda (migracién del ADN, um), y c) el momento de la cauda del cometa. La
evaluacion se hizo en 100 nucleos consecutivos (50 nucleos por laminilla) usando
el programa Comet IV integrado en el microscopio de fluorescencia Carl Zeiss
modelo Axiostar Plus H-BO-100, a 40X con filtros de excitacion de 515-560 nm y

de barrera de 590 nm (Speit et al., 2005).

6.4 Evaluacion de los niveles de 8-OH-dG en la orina por ELISA

Se obtuvieron muestras de la primera orina de la manana de los nifios del grupo
expuesto (n=50), el grupo de referencia(n=50) en contenedores estériles, se
almaceno a -20 °C para analizar 8-OH-dG por ELISA. Se usé 100 ul de orina de

cada nifio y el Kit 8-OH-dG-orina (ENZO, Life Sciences Assay, USA) para ELISA,
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siguiendo los pasos del protocolo indicado por los fabricantes. Paralelamente se
realizd la curva estandar de 8-OH-dG. La placa se ley6 a una longitud de onda de
450 nm en un lector de ELISA (ELx800 BioTec), usando el programa Gen 5
ELISA. Los resultados se expresaron en ug/ug de creatinina y con un limite

deteccion de 0.59 ng/ml (Rodriguez-Romero et al., 2012).

6.5 Analisis estadisticos

Los resultados de la frecuencia de cometas, de la longitud de la cauda y del
momento de la cauda, asi como de 8-OH-dG en la orina se reportan como media
* error estandar (X £ E.E). Se realizd6 ANOVA y t-Student para determinar las
diferencias entre las poblaciones infantiles (grupos expuestos y no expuestos al
Pb). Para la frecuencia de cometas se utilizé una chi cuadrada para saber si existe
relacion entre el sexo y la edad de las poblaciones infantiles respecto a los
parametros de dafio ADN y MANOVA para encontrar diferencias significativas
entre las poblaciones expuestas y los parametros analizados, el nivel de
significancia fue de a= 0.05. Los analisis estadisticos se efectuaron en el

programa Prisma VI.
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7. RESULTADOS

Se analizaron en total 260 muestras del epitelio de la mucosa oral y 200 de orina
ya que se realizaron por duplicado; las cuales corresponden al grupo de nifios del
poblado del Horconcito, Guerrero (n=50), de la Ciudad de México (n=30) y de la

Ciudad de Chilpancingo (n=50).

7.1 Genotoxicidad en epitelio de la mucosa bucal

Los resultados del analisis genotdxico en epitelio de la mucosa bucal de los nifos
del Horconcito se muestran en la tabla 1. Se encontré incremento significativo en
la frecuencia de cometas 25.0 £ 10.07 en la longitud 52.63 + 2.28 y en el
momento de la cauda 7. 77 £ 4.22 en comparacion con los valores de la poblacién
del sitio de referencia (Chilpancingo) 8.0 £ 1.52 en la frecuencia de cometas, 14.44
1+ 1.0 en la longitud, y 21.09% 2.21 en el momento de la cauda (p<0.05) (Figuras 5-
8) y de la poblacion de referencia positivo (CdMx) 15.14 + 2.082 en la frecuencia
de cometas, 32.520 + 1.694 en la longitud de la cauda y 3.710 + 0.4353 para el

momento de la cauda(Grafica 1, 2y 3).
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Tabla 1. Genotdxicidad en células epiteliales de la mucosa bucal de la poblacion

infantil del Horconcito, Chilpancingo Guerrero y de la Ciudad de México. (*P< 0.05,

**P< 0.01 t-student. H= Horconcito y C= Chilpancingo).

Rangos de Poblacion Frecuencia Longitud Momento de la
edades Infantil cometas de la cauda cauda
(aios) Media = DS Media = DS Media = DS

Horconcito 50 25.0+10.07*  52.63 £ 2.28%* 7. 77 £ 4.22%*
Chilpancingo 50 8.0+1.52 14.44 +1.02 1.09+2.21

Ciudad de Mex. 30 15.14 £2.082 32.52 +1.694 3.71£0.4353

2-4 H 6 16.0 +£23.40* 16.32 +1.22* 6.44 £ 1.02%*
C 6 50+1.44 19.56 £ 1.78 091+23

5-7 H 14 52.0+ 1.31*%*  51.41 +£4.08** 4.94 +2.64*%*
C 14 6.0+1.38 18.99 + 1.88 1.58 £2.77

8-10 H 12 40.0 £2.23** 45.99+1.20 7.77 £ 3.88%*
C 12 6.0+ 1.66 19.33 £2.33 1.16 £2.65

11-12 H 12 42.0+2.1%* 55.44+£3.10 7.25 £ 4.55%%*
C 12 8.0+ 1.66 16.89 +£1.23 1.86 +2.65

En la comparacién de dafio genético por rangos de edad se observé que los nifos
del Horconcito muestran diferencias significativas en el momento de la cauda con
respecto al rango de edad (p<0.05). Los nifilos de edades de 8 a 10 anos
mostraron aumento significativo en los promedios del momento de la cauda (7.77
t+ 3.88) y los nifilos en los rangos de edades de 5-7 en la longitud de la cauda
(51.41 £ 4.08). En los rangos de edades de 5-7, 8-10 y 11-12 de la poblacion del
Horconcito mostré incremento significativo con

respecto a la longitud y con el

momento de la cauda del cometa (p<0.01) con relacién al grupo de referencia.
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Grafica 1.Frecuencia de cometas del Horconcito comparado con el grupo de
referencia (Chilpancingo) por rango de edad (n=50), y referencia positivo (CdMx,
n=30), t Student P<0.05. Se observa la barra (negra) que representa los datos
obtenidos para la poblacion del Horconcito muestran que son superiores
particularmente para el rango de edad de los 5-7 afos. A diferencia de lo

observado en el grupo de Chilpancingo (barra blanca y de la Ciudad de México

(barra gris).
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Grafica 2. Longitud de la cauda de la poblacién del Horconcito n= 50 comparado
con el grupo de referencia (Chilpancingo) n=50 y de referencia positivo (CdMx)
n=30, t Student P<0.01. Se observa la barra (negra) que representa los datos
obtenidos para la poblacion del Horconcito muestra que son superiores
particularmente para el rango de edad de los 11-12 afos, comparado con el grupo
de Chilpancingo (barra blanca). La Ciudad de México (barra gris) también presenta

diferencia significativa comparada con el grupo control.
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Grafica 3. Momento de la cauda de la poblacion del Horconcito comparado con el
grupo de referencia (Chilpancingo). n=50 y de referencia positivo (CdMx) n=30,
por rango de edad, t Student P<0.01. Se observa la barra (negra) que representa
los datos obtenidos para la poblacion del Horconcito muestra que son superiores
particularmente para el rango de edad de los 8-10 afios, comparado con el grupo
de Chilpancingo (barra blanca). La Ciudad de México (barra gris) también presenta

diferencia comparado con el grupo control.
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Se realizé una Chi cuadrada para comprobar si existe relacion entre los tres
parametros de la poblacion expuesta (Horconcito), con los valores del sitio de
referencia (Chilpancingo) respecto a la edad y al sexo, con esta prueba se observé
que la frecuencia de cometas se encuentra relacionada con la edad. Los nifios de
edades de 5-7 afios muestran aumento significativo en la frecuencia de cometas
(nucleos con fragmentacién en el ADN) (p<0.05), que los de la poblacion de
referencia (p<0.05)(Fig. 5) y referencia positivo. Sin embargo, no se encontré
relacion entre la frecuencia de cometas y el sexo (p<0.05). Los resultados
arrojaron que el género no influye en los valores de los parametros medidos en los
cometas (p<0.05). Se comprobd que en el poblado del Horconcito, los nifios
presentan valores elevados en la longitud de la cauda y en el momento de la
cauda del cometa respecto al sitio de referencia (Chilpancingo) (p<0.01) (Grafica 2

y 3) (Tabla 1).

Se realizé la prueba estadistica t-Student en cada poblacién para buscar
diferencias entre género respecto a la longitud y momento de la cauda del cometa
(p<0.01). El grupo de referencia difiere significativamente de la poblacion expuesta
(p<0.01), todos los nifios muestran niveles basales que estan dentro de los
reportados para las poblaciones infantiles sin exposicion a contaminantes

ambientales (Brito, 2012; Salinas, 2012).

Se analiz6 la relacidon de las variables edad y sexo respecto a los parametros
longitud y momento de la cauda de cada poblacion, la poblacion del Horconcito
presenta relacion entre la variable tiempo y los parametros medidos relacionados

al dafio de ADN (p<0.05). Asi mismo, en la poblacién de referencia (Chilpancingo)
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no se observd ninguna relacién con los parametros medidos ni interaccion entre
las variables edad y sexo (p<0.05). Los nifios de la Ciudad de México mostraron
aumento significativo en la frecuencia de cometas 13.00 £ 2.082, en la longitud
31.07 £ 1.694 y en el momento de la cauda 3.100 £ 0.4353, en comparacioén con

los valores de la poblacion testigo (Chilpancingo p<5).
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7.2 Niveles de 8-OH-dG por ELISA

Los resultados obtenidos en los niveles de 8-OH-dG en la orina por ELISA
muestran que la poblacién del Horconcito presenta aumento significativo (3.78 +

1.80) respecto a la poblacion de referencia (1.0 £ 0.082 ng/mL) (p<0.05) (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de 8-OH-dG en muestras de orina de la poblacién infantil del

Horconcito, Taxco de Alarcon Guerrero. *P < 0.05, **P< 0.01 t-student. H=

Horconcito y C= Chilpancingo.

Rangos de Poblacion

edades Infantil

(afios)

Media + DS

Horconcito 50 3.78 £1.80**
Chilpancingo 50 1.0+0.82

2-4 C 6 1.33 £ 0.94%*
H 6 5.0+1.44

5-7 C 14 2.55+1.31%*
H 14 6.0+ 1.38

8-10 C 12 4,11 +2.23**
H 12 1.33+1.66
10-12 C 12 2.0£2.1%*
H 12 8.0+ 1.66

Se compararon los niveles de 8-OH-dG para cada rango de edad de cada
poblacién y se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05), los nifios del rango de

edad de 5-7 anos fue el grupo que mostrd diferencias significativas en los niveles

de 8-OH-dG seguido del rango de nifios 2-4 afios (Grafica 4).
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Grafica 4. Niveles de 8-OH-dG en muestras de orina de las poblaciones infantiles
del Horconcito comparado con el grupo infantil testigo Chilpancingo, por rango de
edad (n=50), t Student P<0.05. Se observa la barra (negra) que representa los
datos obtenidos para la poblacion del Horconcito muestra que son superiores los
niveles de 8-OH-dG particularmente para el rango de edad de los 5-7 anos,

comparado con el grupo de Chilpancingo (barra blanca).
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8. DISCUSION

Los rocas de manera natural contienen diversos metales como el plomo que se
transportan a las comunidades vecinas por el aire, el agua o el suelo; en este
proceso pueden contaminar los alimentos vegetales y animales (Oyoo-Okoth et
al., 2012). El plomo es uno de los metales que tiene diversas aplicaciones en la
industria por sus propiedades fisicoquimicas, ademas de formarse por el desgaste
de partes de automoviles. Persiste en el agua, suelo o en el polvo por largos
periodos. La ruta principal de entrada al cuerpo es por la via gastrointestinal y en
segundo lugar por inhalacion. Cuando es inhalado puede llegar hasta los alveolos
donde es absorbido por fagocitosis. Se distribuye principalmente en la sangre,
higado, rifiones y en los huesos. En la sangre, la concentracion a partir de 10
Mg/dL o mas ya se considera téxica aunque ningun nivel es seguro, esta
concentracion en los nifios desencadena problemas neuroldgicos, cognitivos,
hipertension y el desplazamiento del calcio de los huesos por la acumulacion del

Pb (Schnaas et al., 2004).

La relacidon entre los problemas neurologicos y la exposicion a este metal, parece
ser que radica en la capacidad para inhibir al receptor N-metil-D-aspartato que se
une a los sitios reguladores de Zn2+ y lo inactiva, el cual es importante para el

aprendizaje y la memoria en el hipocampo ( Ahamed, 2007).

Los nifios son mas vulnerables a la exposiciéon del plomo en relacion con los
adultos porque: a) reciben altas dosis de metales kilogramo-por-kilogramo,

consumen mas alimentos; b) su intestino absorbe mas rapidamente lo que han
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ingerido (Needleman, 2004); c) sus sistemas antioxidantes enddgenos
enzimaticos y no enzimaticos; asi como las enzimas del metabolismo no estan
totalmente expresados (Neal, 2012); d) la concentracidén téxica puede ser menor
pero con mayores consecuencias (Flora et al.,, 2012); y f) porque su sistema

nervioso aun no esta totalmente desarrollado (ATSDR, 2007).

Talavera-Mendoza et al., 2008, mencionan que la concentracion de plomo en el
agua del poblado del Horconcito es muy variable (<0.010-0.069 mg/L-1), la cual es
utilizada por los habitantes como una fuente principal para los cultivos, animales
y consumo doméstico incrementando de manera significativa la exposicion y las
vias de entrada del plomo al organismo, tal como lo menciona Chen et al., 2001
respecto a diversas rutas que tienen los metales pesados para entrar al
organismo, las cuales son: inhalacion de particulas de polvo, por ingesta de
animales o plantas, comestibles contaminados, y por el consumo de agua,

ademas de la exposicion dérmica.

En este estudio se uso el ensayo cometa alcalino como biomarcador de efecto
temprano ampliamente usado para detectar dano al ADN (Singh et al., 1988)
inducido in vivo e in vitro por genotéxicos ambientales, plaguicidas, hidrocarburos

aromaticos policiclicos (Carreras et al., 2013)

Los resultados del ensayo cometa alcalino evidencian incremento significativo de
lesiones en el ADN en las células del epitelio de la mucosa bucal de la poblacién
del Horconcito respecto a la poblacion de referencia. Con respecto a los nifios de

la Ciudad de México, es un grupo que habita en una ciudad muy contaminada por
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metales pesados tales como AL, Cu, Ni, Cd, incluyendo el plomo en comparacién

con la poblacion de referencia .Chilpancingo (Calderén-Garciduefas et al., 1999)

Resultados similares a este estudio han sido publicados por Maimulov, 1998,
quien reporto incremento significativo en la frecuencia de micronucleos en células
del epitelio bucal de nifios expuestos a contaminantes del aire urbano. Calderdn-
Garciduefias et al., 1999, reportaron aumento significativo en la longitud de la
cauda de cometas (41-80 um) en células del epitelio nasal de nifios expuestos a

ozono, hidrocarburos y metales pesados del aire urbano de la Ciudad de México.

Yanez et al., 2003, encontraron resultados elevados en la longitud y momento de
la cauda de cometas (58.3-79.3 ym) en linfocitos periféricos de nifios de 3 a 6
anos de edad expuestos a concentraciones elevadas de arsénico y plomo de un

sitio minero en Villa de la Paz, México.

Tiradon et al., 2005, mostraron incremento significativo en la frecuencia de
micronucleos y de intercambio de cromatidas hermanas en nifios expuestos a

plomo.

Gamboa et al.,, 2008, demostraron que nifilos expuestos a hidrocarburos
aromaticos policiclicos presentan valores elevados la frecuencia de cometas, la
longitud de la cauda y momento de la cauda en linfocitos periféricos. (Jasso-
Pineda et al., 2011); Jasso-Pineda et al., 2012, evaluaron dafo genético mediante
ensayo cometa en linfocitos periféricos de nifios expuestos a arsénico y plomo, asi

como ninos residentes de zonas mineras.
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Se realiz6 una comparacién por rangos de edad en los parametros, se
encontraron diferencias significativas con relacién a la edad (p<0.05). En la
longitud de la cauda se encontraron valores significativamente mayores en el
rango de edad 11-12 afios en la poblacién del Horconcito comparado con los de
Chilpancingo. Estos resultados pueden deberse a diversos factores, dentro de los
cuales se puede destacar el tiempo de exposicion para que se acumulen las
lesiones en el ADN de los nifios. Sin embargo, en los nifios de 8 a 10 afios los
valores del momento de la cauda son significativamente mayores con los nifios de
los mismos rangos de edades del grupo de referencia, este parametro nos indica
el ADN lesionado, y quiza esté involucrado en la ineficiencia del sistema de
desintoxicacion para reducir el estrés oxidante del cuerpo de los nifios

manteniéndose el dafo en el ADN.

En los nifios de 8-12 afios posiblemente los cambios hormonales pueden influir en
el funcionamiento general del individuo. Sin embargo, se requiere analizar factores
de alimentacion, historial clinico, talla y peso, entre otros, para deducir con

exactitud lo que ocurre en estos rangos de edad.

Es importante hacer notar que algunos factores individuales como el género, la
edad y el indice de masa corporal también se deben de tomar en cuenta en este
tipo de estudios, asi como factores de comportamiento (como la mano a la boca,
los habitos de actividad fisica), ademas de otros factores internos tales como la

variabilidad en la susceptibilidad genética (Hu et al., 2007).
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Se realiz6é una Chi cuadrada para comprobar si existe relacion entre la frecuencia
de cometas respecto a la edad y al sexo. Los resultados mostraron que la
frecuencia de cometas estd relacionada a la edad mas no se encuentran
relacionados al sexo. Ejemplo de algunos experimentos donde si hay relacion de
sintomas con el sexo; Vahter et al., 2001, mencionan que la diferencia de género
en la exposicion a Ni se ve representada por una mayor incidencia de alergias y
eczemas en manos de mujeres que de hombres. Asi mismo, la dosis interna de
Cd es generalmente mayor en mujeres que hombres, debido a una mayor
absorcidn gastro-intestinal en presencia de reservas bajas de Fe (Wasowicz et al.,

2001).

El Pb es acumulado principalmente en huesos y se ha demostrado un

incremento enddgeno en mujeres durante la menopausia (Shayesteh et al., 2015).

En este estudio se evaluo la relacién entre la edad y el sexo respecto a los
parametros genotéxicos medidos, asi como la interaccion entre las variables. Los
datos mostraron que la poblacién infantil del Horconcito no presenta relacién entre
las variables ni interaccion entre las mismas (p<0.05) solo se encontré interacciéon
entre las variables respecto a la frecuencia de cometas, longitud y el momento de

la cauda (p<0.05) con la edad y no con el sexo.

En este estudio se evalué también la concentracion de 8-OH-dG en orina de las
poblaciones infantiles antes mencionadas, el cual es el mejor biomarcador
molecular de dano oxidante al ADN por metales pesados, es un marcador de

prediccion temprana de enfermedades incluyendo el cancer y sus niveles pueden
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ser medidos con excelente sensibilidad usando ELISA (Rodriguez-Romero et al.,
2012). El incremento en los niveles de la 8-OHdG esta asociado al desarrollo de
diversas enfermedades como tumores y cancer, ya que refleja lesiones de ADN
gue no son reparadas en personas expuestas a genotoxicos ambientales, en

pacientes diabéticos, y con Alzheimer (Wu et al., 2004].

El analisis en la orina de 8-OH-dG en la poblacion del Horconcito muestran
mayor oxidacion de la base guanina (3.78 £ 1.80) contrarrestado con el grupo de
referencia (1. £ 0.82). De acuerdo al analisis estadistico realizado se comprueba
que los nifios expuestos presentan mayor dafo oxidante en el ADN respecto a los
nifos no expuestos (p>0.05). Estos resultados se avalan por los estudios
realizados por Fan et al.,, 2012, donde midieron el dafo oxidante en el ADN por
inmunoensayo de ELISA en niflos expuestos a hidrocarburos aromaticos

policiclicos, encontrando altos niveles de 8-OH-dG en orina.

Xu et al.,, 2008, reportaron niveles elevados de 8-OH-dG en orina de nifios
expuestos a As. Yang et al., 2009, determinaron altos niveles de 8-OH-dG en orina
de nifos con leucemia aguda, asi como valores altos de Cr en la orina de los
mismos. Buthbumrung et al., 2008, mostraron altos niveles de 8-OH-dG en orina
de nifios expuestos a benceno. Yang et al.,, 2009, encontraron correlacion
significativa en la cantidad de metales pesados detectados en orina, respecto a la
concentracion elevada de 8-OH-dG en nifios con leucemia. Wong et al., 2005,
reportaron concentraciones elevadas de 8-OHdG en orina de nifios expuestos a

As, Cry Ni.
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La presencia de altas concentraciones de contaminantes como lo menciona
Peluso et al., 2005 puede generar dafio al ADN por carcinégenos, el cual puede
tener diferentes formas: puede resultar en rupturas en el grupo fosfato-azucar, en

una de las hebras de la doble hélice e incluso en las dos.

Se realiz6 una comparacién de la concentracion de 8-OH-dG en orina de las
poblaciones infantiles en diferentes rangos de edades. Los resultados mostraron
que existen diferencias significativas en el dafo oxidante en el ADN respecto a la
edad (p<0.05). Sin embargo, la interaccion entre la edad se reflejo en los niveles
de 8-OH-dG en la poblacion infantil del Horconcito (p<0.05) con relacion al nivel

promedio de 8-OH-dG del grupo infantil de referencia (Ciudad de Chilpancingo).

Es importante mencionar que la presencia de concentraciones de plomo que
rebasan los limites permisibles en el agua de consumo humano en el sitio del
Horconcito, pueden producir estrés oxidante y dafio en el ADN del epitelio bucal
como lo mencionan varios investigadores como Kopjar et al., 2006; Stadtman y
Levine 2003; Sanchez et al., 2004, se ve reflejado en el incremento de dafio al
ADN vy en los niveles de moléculas oxidadas que se excretan en la orina, tal es el

caso de 8-OH-dG evaluado en el estudio.

La toxicidad del plomo ha sido ampliamente estudiado, sin embargo, aun se
desconoce el mecanismo molecular por el cual induce diversas alteraciones
celulares, tisulares y en 6rganos o sistemas se han identificado varias vias tales
como: 1) estrés oxidante, al inducir la formacion del oxigeno simple, peréxido de

hidrogeno (H202) e hidroperoxido tales como los aniones superidéxidos (Oze), y
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los radicales hidroxilo (eOH),y especies reactivas de nitrégeno (ERNs) como el
peroxil-nitrito; 2) disminucién de los niveles de glutatién (por afinidad a los grupos
sulfihidrilos), ademas de agotar la sintesis y actividad superdxido dismutasa,
catalasa, glutation reductasa y la deshidrogenasa del acido delta amino-levunilico,
también a bajas concentraciones de plomo, puede inhibir algunas ATPasas

(Ahamed et al., 2008).

La exposicidén a plomo puede alterar la composicion de los lipidos de membrana y
repercutir en su permeabilidad y funcién. Este metal también produce apoptosis
como respuesta al dafio al ADN, al mal funcionamiento de la mitocondria o por
desequilibrio entre los niveles de Bax/Bcl2 y a la activacion de las caspasas (Flora

et al., 2012; Valko, 2011).

Es muy conocido que los ROS, son altamente reactivos con los lipidos, proteinas
y el ADN, en cual producen alteraciones como rompimientos de una o dos
cadenas en el ADN y oxidaciones de sus bases. El dafio o fragmentacion del
ADN es considerado como un tipo de lesion potencialmente promutagénica vy si el
dafio al ADN no es reparado, las alteraciones podrian ser acumuladas, lo cual
podria ser un evento inicial en el proceso quimico de la carcinogénesis y
eventualmente podria ocurrir el desarrollo de tumores (IARC, 2007). Sin embargo
los efectos adversos a la salud dependen de multiples factores tales el
polimorfismo genético, susceptibilidad individual, la eficiencia de los sistemas de
reparacion al ADN, los niveles de antioxidantes enddgenos, la dieta, el estilo de

vida entre otros (Wiseman et al., 1995).
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La realizacion de estudios con dos marcadores bioldgicos como los usados en
este estudio, deberian ser una herramienta necesaria para dar seguimiento a las
poblaciones expuestas a elementos potencialmente toxicos con el objeto de
conocer el riesgo a desarrollar cancer y otras enfermedades desde etapas
tempranas y apoyar a las politicas de proteccién a la salud de los nifios y de la
poblacién en general. Asi mismo, los resultados corroboran que el ensayo cometa
alcalino y el aducto 8-OH-dG son excelentes biomonitores de exposicion y de

efecto temprano de genotdéxicos ambientales en poblaciones infantiles.
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9. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir lo

siguiente

*La poblacion expuesta medida a través de biomarcadores presenta lesiones al

ADN con respecto a las poblaciones no expuestas.

*La poblacién expuesta tiene diferencias significativas en los parametros de
frecuencia de cometas, longitud de la cauda y el momento de la cauda

comparada con la poblacién de referencia y referencia positivo.

*Se presentd aumento en los niveles de guaninas oxidadas (8-OH-dG) en las
muestras de orina del grupo infantil expuesto (Horconcito, Guerrero),comparada

con el grupo infantil (Chilpancingo, Guerrero).

*No hay una relacion entre los parametros genotoxicos y 8-OH-dG con el género

de las poblaciones infantiles expuestas y no expuestas al plomo.

*El ensayo cometa alcalino en la mucosa del epitelio bucal y el aducto 8-OH-dG
son biomarcadores adecuados para mostrar efectos genotdxicos por exposicion a

agentes contaminantes en poblaciones infantiles.
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Anexo. Concentraciones de plomo detectados en cuatro manantiales del pueblo

del Horconcito Guerrero (Talavera y Mendoza. En tramite).
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