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RESUMEN

El rio Atoyac, ubicado en los estados de Tlaxcala y de Puebla en México, ha sido clasificado como
altamente contaminado por las autoridades ambientales, varias comunidades se asientan en sus orillas,
por lo que la contaminacidn ha afectado a alrededor de 1,5 millones de personas, asi como a tierras
agricolas. El rio recibe desechos de descargas industriales, principalmente en forma liquida, que
contienen una gran cantidad de Compuestos Organicos Volatiles (VOC, por sus siglas en inglés), lo que
da lugar a una distribuciéon ambiental de los toxicos en el drea. Para demostrar que este ambiente
afecta procesos fisioldgicos importantes que tienen un impacto en la salud, realizamos un estudio en
nifios de pueblos pequefios en las orillas del rio Atoyac y en otro pueblo similar ubicado lejos de él. Se
estudiaron 91 y 93 nifios (rango de edad: 8-12, sin enfermedad crénica diagnosticada) de cada sitio, se
midié la excrecidn de metabolitos de los VOC modelo benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX)
en muestras de orina; se determind el indice de Estrés Oxidante (OSI) en muestras de plasma
sanguineo, calculado a partir del Estado Oxidante Total (TOS) y la Capacidad Antioxidante Total (TAC)
(por sus siglas en inglés); y polimorfismos metabdlicos relevantes que participan en la bioactivacién-
desintoxicacion de la mayoria de los VOC: citocromo P450 isoforma 2E1 polimorfismo Rsal (CYP2E1
Rsal), NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 polimorfismo C609T (NQO1 C609T) y polimorfismos nulos
de las glutation S-transferasas T1y M1 (GSTT1 nula y GSTM1 nula). El OSI fue significativamente mayor
en los niflos que viven cerca del rio (5.2 + 3.4 frente a 2.6 + 1.5, 95% C.I.). En este sitio, el OSI
correlacioné con la disminucién de la excrecién de metabolitos de BTEX y la disminucidn de la TAC;
también se observé una asociacién con variantes alélicas de los polimorfismos metabdlicos de CYP2E1
Rsal c2c2, NQO1 C609T CC y GSTT1 presente. Los problemas de salud esperados para estos nifios a
medida que crecen implican una amplia gama de trastornos, incluidos el cancer y los riesgos de

fertilidad para ellos y sus hijos.



ABSTRACT

The Atoyac river located into Tlaxcala and Puebla states in Mexico, has been classified as highly polluted
by environmental authorities, several communities are settled on its banks, affecting around 1.5 million
persons, as well as farmland. The river receives waste from industrial discharges, mainly in liquid form,
containing a large amount of volatile organic compounds (VOCs), thus giving rise to an environmental
distribution of toxics in the area. To demonstrate that this environment affects important physiological
processes that have an impact in health, we conducted a study of children from small communities on
the banks of the river and in another similar town located far from it. 91 and 93 children (age 8-12, no
diagnosed chronic disease), were studied from each site the excretion of metabolites of the VOC model
benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (BTEX) in urine samples was measured; the Oxidant Stress
Index (OSI) was determined in blood plasma samples, calculated from the Total Oxidant State (TOS)
and the Total Antioxidant Capacity (TAC); and relevant metabolic polymorphisms involved in the
bioactivation-detoxification of most VOCs: citochrome P450 isoform 2E1 Rsal polymorphism (CYP2E1
Rsal), NAD (P) H: quinone oxidoreductase 1 polymorphism C609T (NQO1 C609T) and null
polymorphisms of glutathione S-transferases T1 and M1 (GSTT1 null and GSTM1 null). OSI was
significantly higher in children living near the river (5.2 + 3.4 vs. 2.6 + 1.5, 95% C.l.). OSI was significantly
higher in children living by the river (5.2 £3.4vs 2.6 £ 1.5, 95% C.1.). At this site, OSI was correlated with
diminishing BTEX metabolite excretion and a TAC; an association with allelic variants of the metabolic
polymorphisms of CYP2E1 c2c2, NQO1 C609T CC and GSTT1 present was also observed. The expected
health problems for these children as they grow older involves a wide array of disorders, including

cancer and fertility risks for them and their children.



1 INTRODUCCION

La contaminacion del ambiente es un problema que nos involucra a todos ya que estd
propiciando cambios en el comportamiento de los ecosistemas y pérdida de biodiversidad en el
planeta, ademas de que causa desdrdenes fisioldgicos, enfermedades y muertes prematuras en
humanos en todo el mundo (Sorek-Hamer et al., 2016; Landrigan et al., 2017). Dentro de la clasificacion
de enfermedades no transmisibles, aproximadamente el 71% son enfermedades de origen ambiental,
las mas comunes son: enfermedad cardiovascular, muertes por cardiopatia isquémica, Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) y diversos tipos de cancer. Se estima que en el 2015 ocurrieron
9 millones de muertes prematuras asociadas a enfermedades de origen ambiental, el 16% de la
mortalidad mundial total (Landrigan et al., 2017).

En los ultimos afios, las consecuencias de la contaminacion ambiental se han tratado de
abordar como parte de un proceso biolégico complejo, con enfoques desde diversas disciplinas, en los
gue se toman en cuenta tanto factores inherentes de las poblaciones involucradas como son la
composicion y susceptibilidad genética, diferentes grupos de edad, tipo de alimentacidon, nivel
socioecondmico, cultura, etc.; como factores externos a ellos, tales como la regidn geografica, clima,
fuentes emisoras de contaminantes ambientales, compuestos quimicos liberados al ambiente, el
comportamiento de mezclas de contaminantes quimicos en las diferentes matrices ambientales, etc.
Incluso se toma en cuenta el comportamiento de estas mezclas quimicas dentro de los organismos a
nivel molecular y la biotransformacién que sufren, asi como las interacciones sinérgicas, aditivas o de
antagonismo que pueden ocurrir al presentarse en bajas dosis. Estas investigaciones han empezado a
establecer modelos de evaluacién de riesgos que incorporen informacién sobre la vinculacién entre un
evento iniciador a nivel molecular y un resultado adverso a nivel sistémico, con base en el concepto de
exposicién ambiental a mezclas de sustancias quimicas en bajas concentraciones (Goodson et al., 2015;
Smith et al., 2016; EPA-IRIS 2017).

Ademas, en diversos foros mundiales se ha sefalado la importancia de hacer estudios para
comprender la problemadtica de cada pais, e incluso, en regiones especificas de éstos, ya que los
determinantes de la respuesta de las comunidades pueden tener toda una gama de variaciones
dependientes de los factores antes mencionados. Tales enfoques deben ser vistos como un paso
razonable dentro de las investigaciones en epidemiologia molecular y la toxicologia ambiental y, en
ultima instancia, para las practicas de evaluacién de riesgos en todo el mundo.

1.1 Contaminacion del aire y agua

El nimero de muertes humanas en 2012 asociadas con contaminacion del aire y contaminacion
del agua fue de 6.5 y 1.8 millones, respectivamente (GBD, 2015); si bien la contaminacién asociada con
estilos de vida tradicionales y con pobreza extrema esta disminuyendo, se ha visto un aumento en la
contaminacion provocada por la industria, la mineria, la generacién de electricidad, la agricultura
mecanizada y por los vehiculos impulsados por fuentes de petréleo, es decir, actividades que estdn
relacionadas con un rapido “desarrollo” en paises de medianos a bajos ingresos (Landrigan et al., 2017)
en los que generalmente no va acompafiado de medidas de proteccién al ambiental y por
consecuencia, todas las matrices ambientales se impactan seriamente, directa o indirectamente. En



este contexto, la Agencia Internacional para Investigaciones sobre el Cancer (IARC) ha declarado que la
contaminacion externa del aire es cancerigena (IARC, 2016).

En las ultimas décadas se ha presentado una crisis hidrica en todo el mundo, propiciada por el
incremento en el consumo de agua per capita debido al aumento de la poblacién y la demanda por
parte de la industria, incluida la agroindustria, ademas, esta situacion es agravada porque el agua dulce
apta para consumo se esta viendo reducida por causa de la contaminacion (ONU, 2015). Se sabe que
las poblaciones marginadas son las mas vulnerables y que resultan mas afectadas (ONU 2015; Chen et
al., 2015; Abe y Simone et al., 2016; Gouveia et al., 2016; Qian et al., 2016; Ancona et al., 2016), en
conjunto con las poblaciones que se localizan asentadas en las riberas de rios contaminados, en las
cuales se ha observado hasta un 2.26 de Riesgo Relativo (R.R.) a desarrollar cdncer en diversos érganos
(San Sebastian et al., 2001; Verkasalo et al., 2004; San Sebastian et al., 2004), asi como un Odds Ratio
(O.R.) de 2.13 de padecer enfermedades respiratorias, renales, hepaticas y neurodegenerativas (Juang
etal., 2010) y de 2.7 de presentar algun tipo de desorden reproductivo (abortos, anomalias congénitas)
(Stassen et al., 2012).

Algunos de los contaminantes quimicos de importancia para la salud que son vertidos al agua, incluyen
material particulado, metales, Compuestos Organicos Persistentes (COP), y algunos materiales de uso
domeéstico e industrial; de particular interés son los Compuestos Organicos Volatiles (VOC), que dadas
sus caracteristicas fisicoquimicas, tienen la capacidad de volatilizarse (como su nombre lo indica) e
integrarse facilmente al aire, de esta forma se pueden movilizar hasta llegar a comunidades en donde
ingresan a los organismos por via aérea o dérmica, principalmente, y causar padecimientos como asma,
dermatitis atdpica, problemas neuroldgicos, entre otros (IARC, 2016; WHO, 2016).

La facilidad de dispersidn a través del aire de los VOC es un grave problema, ya que algunos de
estos compuestos, como el benceno, el 1,3-butadieno y el cloruro de vinilo, estdn catalogados por la
IARC dentro del grupo 1, es decir, como carcindégenos para el ser humano (IARC 2012). Los VOC son
contaminantes que afectan la calidad del aire por si mismos, pero ademas, son precursores en la
formacién de ozono troposférico (Ait-Helal et al., 2014) y contribuyen a la formacién del material
particulado menor de 2.5 micrémetros de didmetro (PM 2.5). Por la importancia que tienen los VOC a
nivel industrial es posible encontrarlos de manera ubicua en todo el mundo, y en mayores
concentraciones en grandes ciudades, en areas cercanas a complejos industriales y en afluentes en
donde son vertidos como residuos. El Inventario Nacional de Emisiones (NEI) de la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (US-EPA), informé que en el 2014 de las emisiones debidas a
procesos industriales, la produccion de petrdleo y gas fueron las actividades que contribuyeron en
mayor medida con las emisiones de VOC a la atmdsfera llegando a mds de 3 millones de toneladas en
ese afio, seguido por almacenamiento y transporte, y productos Quimicos Nuevos y Existentes (NEC)
con alrededor de 200 mil toneladas, mientras que las refinerias de petréleo emitieron poco mas de 50
mil toneladas (Figura 1) (EPA, 2016).
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Figura 1.- Emisiones de VOC provenientes de procesos industriales en Estados Unidos para el afio 2014. Tomada
y traducida de los datos de la EPA 2016.

1.1.1 Benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX) como indicadores de contaminacion por
VOC en aire

Los VOC mas estudiados son el benceno, tolueno, etilbenceno y los xilenos (orto, meta y para)
gue en conjunto son conocidos como BTEX (Figura 2), son utilizados como modelos en investigacion
porque comprenden a mas del 60% de los VOC encontrados en areas urbanas. Los BTEX se encuentran
de forma natural en el petrdleo crudo, diésel y gasolina, por lo que son liberados al ambiente en su
combustidn; ademas son ampliamente utilizados en la industria como aditivos y precursores de otras
sustancias (ATSDR 2004; EPA 2011). Los BTEX coexisten como mezclas en la atmdsfera en
practicamente todos los ecosistemas, la composicidn de la mezcla puede ser muy variable y depende
en gran medida de las fuentes cercanas, del tipo de industria que los emite, ademas de las actividades
que se desarrollen en la regidn y de las condiciones ambientales. Estos compuestos pueden encontrarse
contaminando, ademas del aire, al suelo y al agua, ya que, como se menciond, sus caracteristicas
fisicoquimicas les confieren gran capacidad de dispersidn, y una vez liberados al ambiente pueden
volatilizarse, disolverse, adherirse a las particulas de suelo o ser degradados biolégicamente
(Batterman et al., 2014; Bolden et al., 2015). Las mayores concentraciones de BTEX se han encontrado
en dreas con alta actividad industrial, seguido de las grandes ciudades debido a la problematica del
transito vehicular y a los afluentes en donde son descargados como residuos (Sosa et al., 2009,
Batterman et al., 2014).

En la Tabla 4 del anexo | se presentan los niveles de exposicion ambiental medidos en nueve
investigaciones en poblaciones cercanas a fuentes de BTEX, como zonas industriales, grandes ciudades,
refinerias, y zonas cercanas a rios con descargas industriales, en todos los casos, las concentraciones
reportadas son inferiores a las concentraciones de referencia que provocan efectos criticos en
humanos (RfC) estipulados por la EPA para efectos no carcinégenos. Sin embargo, para el benceno,
compuesto reconocido como carcindgeno para humanos, la mayoria de los datos descritos se
encuentran cercanos o por encima de 1 pg/m?* de benceno en aire, valor establecido en la unidad de
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riesgo por inhalacion (IUR) para incrementar el riesgo de un individuo de desarrollar cancer al estar
expuesto durante toda su vida (US-EPA, 2012).

e 1.1.1.1 Biotransformacion de BTEX

Los compuestos BTEX son hidrocarburos aromaticos, en cuya estructura quimica presentan un
anillo bencénico, y en el caso del tolueno y el etilbenceno, el anillo estd monosustituido con un grupo
metil y un grupo etil, respectivamente; el anillo de los xilenos esta disustituido con grupos metil, de tal
forma que la mezcla de xilenos comprende a los compuestos orto, meta y para (o, m, p) de acuerdo
con la posicion de los sustituyentes en el anillo (Figura 2) (Yu et al., 2011). Los BTEX son compuestos
poco reactivos, por lo que su toxicidad estd determinada por su biotransformacidon dentro del
organismo (Barreto et al., 2009).

CHs
Benceno Tolueno Etilbenceno
CHs CHs CHa
CHa
CHs
CHs
o-xileno m-xileno p-xileno

Figura 2. Estructura quimica del benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos (BTEX).

El metabolismo y la eliminaciéon de los BTEX parecen ser cualitativamente similares en seres
humanos y otros mamiferos (ATSDR,2004). A bajas concentraciones de exposicion, el primer paso en
la biotransformacion de estos compuestos es la oxidacion mediada principalmente por CYP2E1, aunque
también pueden participar otras isoenzimas del citocromo P-450 como CYP2B1, CYP2B6, CYP2C6,
CYP1A2, CYP1A1 en orden decreciente (ATSDR,2004). Si tal oxidacidn se da en los carbonos del anillo
se forma un epdxido que resulta altamente reactivo, pero en tolueno, etilbenceno y xilenos la
oxidacion, ademds, puede darse en los sustituyentes (o cadenas laterales), formando diversos
compuestos menos toxicos como alcohol bencilico, 1-fenil etanol, o alcohol metil bencilico (ATSDR
1997, ATSDR 2004; Yu et al., 2011). Como mecanismo de conjugacion de fase I, los epéxidos pueden
reaccionar con moléculas de glutation por accion de las enzimas glutation S-tranferasa (GST) de las
familias mu, tetha y pi en humanos, y formar acidos mercapturicos de fécil excrecion. Los metabolitos
oxidados de tolueno y xilenos se pueden conjugar con glicina y formar acido hipurico y acido metil
hipurico, respectivamente. La conjugacion con azucares como el dcido glucurdnico puede ser otra ruta
para la eliminacion de estos compuestos, por ejemplo, a partir del acido benzoico en el metabolismo
del tolueno, puede formarse acil glucurénido; asimismo, también pueden formarse metabolitos
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sulfatados de benceno, tolueno y xilenos (ATSDR 2004). En dosis bajas, el benceno puede transformarse
en metabolitos toxicos que incluyen al epdxido u dxido de benceno, al dihidrodiol de benceno, la
hidroquinona, el catecol, las benzoquinonas y el muconaldehido, mientras que, a dosis altas, el benceno
inhibe la formacion de hidroquinona a partir del fenol (ATSDR 1997; Johnson et al., 2007).

e 1.1.1.2 Modulacion de la biotransformacion de BTEX e interaccion de los metabolitos
con macromoléculas

Las multiples vias involucradas en el metabolismo de BTEX (Figura 3) proporcionan oportunidades para
la modulacién de su biotransformacidn, siendo varios los eventos dentro de estas vias en los que se
pueden formar intermediarios quimicos que causan dafio a macromoléculas, afectando a las vias
mismas de su metabolismo, o del metabolismo general de la célula. Algunos de estos eventos pueden
ser: la competencia con otros productos quimicos por el sitio activo de los diversos citocromos P-450,
la induccidon o la inhibicidn de estas enzimas; también tienen un papel relevante los polimorfismos
genéticos que portan las poblaciones y que pueden modular la biotransformacién de los xenaobiéticos,
por ejemplo los polimorfismos de isoformas de citocromo P-450, asi como los de enzimas de fase |l
como las GST, y NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1 (NQO1), y de la respuesta antioxidante, como
peroxirredoxinas (Prx) y tiorredoxinas (Txr), entre otras. En conjunto, la actuacién de todos estos
factores puede generar abundantes moléculas oxidantes, y éstas podrian ser inactivadas en dosis muy
bajas, pero al sumarse podrian aumentar sus efectos toxicos o bien, potenciarse en un efecto sinérgico
(Medinsky et al., 1994; Johnson et al., 2007). Los intermediarios reactivos formarian aductos con
macromoléculas celulares (acidos desoxirribonucleico DNA, acidos ribonucleico RNA, lipidos o
proteinas) conduciendo a la disfuncion en drganos y tejidos blanco, y que en el DNA pueden resultar
en mutaciones y carcinogénesis.

El metabolismo de fase | propicia la elevacidon de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) generados por
los ciclos cataliticos del citocromo P-450, y su aumento excesivo lleva al aumento de radicales libres, y
esto al agotamiento del glutation (GSH), molécula antioxidante clave en el mantenimiento de la
homeostasis celular. El metabolismo de las quinonas cobra relevancia por estar relacionado con el
desarrollo de diversas enfermedades, al aportar especies quimicas generadoras de mas estrés oxidante
en condiciones de exposicidn a xenobidticos (Barreto 2009; Li et al., 2015; Costa et al., 2016).

Este es el escenario que se presenta en las células de organismos expuestos de manera crénica a
diversos xenobidticos, y es por eso que el estrés oxidante se plantea como uno de los principales
mecanismos de generacidén de dafio por exposicién a BTEX.

1.2 Estrés oxidante y relaciéon con exposicidon a xenobidticos

En la mitocondria se lleva a cabo, a través de la fosforilacion oxidante, la produccion de la energia
necesaria para mantener las funciones celulares (Figura 3). En estas reacciones se liberan electrones
que generan radicales libres o metabolitos del oxigeno altamente reactivos: en primera instancia se
genera el radical superdxido, y a partir de él con la accién de la enzima antioxidante superéxido
dismutasa 2 (SOD2) se produce peroxido de hidrégeno (H,0,), que en presencia de metales de
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transiciéon como Fe, a través de la reaccion de Fenton, se rompe para formar radicales hidroxilo (OH®),
particularmente reactivos. Estas especies quimicas derivadas del O, son mas reactivas que el oxigeno
molecular, y se conocen como ROS (Kohen y Nyska, 2002). Ademas de la superdxido dismutasa (SOD),
la célula cuenta con catalasas y peroxidasas para regular las ROS, que transforman el H,0, en agua (H,0)
y asi mantienen la homeostasis celular. Las ROS son esenciales para el correcto funcionamiento de la
célula, ya que en concentraciones bajas estimulan un gran nimero de procesos celulares, y estan
adecuadamente reguladas por las enzimas antioxidantes ya mencionadas. Sin embargo, en condiciones
de enfermedad, envejecimiento o de exposicién crdnica a xenobidticos, la cantidad de ROS rebasa la
capacidad de neutralizacién de las enzimas antioxidantes, provocando un fendmeno conocido como
estrés oxidante (Kohen y Nyska, 2002; Riechelmann, 2004; Jones, 2008).

En particular durante una exposicidn crénica a xenobiéticos, el reticulo endoplasmico liso (REL) es
otra fuente de ROS muy activa, ya que las enzimas encargadas de la biotransformacion de xenobidticos
se encuentran en él, por ejemplo, CYP2E1 y demas isoformas del citocromo P-450 son enzimas
especificas de membrana del REL (Riechelmann, 2004). Los ROS generados en la biotransformacion de
xenobidticos, conducen al dafio de proteinas, lipidos de membrana y DNA, principalmente.
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Figura 3.- Estrés oxidante generado por la biotransformacién de BTEX (izquierda) y por los procesos celulares
normales de la mitocondria (derecha), regulacion génica del aumento de estrés oxidante y efectos en
macromoléculas por el incremento de moléculas pro oxidantes. ROS: especies reactivas del oxigeno, RL: radicales
libres, CYP2E1: citrocromo P450 2E1, GSTT1 y GSTM1: glutatidn S-transferasa T1 y M1, NQO1: NAD(P)H quinona
deshidrogenasa 1, Nrf2: factor nuclear eritroide 2, ARE: elemento de respuesta antioxidante, AhR: receptor de
aril hidrocarburo, XRE: elemento de respuesta a xenobidticos, Prx: peroxiredoxinas, Txr: tioxiredoxinas, GPXs:
glutation peroxidasas,0GG1: 8-oxoguanina DNA glicosilasa, GSH: glutation, SOD: superéxido dismutasa, Cat:
catalasa (Elaboracidon personal).



1.3 Polimorfismos

Los polimorfismos genéticos son variaciones en la secuencia de nucledtidos de los genes, que se
presentan con una frecuencia de, al menos, el 1% en una poblacién; pueden producirse por sustitucion
de pares de bases, delecidn total o parcial de un gen, insercidon de nucledtidos o de secuencias de
nucledtidos, cambios en el nimero de secuencias repetidas, etc. (Vogel,piao 2011). La presencia de
polimorfismos en los genes puede dar como resultado un cambio en los niveles de expresion y/o de
actividad de la enzima que se codifique, lo primero estd relacionado con un cambio de la secuencia del
gen en la regiéon promotora, donde se regula su expresion, mientras que lo segundo puede deberse a
una alteracidn en la estructura de la proteina que ocasiona que la enzima altere su actividad, o bien,
gue disminuya su vida media. De esta manera, los polimorfismos genéticos originan variaciones en las
funciones de estas enzimas que pueden alterar la biotransformacion de los xenobiéticos, confiriendo
asi diferentes susceptibilidades por la exposicion a estos compuestos quimicos (Vineis et al., 1999). Tal
es el caso de los polimorfismos que codifican enzimas relacionadas con la biotransformacién de VOC:
CYP2E1 Rsal, GSTT1 nulo, GSTM1 nulo y NQO1 C609T, (Nelson et al., 1995; Malats et al., 2000; Eguchi-
Ishimae et al., 2005) cuya actividad ademas, puede contribuir a elevar el estrés oxidante celular (Figura
3).

e 1.3.1 CYP2E1 Rsal

La enzima de metabolismo de fase | CYP2E1 es una N-nitrosodimetilamina dimetilasa que se encarga
de metabolizar una amplia variedad de xenobiéticos como alcoholes, aldehidos, acidos grasos, cetonas,
hidrocarburos alifaticos y aromaticos, etilcarbamatos, disolventes halogenados, ademas de VOC como
benceno, tolueno, xilenos, entre otros (Lucas et al., 2001). El gen de esta enzima en seres humanos se
ubica en el cromosoma 10, en la regién 10q2403-qgter, y tiene una longitud de 11413 pares de bases
(pb), codifica una proteina de 493 residuos de aminodcidos (Piao et al., 2003). El gen CYP2E1 es
polimérfico, el polimorfismo CYP2E1 Rsal (C1019T7) se encuentra en la region 5’ del gen, y es causante
de mayor actividad transcripcional de la enzima, hasta 10 veces mas que el genotipo silvestre (Hayashi
et al.,, 1991). La presencia homocigota de este polimorfismo en comunidades humanas, se ha asociado
positivamente con el riesgo a desarrollar cancer gastrointestinal (Chong et al., 2014) y de las vias
urinarias (Fang et al., 2017); se ha encontrado asociacion de proteccién en la susceptibilidad a cancer
de pulmdn (Q et al., 2018); mientras que en otros trabajos no se le ha relacionado con el desarrollo de
cancer (Wong et al., 2000) o susceptibilidad por exposicién ambiental a xenobidticos (Yerena et al.,
2005).

e 1.3.2NQO1 C609T

La NAD(P)H: quinona oxidorreductasa es una flavoenzima que reduce quinonas a hidroquinonas
mediante un mecanismo de 2 electrones (Traver et al., 1997), es altamente inducible y esta implicada
en la adaptacién celular al estrés (Ross y Siegel 2017). Su gen en humanos esta en el cromosoma 16 en
la region 16g22.1, formado por 845 pb, su proteina tiene 240 residuos de aminoacidos (Strausberg et
al., 2002; Lienhart et al., 2014). La variante polimérfica NQO1 C609T se asocia con la pérdida de la
funcién enzimatica por la inestabilidad de la proteina que se forma al reemplazar una prolina en el sitio
187 de la proteina a serina (Eguchi-Ishimae et al., 2005; Lienhart et al., 2014). El genotipo que porta
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ambos alelos mutantes presenta alta susceptibilidad a hematotoxicidad y leucemia mieloide aguda por
exposicién al benceno (Lan et al., 2004; Chen et al., 2007; Dougherty et al., 2008).

e 1.3.3GSTT1 nuloy GSTM1 nulo

Las glutation S-transferasas (GST) conforman una familia de enzimas de metabolismo de fase Il que
intervienen en la biotransformacion de xenobidticos, catalizan la unién de GSH con metabolitos o
compuestos padre electrdéfilos para facilitar su excrecidon o degradacién (Vineis et al., 1999; Giri et al.,
2011). En humanos se han descrito 6 familias: alpha, mu, pi, theta, zeta y omega, de éstas, las
subfamilias GSTT1 y GSTM1 son las que se han relacionado con mayor frecuencia con patologias (Katoh
et al., 1996; Malats et al., 2000).

El gen GSTT1 en humanos esta ubicado en el cromosoma 22 en la regién 22q11.23, con una longitud
de 1002 pb, forma una proteina de 122 aminoacidos, es polimdrfico, el alelo silvestre es funcional y el
alelo mutado no es funcional por la delecidn total o parcial del gen (Pemble et al., 1994; Collins et al.,
2004). Esta enzima esta involucrada en la conjugacién de moléculas de bajo peso molecular como
Oxido de etileno, benzoquinona, mono y dihalometanos, entre otros compuestos con el GSH. La GSTT1
también se asocia con la bioactivacién de algunos xenobidticos, como los dihalometanos a los que
conjuga con GSH formando metabolitos carcinégenos y mutdgenos (Pemble et al., 1994; Akiba et al.,
2017). El genotipo nulo, ademas, se ha asociado con la aparicion de cancer colorrectal y cancer gastrico
(Kumar et al., 2011; Lao et al., 2014).

El gen GSTM1 se encuentra en el cromosoma 1 en la regién 1p13.3, tiene 5950 pb, su transcripcién
forma una proteina de 218 residuos de aminoacidos. Presenta varios polimorfismos, pero el mas
relevante es la delecién de una region del gen que provoca la pérdida de la funcién enzimatica
(Comstock et al., 1999). La enzima cataliza la conjugacion con glutatidon de derivados oxidados de
hidrocarburos aromaticos policiclicos y de alquilos, ademas de epdxidos. GSTM1 nulo se ha asociado
con el desarrollo de enfermedades como arterioesclerosis y diferentes tipos de cancer (Malats et al.,
2000; Wahner et al., 2007; Q et al., 2018).
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1.4 Monitoreos biolégicos en poblaciones humanas

Las investigaciones epidemioldgicas como el monitoreo biolégico pueden proporcionar
informacidn valiosa con respecto a las asociaciones entre exposiciones ambientales y efectos a la salud
humana, y a través de ellas es posible estimar los riesgos a la salud en comunidades especificas
expuestas, con lo que se evita la incertidumbre de las extrapolaciones de animales a humanos y de las
dosis de exposicidon a mezclas complejas. Los estudios de monitoreo bioldgico también sirven para
detectar de manera temprana los efectos nocivos que pudieran llevar al desarrollo de enfermedades
como cancer, problemas cardiovasculares, insuficiencia renal, asma, problemas neuroldgicos,
problemas reproductivos, atopias, etc. (Figura 4), de esta forma es posible disefiar programas de
prevencion que minimicen los riesgos y el impacto econdmico que las enfermedades generan en las
poblaciones (Lépez y Montero, 2018).

El monitoreo bioldgico en diferentes regiones del mundo es relevante porque cada pais cuenta
con una amplia variedad de exposiciones ambientales, dependiendo del tipo de actividades principales,
es decir, de las industrias y las actividades productivas (Finkelman et al., 2010). La epidemiologia
molecular ha apoyado en la comprension de este problema complejo, de tal forma que se cuenta con
una bateria de biomarcadores que sirven como herramientas valiosas para la prevencién de dafio a la
salud de las poblaciones y para distinguir a los individuos expuestos de los no expuestos, discriminar
entre los expuestos mds susceptibles, asi como evaluar los efectos a bajas dosis de mezclas complejas
de sustancias toxicas, a partir de la medicidn de las concentraciones de los productos quimicos o de sus
metabolitos en muestras de diferentes tejidos bioldgicos como son sangre y orina (Figura 4) (Gamboa
et al., 2008; Coccini et al., 2010; Gouveia et al., 2016; Montero 2016). Segun Vineis y Garte (2008) se
reconocen cuatro tipos principales de biomarcadores: 1) de exposicion, que demuestran la presencia
de metabolitos o del compuesto téxico dentro del organismo, cuya medicidn es posible realizarse en
muestras de sangre (plasma o suero), orina, cabello o uias, aire exhalado, etc. (Vaught y Henderson
2011); 2) de efecto temprano, 3) de efecto intermedio: ambos tipos de biomarcadores se caracterizan
por ser alteraciones en las funciones celulares, en las moléculas o en los mecanismos metabdlicos que
pueden relacionarse con el desarrollo temprano o intermedio de una enfermedad, son de gran ayuda
porque se pueden identificar antes de que el individuo presente sintomas clinicos y sea diagnosticado
con un padecimiento; y 4) de susceptibilidad, son biomarcadores que indican una condicion de
vulnerabilidad o sensibilidad del individuo o de una poblacidn si es expuesta a contaminantes, dentro
de este tipo de biomarcador se encuentran los polimorfismos en los genes de enzimas de
biotransformacion de xenobidticos (Vineis et al., 1999).
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Figura 4.- Modelo de factores e implicaciones que inciden en la comprension de la exposicién de poblaciones a
contaminantes ambientales. (Modificado de Wang y Groopman, 2011).

1.5 Monitoreo bioldgico en poblaciones cercanas a rios contaminados en el mundo

Las descargas de efluentes urbanos e industriales en los sistemas fluviales de gran parte del
mundo se han convertido en un riesgo para la salud humana y para los ecosistemas, como ya se
describié anteriormente. Con estudios de monitoreo ambiental se han caracterizado los tipos de
contaminantes vertidos en los rios, y los estudios de monitoreo bioldgico permiten demostrar la
exposicion mediante la determinacidn de los contaminantes o sus metabolitos en muestras bioldgicas,
asi como determinan la presencia de biomarcadores tempranos de riesgo de enfermedades crdnicas,
y con ayuda de los modelos de georreferenciaciéon se ha determinado el riesgo relativo a desarrollar
estos padecimientos (Jarup 2004; Juang et al., 2010; Lépez y Montero, 2018). Algunos ejemplos de
estos esfuerzos por comprender la aparicion de enfermedades en comunidades cercanas a rios se
presentan en la Tabla 1. Cabe destacar que los estudios descritos son de afluentes cuyas aguas no se
utilizan para el consumo humano, ni para desarrollar actividades recreativas.

En México, se cuenta con informacién de monitoreos de este tipo en relacion con los rios Verde

y Santiago en Jalisco, los rios Zahuapan y Atoyac en Tlaxcala-Puebla y el rio Coatzacoalcos en Veracruz.
En estos, ademas de las descargas municipales, se vierten desechos industriales sin ningun tipo de
tratamiento, y se han encontrado metales como aluminio, cromo, cobre, zinc y plomo, y metaloides
como manganeso y arsénico, en concentraciones que exceden los limites permisibles determinados
por la Agencia para Sustancia Téxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR), la Agencia de Proteccion
Ambiental (EPA) y la Conferencia Gubernamental Americana de Higienistas Ambientales (ACGIH)
(Hansen y Gonzélez, 2010; Garcia-Nieto et al., 2011; Barceld et al., 2012); a esto se suma la presencia
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de VOC, como son benceno, tolueno, cloroformo y cloruro de vinilo, ademas de disruptores enddcrinos,
plaguicidas, contaminantes emergentes, etc. (CONAGUA, 2008; Sandoval et al., 2009; Arellano et al.,
2012; Cotler, 2012).

En Latinoamérica y en México, la comunidad cientifica esta interesada en esta problemadtica
desde hace afios, y se han realizado ya varios estudios en los que se determinan los riesgos a la salud
existentes en diversas comunidades.
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Tabla 1.- Estudios de monitoreo bioldgico relacionados con rios contaminados y vigilancia epidemioldgica (modificada de Lépez y Montero, 2018).

Rio o lago,

Kymijoki,
Finlandia

Distancia de la
poblacion de
estudio al rio

Menos de 20 km

Tipo de
contaminantes

Tipo de
poblacién

Enfermedades
asociadas
determinadas en la
investigacion
Cancer

Herramienta o
bioindicador

Bases de datos del Finnish
Cancer Registry de 1980 al afio
2000, y SMASH (Small-Area
Statistics on Health)

Biomarcador

Mo determinado

Riesgo relativo 1.13  Verkasalo et al., 2004

95% IC, (0.97-1.32)

Rio Fong Shan,
Taiwan

Maximo 1 km

Agricultores  Dioxinas, dibenzofuranos
Poblacion Compuestos organicos
general volatiles

Enfermedades cronicas
(respiratorias, renales,
hepaticas, cerebroy
sistema nervioso central)

Muestras de aire. Encuesta de
salud, con un modelo de
muestreo aleatorio
estratificado

Mo determinado

Odds ratio 3.13

Juang et al,, 2010

Regidn de rios en
el Norte de Grecia

No especificado

No especificade 147 plaguicidas y
metabolitos :
organoclorados,
organofosforados, triazinas,
chloroacetanilidas,
piretroides, carbamatos,

Determinacion de riesgos
por efectos criticos no
carcinogenos, y por
efectos carcinégenos

Muestras de agua.
Determinacion de un cociente
de peligrosidad a partir de la
base de datos de
concentraciones de referencia
(Rfc) de los plaguicidas y
metabolitos de estudio,
establecidos por la EPA-IRIS

No determinado

Cociente de
peligrosidad
plaguicidas no
cancerigenos 4.88,
plaguicidas
cancerigenos 9.1

Papadakis et al., 2015

Rio Akaki, Etiopia

No especificado

No especificado

Encuesta directa. Muestras de
agua del rio

Muestras de sangre y
orina

Mo determinado

Yard et al., 2015

Rio Pilcomayo,
Bolivia

No especificado

ftalamidos
Poblacion Metales: cadmio, plomo,
general manganeso, mercurio,
selenio en sangre y orina.
Arsénico, cadmio, cromao,
cobalto, cobre, plomo,
manganeso, mercurio en
agua del rio
Mujeres Cadmio y plomo
indigenas Wichi e
hijo menor

Desordenes:
reproductivos: abortos,
anomalias congénitas,
familias peguenias, retraso
en aprender a caminar

Encuesta directa. Muestras de
agua del rio

Muestras de cabello

Odd's ratio 2.7

Stassen et al., 2012

Rio Puyango,
Ecuador

A 120 km aguas
debajo de la zona
minera

Desdrdenes en el
neuradesarrollo

Encuesta directa. Test de
neuradesarrollo con pruebas
de inteligencia

Muestras de cabello

Mo determinado

Betancourt et al., 2015

Rio Kakehashi,
Japon

No especificado

Nifios menores Manganeso
de 11 afios
Habitantes Cadmio

riberefios (60
arios de edad)
residentes
minimo 22 afios

Disfuncion tubular renal

Encuesta directa

Cadmio en orina y
B2-microglobullina

Mo determinado

Phuc et al., 2016
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2 ANTECEDENTES

El rio Atoyac forma parte de la Cuenca del Balsas de la Region Hidroldgica 18, es una
corriente de 200 km que atraviesa 7 municipios de Tlaxcala y 11 de Puebla (CONAGUA, 2008;
Méndez-Serrano et al., 2017) (Figura 5). Es uno de los rios mds deteriorados en el pais, las mayores
causas son la urbanizacién y la industrializacién que se ha dado en los uUltimos 50 afios, iniciada con
la instalacion de la planta de Volkswagen en Puebla, seguida con la creaciéon del complejo
petroquimico Independencia, y en la siguiente década con el crecimiento de los corredores
industriales Quetzalcdatl, Ixtacuixtla y Huejotzingo, ademas de la maquila intraurbana (Méndez-
Serrano et al., 2017). De acuerdo con la Comisidn Nacional del Agua (CONAGUA, 2008), el 66% de
las descargas provenientes de estos complejos industriales se realiza directamente al rio Atoyac, sin
recibir un tratamiento previo, mientras que el 44% de las descargas industriales restantes reciben
tratamiento primario o deficiente, ademas, al rio también se vierten descargas residuales
domeésticas y escurrimientos de la actividad agricola que contienen plaguicidas y fertilizantes (Palma
y Morales, 2011).

HIDALGO

ESTADO .
DEMEXICO +

T S
CAPTACION DE AGUA £

e MALNCHE

IZTACCIHUATL

24% ;

CAPTACION DE AGUA )

ﬁ g PUEBLA
< .

‘ .

° ALSESECA
POPOCATEPETL .

Figura 5. Cuenca del Balsas, se muestran los principales sistemas de captacidn y los rios mds importantes de
la cuenca por su caudal, que son los rios Atoyac y Zahuapan (Tomada y modificada de Dale la Cara al Atoyac
http://www.dalelacara.org/observatorio/infografias).
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Para el presente estudio, se determinaron los pardametros de calidad de agua que se
presentan en la Tabla 2, y se compararon con los valores permisibles establecidos por la Ley de
Derechos, disposiciones aplicables en materia de aguas nacionales (2016). Como se puede observar,
los parametros determinados en las muestras de agua tomadas durante el tiempo del estudio en
Tepetitla de Lardizabal se encuentran altamente contaminadas, con valores que rebasan por mucho
los limites permisibles, y en el caso del oxigeno disuelto, se encuentra muy por debajo de lo
establecido por la norma.

Tabla 2.- Calidad del agua en los municipios participantes en del proyecto.

Parametro San Juan Tepetitla de Limites permisibles*
Ixtenco Lardizabal

DO (mg/L) 4-5 0-2 5 (valor minimo)

DQO (mg/L) Cercanaa0 100 - 250 200 (valor maximo) **

Sélidos disueltos (mg/L) 100-200 250 - 4000 No establecido

Nitrégeno amoniacal (mg/L) Cercanoa0 >5 0.06 (valor maximo)

Fosfatos (mg/L) Cercanoa 0 >5 0.05 (valor maximo)

Cromo (ug/L) <50 40 - 150 50 (valor maximo)

Niquel (mg/L) Cercanoa 0 0-0.7 0.6 (valor maximo)

Estas determinaciones se realizaron en un muestreo ambiental previo al desarrollo de la toma de muestras
bioldgicas como parte del presente proyecto. Valores permisibles, tomados de *Ley Federal de Derechos,
disposiciones aplicables en materia de aguas nacionales (Uso Ill, proteccion a la vida acuatica). **Valor
derogado en la nueva version de las disposiciones, 2016. Modificado de: Lopez et al., 2018. DO: oxigeno
disuelto, DQO: demanda quimica de oxigeno.

Estudios de monitoreo realizados por diversas dependencias, organizaciones e instituciones
académicas demuestran la presencia de compuestos téxicos en el afluente del rio, clasificados como
VOC, metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos, entre otros (Tabla 3) (Navarro et al.,
2004; Saldafia y Gémez, 2006; CONAGUA, 2008; IMTA-CONAGUA 2008; Sandoval et al., 2009;
Garcia-Nieto et al., 2011; Arellano et al., 2015; Méndez-Serrano et al., 2017; Lopez et al., 2018), que
por sus caracteristicas representan un riesgo elevado a la salud de los pobladores de la zona.

En un estudio de Arellano et al. (2015), se evalud la toxicidad en muestras de agua
provenientes del rio Atoyac, utilizando como modelo a embriones de Danio rerio, se encontré que
las sustancias contenidas en las muestras de agua provocaron al menos el 50% de mortalidad en
diluciones de hasta 1:900, ademas de causar efectos teratogénicos observables en el desarrollo de
los embriones sobrevivientes, y que estos efectos persistian en diluciones de hasta 1: 61,000, lo que
da una idea de la elevada toxicidad y riesgo potencial de los contaminantes en este caudal.
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Tabla 3. Compuestos téxicos presentes en el agua del rio Atoyac (CONAGUA-SEMARNAT, 2011; Greenpeace, 2014) y afectaciones a 6rganos y sistemas. (Tomada y modificada de

Lépez et al., 2018)

Compuesto

Benceno

Cloruro de vinilo

Formaldehido

Pentaclorofenol

Tricloroetileno

As

Ni

Cd

Cr Vi

Tolueno

Hg

Pb

1,4-diclorobenceno

Nt

Bis-2(etilexil)ftalato

Fenol

Xilenos

Anilina

Cloroformo

Etilbenceno

D.E.

Resp.

Ren.

Card.

Hep

Inm

Hem

Referencia

EPA-IRIS monografia, 2012; Bolden et al., 2015

ATSDR

ATSDR

ATSDR

ATSDR, Chia et al., 1997, Tachachartvanich et al.,
2018

ATSDR

ATSDR

ATSDR

ATSDR

ATSDR, Bolden et al., 2015

ATSDR

ATSDR

Versonnen et al., 2003

NIOSH

ATSDR

ATSDR, Bolden et al., 2015

ATSDR

ATSDR

ATSDR, Bolden et al., 2015

Ca- cancerigeno, Nt- neurotoxico, D.E.- disruptor endrdcrino, Resp.- afecta a las vias respiratorias, Card.- cardiotéxico, Hep- hepatotdxico, Inm- inmunotéxico, Hem- hematotdxico,

Derm- dermotdxico.
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Organizaciones civiles de las comunidades afectadas han realizado registros de los casos
diagnosticados de insuficiencia renal, purpura trombocitopénica, anemia y leucemia en habitantes
de las zonas (Navarro 2004; Palma y Morales 2011), debido a que las autoridades sanitarias de la
zona negaron la existencia de un problema de salud hasta el afio 2017. Por ello, para comprender
la complejidad de la problematica, se han desarrollado investigaciones como la de Montero et al.
en 2006, en la que se reportd que adultos de las comunidades cercanas al rio Atoyac presentaron
un dafio genotdxico mayor que adultos de comunidades alejadas de él, y consideraron a las
emanaciones de sustancias volatiles provenientes del rio Atoyac como la fuente mds probable de
exposicién en esta regién, ya que el agua del efluente no es utilizada para consumo ni para
actividades deportivas, ni recreativas, y otros factores como el tabaquismo y la exposicién
ocupacional no mostraron correlacién con los resultados (Montero et al., 2006). La CONAGUA, por
su parte en una evaluacion de riesgo ambiental determind un perimetro de 2 km de distancia a
partir del cauce del rio como de mayor riesgo para los pobladores que se encuentran en esa zona
(CONAGUA, 2008). En otro estudio, se utilizdo un modelo en rata para mostrar los efectos que pueden
provocar mezclas de VOC presentes en el rio Atoyac, encontrando que la exposicidn repetida a
mezclas de tolueno, cloroformo y diclorometano modifican la concentracién y actividad de enzimas
del complejo antioxidante como son CYP2E1, GSTT1, SOD y GRed; ademds, estos cambios
corresponden con un incremento de peroxidacion lipidica, y con un aumento en la cantidad de
micronucleos en médula dsea, por lo que se concluyd que la exposicién a este tipo de mezclas
conlleva a un incremento del estrés oxidante en los individuos expuestos y que esto genera dafio a
biomoléculas (Belmont et al., 2014).

2.1 Establecimiento de la zona de estudio

El rio Atoyac es uno de los mas contaminados del pais, forma parte de la Cuenca Alta del Balsas, y
se encuentra localizado entre los estados de Puebla y Tlaxcala. Se eligid trabajar en las comunidades
de Villa Alta y San Mateo Ayecac como areas de estudio cercanas al rio Atoyac, estas se encuentran
en el Municipio de Tepetitla de Lardizdbal (Figura 6), Tlaxcala, comprenden una zona de transicién
agricola-industrial, cuyas industrias mds préximas son la petroquimica, la textil, de pinturas, de
ceramicas, metalmecanica, la lavanderia de mezclilla, entre otras.

Como area de referencia, alejada de fuentes industriales contaminantes y del rio Atoyac a mas de
20 km, fue la comunidad de San Juan Ixtenco, localizada en el municipio de Ixtenco (Figura 6),
Tlaxcala.

En estos municipios se realizd un cuestionario validado por profesionales de sanidad
presentado en el anexo Il, a 350 padres o tutores de nifios de las comunidades de las dreas de
estudio. El cuestionario se utilizé para recopilar la informacién siguiente: nombre, direccién de la
familia, sexo, edad, habitos de alimentacién, caracteristicas del agua potable de su comunidad,
estilo de vida, enfermedades en los padres y abuelos de los nifios, tabaquismo pasivo y estado de
salud de los nifios; y en el caso de los habitantes de Tepetitla de Lardizabal se calculé la distancia

18



con el rio Atoyac o canales adyacentes, (anexo lll). En estas encuestas se determiné la percepcién
de los habitantes de Tepetitla de Lardizdbal con relacién a la situacién de contaminacién ambiental
de su comunidad al describir olores, coloracién y sabores “extrafios” en el agua potable, asi como
olores caracteristicos de compuestos quimicos provenientes del rio Atoyac y de los canales
adyacentes. También se determind que las viviendas del 56.7% de las familias entrevistadas, se
encuentran en un rango de 100 a 500 metros del rio Atoyac o de sus canales adyacentes, y el 10.5%
estd a menos de 100 metros, bastante cerca si se considera que la influencia de las emanaciones de
contaminantes como los reportados en el Rio Atoyac puede alcanzar una franja de 2 km, segun lo
establecido por CONAGUA (2008).

e

Tepetitla de Lardizabal

I ixtenco

[ ] Tlaxcala

Glifo de Tlaxcala
£ 10 0 10km

| —

Figura 6.- Municipios de estudio localizados en el Estado de Tlaxcala (elaboracién personal, con datos del
INEGI 2011).
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2.2 Determinacion de BTEX en aire en las zonas de estudio

Debido a que la regién se considera rural, no existe un programa de monitoreo del aire, de tal forma
gue para tener un estimacion de los niveles de BTEX en el aire en las areas de estudio, se colocaron
muestreadores pasivos (Radiellos) en diferentes puntos, las localizaciones se especifican en la Figura
7, los muestreadores permanecieron en el sitio por un periodo de 7 a 10 dias, después de los cuales
fueron empaquetados para su transporte al Centro de Investigacién Ambiental de Padua, Italia,
donde se realizaron las determinaciones de los niveles de BTEX en aire en ug/m?3, con cromatografia
de gases acoplada a detector de flama (FID).

San Juan Ixtenco Tepetitla de Lardizabal

V" §

LLjilla Alta \

Rio Atoyac

//5an Mateo Ayecac

I Rio Atoyac A/

Vialidad principal J
g Escuela primaria 50 0 250 Y
Q Puntos de muestreo BTEX

Niveles de BTEX en aire
(ug/m3) en las comunidades de estudio

12

(ng/m3)

o N B OO
—
_|
_|

r

Benceno Tolueno Etilbenceno o,m,p-xileno

il T

Ixtenco Tepetitla

Figura 7.- Localizacién de comunidades de estudio y puntos de muestreo de BTEX (arriba). Promedio de
concentraciones de BTEX en aire (ug/m?3) por municipio (abajo).
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3 PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

En este proyecto de doctorado se propuso describir y comprender a partir de un estudio
transversal la problematica especifica en la poblacidn infantil (para eliminar el factor confusor de
exposicién ocupacional), en una de las regiones mas contaminadas del pais: el rio Atoyac y canales
de riego asociados, en las comunidades de Tepetitla de Lardizabal y San Mateo Ayecac, en Tlaxcala,
México. Se explord el efecto que pudieran tener los contaminantes, mas especificamente los
Compuestos Organicos Volatiles (VOC) benceno, tolueno, estireno y xilenos (BTEX), provenientes de
las descargas industriales hacia el rio Atoyac, en la respuesta antioxidante de nifios de comunidades
asentadas a las orillas del rio, que han estado expuestos de por vida a estos compuestos, si esta
respuesta pudiera verse modulada por la presencia de polimorfismos de bioactivacion-
desintoxicacidn de estos VOC, vy si esto afectara la excrecion de metabolitos de los BTEX, con el fin
de demostrar que este ambiente afecta procesos fisiolégicos importantes que pueden impactar a la
salud.

4 HIPOTESIS

La exposicion ambiental a VOC en las comunidades adyacentes al rio Atoyac produce una elevacion
en el Indice de Estrés Oxidante (OSl) en nifios, relacionada con la biotransformacién de estos
compuestos y esta respuesta a su vez se asocia con los polimorfismos del metabolismo de VOC.

5 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la exposicidn crénica a VOC presentes en la zona por donde cruza el rio Atoyac
aumenta el estrés oxidante en nifios de comunidades cercanas al rio y si hay diferencias en Ia
respuesta de este efecto en aquellos que tienen polimorfismos de riesgo que codifican enzimas de
biotransformacion de VOC, y comparar con una poblacién infantil alejada del rio.

5.1 Objetivos particulares

1. Obtener OSI a partir de las concentraciones del Estado Total Oxidante (TOS) y la
Capacidad Total Antioxidante (TAC) en muestras de plasma sanguineo de nifios de
las comunidades de estudio.

2. Determinar la concentracién de metabolitos de VOC seleccionados en muestras de
orina de nifos de Tepetitla de Lardizabal y de San Juan Ixtenco.

3. Identificar las frecuencias de los polimorfismos de CYP2E1 Rsal, GSTT1 nulo, GSTM1
nulo y NQO1 C609T en las muestras de sangre de los nifos de las dos comunidades
de estudio.
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4. Establecer si existe relacién entre el comportamiento del OSI con la cantidad de
excrecion de metabolitos de VOC en las muestras de orina de los nifios de Tepetitla
de Lardizabal y de San Juan Ixtenco.

5. Evaluar la relacion entre el OSl y los polimorfismos metabdlicos determinados en
las muestras de los nifios de las comunidades de estudio.

6. Determinar si existe correlacién entre el OSI, los metabolitos de los VOC en orina y
los polimorfismos de metabolismo, y si hay diferencias entre los resultados
encontrados en las muestras bioldgicas de los nifios de las comunidades de estudio.
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6 METODOLOGIA

6.1 Poblacidn de estudio

Con la informacidn recabada en los cuestionarios (Anexo Il y 1) se eligieron a 91 nifios en edad
escolar (8-12 afios, 44 nifios y 47 nifias), cuyas viviendas se encuentran en las comunidades ubicadas
dentro de una franja de 2 km de la ribera del rio Atoyac (o de los canales que se desprenden de él),
en el municipio de Tepetitla de Lardizabal; que fueron comparados contra un grupo de 93 nifios (8-
12 aiios, 48 nifios y 45 nifas), de San Juan Ixtenco. Se obtuvo el consentimiento por escrito de los
padres o tutores de los nifios elegidos para participar en el estudio. El dia anterior a la toma de
muestra los nifios se pesaron y midieron con un analizador de composicién corporal InBody 230
(Biospace, Corea). Los criterios de exclusién fueron: nifios fumadores pasivos, con enfermedades
crénicas diagnosticadas o con enfermedades agudas al momento de la toma de muestra.

6.2 Muestras bioldgicas (sangre venosa y orina)

Se obtuvieron 93 y 91 muestras de sangre de los nifios en condiciones de ayuno de San Juan Ixtenco
y Tepetitla de Lardizabal, respectivamente (tomadas por una enfermera pediatra). Se colectaron 3
mL de sangre venosa en 2 tubos Vacutainer heparinizados, y se almacenaron a 4°C. Un tubo de cada
una de las muestras se transportd a un laboratorio clinico certificado en la Ciudad de México para
realizar biometria hematica, y andlisis generales y niveles de creatinina en orina, mientras que los
segundos tubos se llevaron al laboratorio de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental de la
U.N.A.M. para la separacion del plasma sanguineo y las células. Las muestras se centrifugaron a
1500 g durante 10 minutos, y las fracciones separadas se congelaron y se almacenaron a -80°C hasta
el momento de los ensayos. También se obtuvieron muestras de orina, de la primera miccidn de la
mafiana de los nifios de San Juan Ixtenco y de Tepetitla de Lardizabal, éstas se congelaron y
almacenaron en tubos Sarstedt-Monovette para orina de 10 mL a -20°C.

6.3 Reactivos y equipos
6.3.1 Reactivos

Tabla 4.- Reactivos empleados para las metodologias utilizadas en el desarrollo del proyecto.

METODO REACTIVO CONCENTRACION MARCA PUREZA Grado
Estado Total Cloruro sodio 140 mM Sigma Aldrich 99.9% Reactivo
Oxidante (TOS) | Acido sulfurico 25 mM JT Baker 97.5% Reactivo
Glicerol 1.35M JT Baker 99.8% Reactivo
Naranja de 150 uM Fluka Espectrofotom | Reactivo
xilenol etro
Sulfato de 5mM Sigma Aldrich 98% Reactivo
amonio ferroso
hexahidratado
o-dianisidina 10 mMm Sigma Aldrich 99.9% Reactivo
dihicloruro
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Estado Total Peréxido de 10 mMm JT Baker 30% Reactivo
Oxidante (TOS) | hidrégeno
(cont.)
Capacidad Total | Cloruro de 75 mM JT Baker 99.9% Reactivo
Antioxidante potasio
(TAC) Acido 75 mM 36.5% Reactivo
clorhidrico
o-dianisidina 10 mM Sigma Aldrich 99.9% Reactivo
dihicloruro
Sulfato de 45 uM Sigma Aldrich 98% Reactivo
amonio ferroso
hexahidratado
Peréxido de 7.5 mM JT Baker 30% Reactivo
hidrégeno
Trolox 10 mM Sigma Aldrich 97% Reactivo
acido fer1,|I-. Acido fenil 25ug/L TCI (Tgklo .
mercaptUrico . Chemical 98% Reactivo
mercapturico .
Industries)
0, - -
Acido acético 0.5% Sigma Aldrich 99% HPLC -masas
masas
0, - -
Acetonitrilo 10% Jt Baker 99% HPLC -masas
masas
Metanol 10% JT Baker 99% HPLC-Masas
o-cresol Acetona concentrada | MEYER 99% HPLC
o-cresol 0.5 mg/L Sigma Aldrich 99% Reactivo
Dietil éter concentrado | Sigma Aldrich 99% ACS
Nitro benceno 300 mg/ml Fermont 99.9% ACS
Sulf?to de sodio | cristales Fermont 999% ACS
anhidro
Alcohol concentrado | 1 gon 99.7% HLPC
isopropilico
_y - ) Ultra alta Cromatografia de
Nitrogeno Praxair
pureza gases
Hidrogeno - Praxair Ultra alta Cromatografia de
pureza gases
Aire i Praxair Extra seco Cromatografia de
gases
, - ) Ultra alta Cromatografia de
Helio Praxair
pureza gases
Acido Concentrado .
Ly Fermont Concentrado Reactivo
clorhidrico
acido hipUrico, | Acido hipurico 10 pg/ mL Sigma Aldrich 98% Reactivo
é -d - - - £ . _ .
“ .OS? m ye A'CIC'|O‘ 2-metl 3w/ mL Sigma Aldrich 98% Reactivo
metil hipuricos, | hipurico (orto)
acido Aci -meti
Acido 3-metil 6 ug/ mL Sigma Aldrich 98% Reactivo

hipurico (meta)
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fenilglixilico y

Acido 4-metil

4 ug/ mL

acido mandélico | hipurico (para) Sigma Aldrich 98% Reactivo
ACI(.jO L 2 wg/ mL Fluka 98 % Reactivo
fenilglioxilico
Acido mandélico | 10 pg/ mL Sigma-Aldrich 98% Reactivo
Acetato de etilo | 4 mL/5 mL Fermont 99.20% Reactivo
Cloruro de sodio | 0.3 g/ mL Fermont 99% Reactivo
ACIdO, . 80uL/mL Fermont Concentrado Reactivo
clorhidrico
Acetonitrilo 100 mL/L JT Baker 99% HPLC
Acido acético 250 mL/ L JT Baker 99% HPLC

PCR Taq polimerasa | 2.6 U Invitrogen alta pureza PCR
Cloruro de 2mM Invitrogen alta pureza PCR
magnesio
Oligonucleétido | 0.2 uM Invitrogen alta pureza PRC
3
dNTPs 1.6 mM Invitrogen alta pureza PCR
Midori green 1ul Nippon gen Electroforesis
Marcador de 1U Invitrogen alta pureza Electroforesis
100 pb
Marcadorde 50 | 1U Invitrogen alta pureza Electroforesis
pb
Agarosa 1%y 3% Bio Rad alta pureza Electroforesis
Enzima de 1U New England alta pureza -
restriccion Rsal Biolabs
Amortiguador 1U New England alta pureza -
de reaccidn Biolabs
REact (NEB)
Agua destilada, | - GIBCO BRL alta pureza PCR
estéril libre de
RNAsas y
DNAsas
Enzima de 1U New England alta pureza -
restriccion Hinfl Biolabs
Amortiguador 1U New England alta pureza -
de reaccion Biolabs

NEBuffer2
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6.3.2 Equipos

Tabla 5.- Equipos empleados para las metodologias utilizadas en el desarrollo del proyecto.

Método Equipo Marca Modelo
TOSy TAC Espectrofotometro con BioTek Synergy H4 Hybrid
temperatura controlada Multi-mode
y lector de microplacas
Acido HPLC Liquidos-Masas- Finnigan Surveyor Lc

fenilmercapturico

Thermo scientific

Masas Pump Plus
T ATUM A
Masas-Masas Thermo scientific SQ QU MaUx cees

Auto-muestreador

Thermo scientific

Finnigan Surveyor

Tamario de particula
3,0um. 50mm de

Columna Hypersil Gold largoX4mm de didmetro
interno
o-cresol Cromatdgrafo de gases Agilent 789A 6C System
Detector FID technologies
Detector de masas Agilent 5975C inert MSD
technologies
Auto-muestreador Agilent 7693

technologies

Columna Cromatografica

Agilent & JW GC

Fenil-metil-siloxano al
5% para utilizarse en
separacion de

Columns )
hidrocarburos
medianamente polares.
Acido hipurico, acidos . Agilent .
0, my p- HPLC-Arreglo de diodos . 1200 Series
L omyp- technologies
metilhipuricos, acido ODS Hypersil

fenilglixilico y acido
mandélico

250mmX4.6 mm.

Columna Thermo Electron Tamafio de particula de
S
PCR Termociclador Eppendorf Mastercicler Gradient
Camara de electroforesis BIO-RAD Mini Sub Cell GT
Fuente de poder BIO-RAD Power Basic Pac
p/electroforesis
Transiluminador UV BIO-RAD UV Transiluminator

2000
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6.4 Estado total oxidante (TOS)

El TOS fue determinado en plasma sanguineo 24 horas después de su obtencidn por el método
descrito por Erel (2005) con modificaciones, el cual se basa en la capacidad de las moléculas
oxidantes presentes en la muestra, de oxidar un complejo de o-dianisidina / idn ferroso (Fe?*). Tras
la oxidacion, el i6n férrico (Fe*) acoplado a o-dianisidina forma un complejo naranja-café con el
indicador naranja de xilenol en medio acido (Deiana et al., 1999).

El método en microplaca consiste en agregar 35 L de muestra de plasma sanguineo a 225
pL de reactivo 1 (cloruro de sodio 140 mM, naranja de xilenol 150 pL, glicerol 1.35 mM, en solucidn
de &cido sulfurico 25mM, pH 1.75) y realizar una primera lectura en espectrofotometro a 560/800
nm, enseguida se agregan 11 uL de reactivo 2 (o-dianisidina dihicloruro 10 mM, sulfato de amonio
ferroso hexahidratado 5 mM, en solucién de acido sulfarico 25mM, pH 1.75) y a los 5 minutos de
iniciada la reaccidon, se hace una segunda lectura espectrofotométricamente a 560/800 nm, la
intensidad de color se relaciona de manera positiva con la cantidad de oxidantes. La curva patrén
se realiza con H,0; a las concentraciones 10, 50, 25, 10, 5y 1 uM, los resultados se expresan como
micromoles de perdxido de hidrégeno equivalentes por litro (H.0, pmol eqv./L). La contribucion
estimada al TOS de las moléculas componentes del plasma de acuerdo con Erel se presenta en la
Tabla 6.

Tabla 6.- Moléculas oxidantes que forman parte de la composicién del plasma sanguineo y su contribucién
estimada en porcentaje al TOS.

Molécula oxidante en plasma Contribucion estimada en TOS (%)

—

Radical superoxido (02")

Radical hidroxilo (OH*")

Oxido nitrico (NO*)

Radicales alcoxi (RO®) y peroxi (ROO°)

Peréxido de hidrégeno (H20:2) -

Acidos grasos peroxidados

Peroxinitrito

Disulfuros

Aldehidos — 99.9

Quinonas

Otros
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6.5 Capacidad Total Antioxidante (TAC)
La TAC se midid en plasma sanguineo a las 24 horas posterior a la muestra por el método de Erel
(2004), cuyo principio es similar al del ensayo de TOS. En este ensayo, una solucidn estandarizada
del complejo o-dianisidina /Fe?, se hace reaccionar con una solucién de H,0, 7.5 mM via reaccidn
de Fenton, produciendo radicales hidroxilo (OHe). Los radicales oxidan las moléculas de o-
dianisidina /Fe?* (incoloras) a radicales o-dianisidil/ Fe3* (color café) en un medio &acido. Los
antioxidantes en la muestra previenen las reacciones de oxidacion, impidiendo la formacién del
color.

El Método el microplaca consiste en adicionar 5 puL de muestra de plasma sanguineo a 200
pL de reactivo 1 (o-dianisidina dihicloruro 10 mM, sulfato de amonio ferroso hexahidratado 45 mM,
en solucion Clark & Lubs: KCI 75 mM: HCI 75 mM relaciéon 8:1, pH 1.8), se hace una lectura a 440 nm.
A esta mezcla se agregan 10 pL de reactivo 2 (H20; 7.5 mM en solucién de Clark & Lubs), esta
reaccién se mide a los 3:30 minutos de iniciada, en espectrofotémetro a 440 nm, la intensidad de
color se relaciona de manera negativa con la cantidad de antioxidantes en la muestra. La curva
patron se realiza con trolox (un andlogo de la vitamina E) las concentraciones 1.4, 0.7, 0.35, 0.175,
0.088 mM (Prior et al., 2005); los resultados se expresan como milimoles de trolox equivalentes por
litro (trolox mmol eqv./ L). La contribucién a TAC por cada una de las moléculas componentes del
plasma de acuerdo con Erel, se presenta en la Tabla 7.

Tabla 7.- Moléculas antioxidantes que forman parte de la composicidn del plasma sanguineo y su contribucion
estimada a la TAC, en porcentaje.

Molécula antioxidante en Contribucidn estimada a TAC
plasma (%)

Grupos tioles totales (-SH) | 48.89
Vitamina C 5.00
Acido urico 3.83
Vitamina E 1.88
Bilirrubina 1.69
Otros 38.71

6.6 indice de estrés oxidante (OSI)
Para determinar el OSI de cada muestra, se obtiene la razén entre TOS y TAC, y se multiplica por

100, con base en la siguiente formula: OSI = [(TOS pmol H,0, eqv./L) / (TAC pmol trolox eqv./L)] x
100. OSI se presenta como un parametro de estrés oxidante con unidades arbitrarias, y es un
indicador de la respuesta oxidante en el organismo.

Para las determinaciones de estos pardmetros, en todos los casos se trabajé con muestras de plasma
mantenidas en refrigeracidn, obtenidas 24 horas antes.
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6.7 Determinacion de metabolitos de BTEX en orina

Estas determinaciones se realizaron en el Laboratorio de Toxicologia Industrial, del Hospital General
de Nanchital de PEMEX. Previamente se cuantificaron los niveles de creatinina en una alicuota de 2
mL de orina para ajustar los resultados de las concentraciones de las muestras. Para todas las
determinaciones se realizaron curvas de calibracidn con soluciones patron de los 7 estandares (o-
cresol, ac. fenilmercapturico, ac. metilhipuricos (orto-, meta-, para-), ac. fenilglioxilico o ac.
imite de deteccion del analito (Id); para

mandélico), que también se utilizaron para establecer el
obtener el limite de cuantificacidn (Ic) del analito se prepard una solucidn de orina adicionada con
los estandares y se cuantificd de igual forma que las muestras.

6.7.1 Ac. fenilmercapturico
El ac. fenilmercapturico es el metabolito bioindicador validado de la exposicién al benceno. Para la

preparacion analitica de las muestras de orina y su cuantificacién se utilizé el método NIOSH 8326.

Extraccion: 100 uL de muestra se diluyen con 900 plL de una soluciéon de agua-acetonitrilo-acido
acético (90:10/0.5%), grado HPLC-MS-MS, se agita en vortex durante 1 minuto y se transfieren 200
pL a un microvial. Anadlisis: se inyectan 10 pL de la solucién contenida en el vial con un muestreador
en un cromatografo de liquidos de alta resolucién (HPLC) acoplado a espectrémetro de masas API
de triple cuadrupolo. La identificacion se basa en el modo de separacién isocratico en una columna
Hypersil Gold de 50 mm de longitud, 4 mm de didmetro y 3 um de tamano de particula, con
temperatura de la columna a 30°C; y temperatura del vaporizador de 300°C. La masa molecular del
ac. fenilmercapturico es de 238.7. La LD fue de 1 pg/Ly la LC de 25 pg/L de acido fenilmercaptdrico.
El cromatograma obtenido es como el que se presenta en la Figura 8. La concentracion del analito
se calculd realizando un ajuste con la concentraciéon de creatinina, el BEI del acido fenilmercapturico
es de 25 g/ g de creatinina.
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Figura 8.- Cromatograma de una muestra de orina para determinacién de acido fenilmercapturico. Se sefala
el pico de acido fenilmercapturico en una de las muestras del estudio.
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6.7.2 o-cresol

El o-cresol es uno de los metabolitos de la exposicion al tolueno. La preparacién analitica de las
muestras de orina y su cuantificacion se realizé siguiendo el método NIOSH 8305 con
modificaciones.

Extraccion: a ImL de muestra adicionar 1 mL de HCl concentrado y calentar a bafio maria a 95°C
durante 90 minutos; enfriar con agua y ajustar el volumen a 10 mL con agua grado HPLC, y adicionar
10 pL de nitrobenceno (300 mg/ml) como estandar interno. Separacion de fases: adicionar y mezclar
2 mL de éter dietilico, transferir el tubo a congelador a -15°C hasta la separacion de las fases (1 hora
aproximadamente); transferir la fase etérea a un vial ambar de 2 mL y afadir cristales de Na,SO..
Analisis: las muestras se analizan en cromatégrafo de gases (CG) acoplado a detector de ionizacion
de flama (FID), con columna capital con recubrimiento interno de fenil-metil-siloxano al 5%, que
separa hidrocarburos medianamente polares, temperatura maxima de 325°C, 30 m de longitud
nominal, y 1.0 mL/min como flujo inicial, el tiempo total de la corrida fue de 12.25 min. El inyector
se trabajo en modo Split con temperatura inicial a 250°C, volumen de inyeccidn 2 ulL, flujo del split
50:1, se trabajé con helio. El detector se utilizé a 300°C con un flujo de hidrégeno de 40 m/min. La
LD fue de 0.1 mg/Ly la LC de 0.5 mg/L de o-cresol. Los cromatogramas obtenidos son como el que
se muestra en la Figura 9. Las unidades de o-cresol se expresa en mg/L, la concentracion del analito
se calculd realizando un ajuste con la concentracidon de creatinina, con base en los limites
especificados por la Conferencia Gubernamental Americana de Higienistas Ambientales (ACGIH),
que ha fijado el indice biolégico de exposicidn (BEI) de o-cresol en 0.3 mg/g de creatinina.
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Figura 9.- Cromatograma de una muestra de orina para determinacidn de o-cresol. Se muestran picos de o-
cresol (metabolito del tolueno) y de nitrobenceno (estandar interno).
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6.7.3 Ac. metilhipuricos (orto-, meta-, para-), dc. fenilglioxilico y dc. mandélico

Los acidos metilhipuricos (orto-, meta-, para-) son metabolitos de la mezcla de xilenos, mientras que
el acido fenilglioxilico y el dcido mandélico, son metabolitos del etilbenceno. Para la preparacién
analitica de las muestras de orina y su cuantificacién se utiliz6 el método NIOSH 8301 con
modificaciones basadas en Ogata y Sugihara (1978). Extraccidn: se adicionan a 1 mL de muestra, 80
pL de acido clorhidrico y 0.3 g de cloruro de sodio en tubo de polipropileno, a esta mezcla se agrega
4 mL de acetato de etilo y se agita en vortex, seguido de centrifugacidn; la fase orgdnica se transfiere
a un microvial y se evapora en bafio maria a 77°C durante 55 min, el residuo se disuelve en 200 pL
de agua destilada para su cuantificacion. Las muestras se eluyen con una mezcla de 900 mL de agua
destilada (Grado 1), 100 mL de acetonitrilo (Grado HPLC) y 250 plL de acido acético glacial. Las
muestras son transferidas a frascos ambar para HPLC de 2 ml y se inyectan mediante muestreador
en un cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (HPLC) con desgasificador y sistema de bombas
cuaternarias. La identificacion se basa en el modo de separacidn isocratico, en una columna ODS
Hypersil C18 de 200mm de longitud, 4.6 mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula, con un
flujo de 2mL/min, volumen de inyeccidn de 20 pL, temperatura de la columna de 30°C. Los tiempos
de retencién de los analitos, la LC y la LD para cada uno fueron: ac. orto-metilhipurico 6.5 min, 1.2
ug/mLy 3 ug/mL, respectivamente; para los acidos metil hipuricos (para-y meta-) 12 min, 2.4 pg/mL
y 6 ug/mL; para el ac. fenilglioxilico 0.8 min, 0.8 ug/mLy 2 pug/mL; y del 4c. mandélico 3.1 min 4
pg/mLy 10 pg/mL; tiempo total de la corrida cromatografica 16 minutos. La Figura 10 corresponde
a un cromatograma tipico empleado en la determinacidon de estos analitos. Las unidades de
calibracion se dan en pg/mL, la concentracién de cada analito se calculd realizando un ajuste con la
concentracién de creatinina, con base en los limites especificados por la ACGIH para los limites
bioldgicos de exposicion (BEI) que son: 1.5 g/g de creatinina para ac. metilhipdricos (orto-, meta- y
para-) y 150 mg/g de creatinina para ac. fenilglioxilico y 4c. mandélico.
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Figura 10.- Cromatograma de una muestra de orina para determinacién de ac.metilhipuricos (orto-, meta-,
para-), ac. fenilglioxilico y el 4c. mandélico. Se presentan picos de ac. fenilglioxilico, ac. hipurico, y (orto-, meta,
para-) ac. metilhipuricos.
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6.8 Extraccion de DNA
Se utilizé un kit de sangre y tejidos DNeasy® (Qiagen group, Hilden, Alemania) para extraer DNA de

cada muestra de sangre congelada. Se siguieron las instrucciones del método del fabricante,
incluyendo el tratamiento con proteasas y RNAsas.

6.9 Polimorfismos estudiados

6.9.1 CYP2E1 Rsal
La amplificacién y determinacién del polimorfismo del gen CYP2E1 se hizo por PCR-RFLP de acuerdo

con el método descrito por Hayashi et al. (1991). Los oligonucledtidos iniciadores utilizados para
amplificar un fragmento de 410 pb que presenta el sitio polimérfico para Rsal, fueron: el cebador
“fordward” 5" — CCA GTC GAG TCT ACATTG T —3’; y el cebador “reverse” 5 — TCC ATT CTG TCT TCT
AACT - 3’. Las reacciones de PCR se hicieron con el termociclador en tubos eppendorf con volumen
final de 25 ulL, conteniendo 5 uL de DNA aislado, Taq polimerasa 2.5 U, MgCl, 2 mM, oligo 0.2 uM
de cada uno, dNTP‘s 1.6 mM y agua estéril. El programa fue de 30 ciclos, el paso de desnaturalizacion
a 94°C por 3 minutos, y ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°Cy 30 segundos a 72°C, para
finalizar 3 minutos de extensién a 72°C. Para corroborar la amplificacién, se corrieron 5 pL del
producto de reaccién en un gel de agarosa al 1% tefiido con Midori Green. Para conocer la presencia
del polimorfismo Rsal, se tomaron 10 plL del producto de reaccidn y se adicionaron 0.1 pL de la
enzima de restriccion Rsal (New England Biolabs), 1.5 uL de amortiguador de reaccidén REact ® (NEB)
y 3.4 ulL de agua destilada, y se incubd por 24 horas a 37°C. El producto de la digestidn se corrié en
un gel de agarosa al 3% tefiido con Midori Green, la presencia/ausencia del polimorfismo Rsal se
determind con el siguiente patrén de bandas: una banda de 360 pb y una de 50 pb fue indicativo
del homocigoto nativo (c1cl1); una banda de 410 pb, otra de 360 pb y otra de 50 pb fueron del
heterocigoto (c1c2); una banda Unica de 410 pb fue el homocigoto mutante (c2c2) (Figura 11).

CYP2E1 Rsal C1019T

M CcT CCTT

<— 410 pb

350 pb “= 360pb

<+— 60 pb

Rsal

Figura 11.- Bandas en gel de agarosa al 3% de los genotipos del polimorfismo CYP2E1 Rsal.
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6.9.2 NQO1 C609T
La amplificacién y determinacién del polimorfismo del gen NQO1 se realizd6 con PCR-FRLP basado

en el método descrito por Eguchi-Ishimae et al. (2005), utilizando los oligonucledtidos: cebador
“fordward” 5’ — CCT CTC TGT GCT TTC TGT ATC — 3’; “reverse” 5’- GAT GGA CTT GCC CAA GTG ATG
3’, para amplificar un fragmento de 299 pb. Las reacciones se hicieron en tubos para PCR con un
volumen final de 25 uL con 4 pL de DNA aislado, Taq polimerasa 2 U, MgCl, 1 mM, oligonucledtidos
0.5 puM de cada uno, dNTP’s 0.2 mM y agua estéril. La amplificaciéon consistié en un paso de
desnaturalizacién a 94°C por 3 minutos, y 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 62°Cy 30
segundos a 72°C, para finalizar 3 minutos de extensidn a 72°C. Para corroborar la amplificacion, se
corrieron 5 uL del producto de reaccién en un gel de agarosa al 1% tefiido con Midori Green. Para
conocer la presencia del polimorfismo NQO1 C609T, se tomaron 10 uL del producto de reaccién y
se adicionaron 0.2 puL de la enzima de restriccién Hinfl 1U, 1.5 puL de amortiguador de reaccion
NEBuffer2® (de New England Biolabs) y 3.3 uL de agua destilada, la digestién constd de 20 horas a
37°C. El producto de la digestion se corrid en un gel de agarosa al 3% tenido con Midori Green, la
presencia/ausencia del polimorfismo C609T se determind por el tipo de bandeo: una banda de 214
pb y otra de 85 pb fue indicativo del homocigoto nativo (CC); una banda de 214 pb, otra de 151 pb,
otra de 85 y otra de 63 pb fueron del heterocigoto (CT); una banda de 151 pb, otra de 85 pb y otra
de 63 pb determinaron el homocigoto mutante (7T) (Figura 12).

NQO1*2 C609T

M CFTF-CE

250 pb —» <« 214pb

<+— 151pb
85 pb
 6pb

Hinfl

Figura 12.- Bandas en gel de agarosa al 3% de los genotipos del polimorfismo NQO1 C609T.
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6.9.3 GSTT1 y GSTM1 nulos
La amplificacién de los genotipos GSTT1 y GSTM1se realizd por PCR multiple siguiendo los métodos

descritos por Hirvonen et al. (1993) y Pemble et al. (1994), respectivamente. Para GSTT1 el
fragmento amplificado fue de 480 pb y los oligonucleétidos utilizados fueron: el cebador “fordward”
5'-TTC CTT ACT GGT CCT CACATC TC -3’ y el cebador “reverse” 5’ - TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA
—3’. Para GSTM1 se amplificd una secuencia de 273 pb con los oligonucleétidos: cebador “forward”
5 - CTG CCCTACTTG TTG ATT GAT GGG - 3’, y “reverse” 5’ - CTG GAT TGT AGC AGA TCATGC - 3'.
Las reacciones de PCR se hicieron en tubos para PCR con un volumen final de 25 pL, cuyo contenido
fueron 5uL de DNA aislado, 1 U de Taq polimerasa, 1 mM de MgCl,, 10 mM de cada oligo, 0.120 mM
de dNTP‘s y agua estéril. Las condiciones del programa: 94°C para desnaturalizacidon por 2.5 min,
seguidos de 30 ciclos de 94°C por 1 min, 52°C por 1 min para alineaciény 72°C por 1 min, y un tiempo
final de extension de 9 min a 72°C. A 5 pL del producto de reaccion se le aplicéd una electroforesis
en gel de agarosa al 2% tefiido con Midori Green, para evidenciar la presencia o ausencia de los
fragmentos amplificado (Figura 13). Los polimorfismos consisten en la delecion total o parcial del
gen, que se ve reflejada en ausencia del fragmento de amplificacién, y dado que el polimorfismo
nulo de GSTT1 tiene una frecuencia de 10% en la poblacion mexicana (Montero et al., 2007; Pérez
et al., 2008) se utilizé como testigo interno en las reacciones, ademas de DNA de un individuo que
porta los dos genes nativos en cada sesidon de amplificacion. Las muestras que resultaron mutantes
para ambos genes (nulos), se volvieron a amplificar utilizando el gen de la B-actina como control
interno, con el que se obtenia un fragmento de 260 pb.

GSTT1y GSTM1

M /- +/+ +/- -+

500 pb <— 480 pb GSTT1

~ «—273pb GSTM1

as

Figura 13.- Bandas de amplificacion de GSTT1 y GSTM1.
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6.10 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con los programas Stata 12 y GraphPad Prism 6. La prueba de
Shapiro-Wilk fue utilizada para verificar normalidad. Las comparaciones estadisticas entre la TAC, el
OSly las concentraciones de metabolitos entre las muestras bioldgicas de nifios de las comunidades
en San Juan Ixtenco y Tepetitla de Lardizabal se realizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney,
dado que los datos no cumplian con el criterio de normalidad. La prueba para los datos de TOS con
distribucion normal fue t de student. Se normalizé la variable de interés OSI, transformando los
valores a logaritmo natural, obteniendo la variable con distribucién normal InOSI. Se calculé el Odds
ratio para el riesgo de presentar OSl alto en las muestras de plasma sanguineo de los nifios de
Tepetitla de Lardizabal en comparacién con las muestras del grupo de nifios de San Juan Ixtenco,
tomando los valores a partir del percentil 90 (P90) de la distribucién del InOSI en las muestras de
San Juan Ixtenco como valores elevados.

Para evidenciar el componente de riesgo de exposicidon a una mezcla de BTEX, se estandarizaron las
variables de concentracién de metabolitos a partir de la construccidon de un puntaje Z, para cada
uno de los metabolitos determinados con respecto a la media, donde se expresa la distancia, en
términos de desviaciones estandar, en que se encuentran las concentraciones de la muestra de un
individuo. Se sumaron los puntajes Z para construir un puntaje general de concentracién de
metabolitos en cada muestra, denominando la variable como puntaje Z de metabolitos.

Con el fin de determinar cdmo influyen las variantes alélicas de los polimorfismos estudiados en el
OSl, se trabajé con un modelo de parsimonia con el operador de seleccion de Lasso que se basa en
el criterio de verosimilitud del modelo, en el que se usaron los valores transformados por logaritmo
natural (InOSl), de los resultados encontrados para las muestras de los dos municipios del estudio.
Se seleccionaron las variantes alélicas que se relacionaron con el comportamiento del InOSI a través
del criterio del estadistico Cp de Mallows mas bajo, basado en el criterio de informacidn de Akaike
(AIC) (Bind et al., 2014; Tibshirani, 1996). El andlisis se hizo con el paquete de Regresidon de Menor
angulo (Lars) en Stata 12. El analisis arroja una B que representa la importancia de la variable,
mientras mas elevada, mayor es la importancia en el comportamiento positivo del InOSI, las B
negativas se relacionan con un decremento en el InOSI, mientras que las = 0 se descartan ya que
no representan modificacidn en el comportamiento del InOSI.

Ademas de los polimorfismos como variables modificadoras del comportamiento del OSI en las
muestras de los nifios de Tepetitla de Lardizabal, otras variables podrian tener alguna contribucidn,
para determinarlos, se utilizé un analisis bivariado con regresién lineal para cada una de las
siguientes variables contra el InOSI: edad, peso, talla, puntaje Z de metabolitos, CYP2E1 Rsal clcl,
CYP2E1 Rsal c1c2, CYP2E1 Rsal c2c2, NQO1 C609T CC, NQO1 C609T CT, NQO1 C609T TT, GSTT1 nulo
y GSTT1 presente, GSTM1 nulo y GSTM1 presente, fumadores en el hogar, eritrocitos en orina,
presencia de bacterias en la orina, el hematocrito, cercania con canales o el rio Atoyac a su hogar
(en metros). Las variables que presentaron un valor de p< 0.2 en el andlisis bivariado, se
seleccionaron para hacer un andlisis con un modelo lineal generalizado (GLM) explicativo del
comportamiento de la variable InOSI, y éstas fueron: edad, cercania con el rio Atoyac o canales (en
metros), el puntaje Z de metabolitos y NQO1 C609T CC, CYP2E1 Rsal c2c2 y GSTT1 presente. Para el
modelo explicativo de la variable InOSI se considerd un valor de p<0.05 como significativo para las
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variables involucradas. Este modelo se aplicd a los datos obtenidos en la comunidad de San Juan

Ixtenco, para evidenciar diferencias entre lo encontrado en la comunidad de Tepetitla de Lardizabal.

7 RESULTADOS

7.1 Datos antropométricos y sociodemogrdficos.
Las comunidades San Juan Ixtenco y Tepetitla de Lardizabal son comparables en cuanto datos de
grado de marginacién, tipo de poblacion y tipo de alimentacién (Tabla 8). Sin embargo, los datos de
indice de Masa Corporal (IMC) en los nifios varones y las nifias estudiados de San Juan Ixtenco y en
las nifias de Tepetitla de Lardizabal muestran una tendencia al sobrepeso, ya que su IMC es superior
a lo asignado para sus edades (Figura 14) de acuerdo con el lll Proyecto de Asistencia Técnica para
la Comida y Nutricion (FANTA por sus siglas en inglés), mientras que el 9% de los nifios varones de
Tepetitla de Lardizdbal mostraron una tendencia de bajo peso para lo asignado a sus edades (FANTA,

2012).

Tabla 8.- Datos antropométricos y sociodemograficos de las poblaciones de estudio.

Datos antropométricos y San Juan Tepetitla de
sociodemograficos Ixtenco Lardizabal
No. de muestras 93 91
Edad (afios) 9.6+1.35 10.4+1.36
IMC (kg/m?) 18.08 £3.17 17.71+£2.74
Peso (Kg) 34.51+9.11 36.12+7.99
Talla (cm) 137.28 + 8.9 142.07 £9.34
Nifios: nifias (%) 52:48 48:52
Grado de marginacion Medio Medio
(CONAPO 2010)
Poblacién Mestiza Mestiza

Tipo de alimentacion

Mixta (Variada)

Mixta (Variada)

Distancia al rio Atoyac o canales (m)

529.13
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IMC en los nifios participantes de San Juan Ixtenco y
Tepetitla de Lardizabal

& - San Juan Ixtenco
nifios varones nifias _ _ _ _
Tepetitla de Lardizébal
] nifios varones nifias

Valores de referencia

nifios varones nifias

Indice de Masa Corporal
18

-

14

Edad

Figura 14. Desarrollo de los nifios en las comunidades de estudio de acuerdo con su indice de Masa Corporal (IMC). La tendencia al sobrepeso es notable entre
las nifias de Tepetitla de Lardizdbal (linea negra interrumpida) asi como en los nifios varones y en las nifias de San Juan Ixtenco (lineas rojas). Los nifios varones
de Tepetitla de Lardizabal muestran una tendencia a un IMC por debajo de lo asignado para nifios varones de su edad, sin embargo, se mantienen dentro del
limite (linea negra continua). Las lineas verdes representan los valores de referencia normales, de acuerdo con el proyecto FANTA (2012).
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7.2 TOS, TACy OSI.

En la Tabla 9 se muestran los resultados de los parametros de estrés oxidante, en la Figura 15a se
observa la distribucién del TOS en pumoles de H,0, eqv./L, en la distribucidon no se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos (mediana San Juan Ixtenco= 24.9 y mediana de
Tepetitla de Lardizdbal = 25.3, p= 0.26, 95% de I.C.). Mientras que la distribucién de la TAC en
mmoles de trolox eqv./L en el grupo de nifios de Tepetitla de Lardizabal (mediana = 0.62) es
significativamente diferente que en los nifios de San Juan Ixtenco (mediana = 1.1) p= 0.0001 y 95%
de I.C. (Figura 15b). En el caso del OSI (unidades arbitrarias) se encontré una distribucion diferente,
con valores significativamente mds elevados en las muestras de los nifios de la comunidad de
Tepetitla de Lardizabal (mediana = 4.91) en comparacién con lo encontrado en las muestras de los
nifios de San Juan Ixtenco (mediana = 2.28) (Figura 15c), p= 0.0001 con un 95% I.C.

El Odds ratio en los niflos de Tepetitla de Lardizabal fue de 8.86, lo que significa que los nifios de
Tepetitla de Lardizabal tienen un riesgo mayor de presentar OSI elevado en comparacion con los
niflos de San Juan Ixtenco, tomando como factor de riesgo vivir en una comunidad con un ambiente
contaminado.
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Figura 15.- Distribucion en rangos intercuartiles de los parametros de estrés oxidante de las muestras de
plasma de nifios de las comunidades de estudio: San Juan Ixtenco (n=93) y Tepetitla de Lardizabal (n=91). a)
Estado Total Oxidante (mediana=24.9, media= 24.9 + 10.7); b) Capacidad Total Antioxidante (mediana=1.10,
media= 1.12 + 0.42); c) indice de Estrés Oxidante (mediana= 2.3, media= 2.6 + 1.5).
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Tabla 9.- Parametros de estrés oxidante medidos en plasma sanguineo, y niveles de metabolitos en orina en las muestras de las comunidades de estudio.

TOS (H.0, TAC (Trolox OSI (U.A) ** Acido s- o-cresol (mg/g Acido Acido fenilglioxilico y
umol eqv./L) mmol eqv/L) iEniimEIEaptunCD de creatinina) metilhiparico (g/g  acido mandélico (mg/g
(/g de creatinina) de creatinina) de creatinina)
Poblaciéon Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp
Media 24.9 25.9 1.1 0.65 2.6 5.2 9.7 6.1 0.08 0.16 0.16 0.13 135 375
DS +10.7 94 +042 £0.33 +1.5 +34 +25.3 +12.8 +0.15 +0.25 +0.11 +0.09 1537 +122.8
Mediana 24.9 25.3 1.1 0.62 2.3 4.9 0 0 0 0 0.14 0.04 75.2 7.9
Percentiles
(p25, 16.27, 18.42, 0.8, 0.39, 1.67, 2.6, o, 0, o, 0, 0.093, 0, 14.87, 0,
p75) 32.88 32.9 1.33 0.77 3.11 6.57 19.79 27.26 0.11 0.23 0.226 0.018 154.93 20.68
Min 3.5 6.1 0.20 0.11 0.21 0.96 0 0 0 0 0 0 0 0
Max 55.7 46.5 2.3 1.7 7.5 19.6 160.4 57.6 0.47 1.1 0.49 0.80 700.4 809.3
p 0.2597 0.0001* 0.0001* 0.177 0.0301* 0.0001* 0.0001*

*Valores diferentes significativamente entre las dos comunidades. ** Unidades Arbitrarias.

TOS= Estado Oxidante Total, TAC= Capacidad Total Antioxidante, OSI= indice de Estrés Oxidante. Ix- San Juan Ixtenco (n=93), Tp- Tepetitla de Lardizabal (n=91). Los valores por
debajo del limite de deteccidn fueron sustituidos por el valor 0.
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7.3 Metabolitos de BTEX en orina.

En la Tabla 9 se muestran las medidas de tendencia central, asi como los intervalos encontradas en
las muestras de orina de los nifios estudiados en San Juan Ixtenco y Tepetitla de Lardizabal para los
metabolitos de BTEX, las muestras que se encontraron por debajo del limite de deteccién de la
técnica fueron incluidos para su analisis con valores de cero. En la Figura 16 se muestran las
distribuciones de las concentraciones para los metabolitos encontrados en las comunidades del
estudio y se especifican los valores del Limite Biolégico de Exposicién (BEI) dados por la Conferencia
Americana de Higienistas Industriales Gubernamentales (ACGIH) para cada uno. En las
distribuciones de las concentraciones de microgramos de acido fenilmercapturico por gramo de
creatinina no hay diferencia significativa entre ambos grupos (San Juan Ixtenco 9.7 + 25.3 y Tepetitla
de Lardizabal 6.1 £ 12.8, p=0.17), aunque si se encontré que el 18% y 15% de las muestras de orina
en San Juan Ixtenco y Tepetitla de Lardizabal respectivamente, mostraron concentraciones que
sobrepasan el BEI (Figura 16a).

Las concentraciones en miligramos de o-cresol por gramo de creatinina en Tepetitla de Lardizabal
(0.16 + 0.25) fueron mas altas que en San Juan Ixtenco (0.08 * 0.15), y se distribuyeron en forma
significativamente diferente (p=0.03); en Tepetitla de Lardizabal el 26% de las muestras presentaron
concentraciones por arriba del BEIl, en San Juan Ixtenco, el 12% (Figura 16b).

Las concentraciones de acidos metilhipuricos, en gramos por gramo de creatinina, presentan
distribuciones significativamente diferentes entre ambos grupos (p= 0.0001) siendo mas elevadas
en San Juan Ixtenco (0.16 + 0.11) que en Tepetitla de Lardizabal (0.13 + 0.09), aunque ninguna de
las muestras rebasé el BEI (Figura 16c).

Por ultimo, las concentraciones de acido fenilglioxilico y de dcido mandélico, en miligramos por
gramo de creatinina, muestran diferencias significativas (p= 0.0001) entre las poblaciones, los
valores encontrados en San Juan Ixtenco (135 + 153.7) son mas elevados que los de Tepetitla de
Lardizabal (37.5 + 122.8), las concentraciones se encontraron por encima del BEl en 5% de las
muestras en Tepetitla de Lardizdbal y 27% en San Juan Ixtenco (Figura 16d).
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Figura 16.- Distribucion de las concentraciones de los metabolitos de BTEX en las muestras de orina de nifios
de las comunidades de estudio San Juan Ixtenco (n=93) y Tepetitla de Lardizabal (n=91), se especifica el indice
Bioldgico de Exposicidon (BEI) basado en los lineamientos de la Conferencia Americana de Higienistas
Industriales Gubernamentales (ACGIH 2015) para cada metabolito, y el porcentaje de muestras por encima
de este BEI por comunidad.
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7.4 Polimorfismos de CYP2E1, NQO1, GSTT1 y GSTM1

Las frecuencias encontradas de los polimorfismos se presentan en la Tabla 10. La frecuencia del
polimorfismo mutante CYP2E1 Rsal (c2) fue de 0.23 y 0.27 en las muestras de sangre de los nifios
estudiados en San Juan Ixtenco y Tepetitla de Lardizdbal respectivamente, y no son estadisticamente
distintos, p= 0.28; el alelo silvestre de NQO1 C609T (C) tiene una frecuencia de 0.46 en las muestras
de San Juan Ixtenco y de 0.53 en las muestras de Tepetitla de Lardizabal, y tampoco son diferentes,
p=0.19; para GSTT1 presente las frecuencias en las muestras de sangre fueron 0.89 en San Juan
Ixtenco y 0.93 en Tepetitla de Lardizabal, p= 0.41; el genotipo nulo de GSTM1 en las muestras de
San Juan Ixtenco fue encontrado en una frecuencia de 0.35 y de 0.4 en Tepetitla de Lardizabal,
también estadisticamente iguales, p=0.57. Por lo tanto, ambas poblaciones fueron genotipicamente
similares.

Tabla 10.- Frecuencia de alelos o genotipos y su correspondiente polimorfismo estudiado.

Polimorfismo Frecuencia en San Frecuencia en
Juan Ixtenco Tepetitla de
Lardizabal

CYP2E1 Rsal alelo c2 0.23 0.27 0.28
NQO1 C609T alelo C 0.46 0.53 0.19
GSTT1 genotipo 0.89 0.93 0.41
presente

GSTM1 genotipo nulo 0.35 0.40 0.57

7.5 Puntaje Z de metabolitos de BTEX en orina.

Este puntaje se asignd para estandarizar la concentracidon de metabolitos, ya que inicialmente estan
dadas en unidades de medida diferentes, la estandarizacidn Z permite tomar un conjunto de datos
y determinar cudntas + desviaciones estandar se encuentran los datos de la media, de esta forma
pueden ser comparables entre si y sumarse para tener una sola variable. Los puntajes Z de
metabolitos entre ambas poblaciones no presentaron diferencias significativas teniendo una p=0.78
en la prueba estadistica. Con los puntajes Z de metabolitos se hizo una prueba de regresion lineal
contra el InOSI para los resultados de cada comunidad, y se encontré una correlacidon negativa,
estadisticamente significativa, entre el aumento de InOSl y el puntaje Z de metabolitos (p= 0.027)
en las muestras de niflos de Tepetitla de Lardizabal, mientras que para las muestras de San Juan
Ixtenco no se encontrd correlacién entre estas variables (p=0.791) (Figura 17).
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Figura 17.- Distribucion de los datos de las variables InOSI y puntaje Z de metabolitos para las muestras
bioldgicas de los nifios de las comunidades de estudio.

7.6 Seleccion de Lasso.

En la seleccidn de Lasso, que se utilizd para determinar la influencia de las variantes alélicas de los
polimorfismos estudiados en las muestras bioldgicas de las comunidades de estudio sobre el
comportamiento de la variable InOSI (variable construida a partir de la variable indice de Estrés
Oxidante normalizada con logaritmo natural), inicamente hubo relaciones entre alelos o genotipos
con InOSlI para los nifios de Tepetitla de Lardizabal, en las muestras de los nifios de San Juan Ixtenco
no existieron correlaciones. Se observé una correlacién entre el incremento del InOSI y CYP2E1 Rsal,
NQO1 C609T y GSTT1, particularmente en los siguientes genotipos: CYP2E1 Rsal (c2c2) y NQO1
C609T (CC) con una B de 1.3047 y 0.7687 respectivamente, y GSTT1 presente con una 3 de 1.2328
(Tabla 11). El genotipo CYP2E1 Rsal (c2c2) es el que presentd mayor peso en esta prueba y por lo
tanto seria el que conferiria mayor riesgo de presentar un InOSI elevado.

Tabla 11.- Resultados de la seleccién de Lasso para las variables polimérficas que correlacionaron con InOSI.

Alelos o genotipo  CYP2E1 Rsal NQO1 (CC) GSTT1
(c2c2) presente
B 1.3047 0.7687 1.2328
Coeficente de Cp 0.4830 0.1714 0.5208
Cp=1.1596
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7.7 Correlacion de 0OSI con concentracion de metabolitos en las muestras biolégicas de los
nifnos de Tepetitla de Lardizabal.

El mejor modelo explicativo de la variable InOSI (AIC= 1.958) se presenta en la Tabla 12 y esta
compuesto por las variables: puntaje Z de metabolitos (p=0.02), y los genotipos CYP2E1 Rsal c2c2
(p=0.04), NQO1 C609T CC (p=0.01) y GSTT1 presente (p=0.02). Sélo en el caso de la variable puntaje
Z de metabolitos se da una correlacién negativa, mientras que, con las demas variables la
correlacidn es positiva. Estos resultados confirman que hay una correlacidn en el comportamiento
del OSI con los puntajes Z de metabolitos de exposicion a VOC y con los alelos o genotipos
mencionados que ya se habian encontrado con las otras pruebas. Asi se tendria, que un nifio de
Tepetitla de Lardizabal que presenta un nivel bajo de metabolitos en orina tiende a tener un OSI
elevado, y que ese OSl serd mayor si el nifio porta los polimorfismos considerados como de riesgo
por estar expuestos a VOC. Este mismo modelo, aplicado a los datos obtenidos en las muestras de
los nifios de la comunidad de San Juan Ixtenco, no explica el comportamiento de la variable InOSI
(Tabla 12).

Tabla 12.- Variables que correlacionan con InOSI en el modelo linear generalizado para las muestras bioldgicas
de los nifios de las comunidades de Tepetitla de Lardizabal, y comparacién del mismo modelo con las muestras
de los nifios de la comunidad de San Juan Ixtenco.

Coeficiente Error 95% de intervalo de

de cambio estandar confianza

TEPETITLA DE LARDIZABAL

Puntaje Z de metabolitos -0.06 0.03 0.02 -0.11 -0.01
CYP2E1 Rsal (c2c2) 0.49 0.24 0.04 0.02 0.95
NQO1 C609T (CC) 0.35 0.14 0.01 0.08 0.62
GSTT1 presente 0.61 0.27 0.02 0.08 1.1
AlIC=1.9

SAN JUAN IXTENCO

Puntaje Z de metabolitos 0.01 0.03 0.75 -0.05 -0.06
CYP2E1 Rsal (c2c2) 0.59 0.48 0.22 -0.36 1.5
NQO1 C609T (CC) -0.31 0.24 0.09 -0.67 1.2
GSTT1 presente 0.15 0.25 0.55 -0.35 0.65
AlIC=2.1
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8 DISCUSION

Como indican los datos presentados por Landrigan et al. (2017), la influencia de los contaminantes
ambientales sobre la salud de los seres humanos se ha comprobado por el aumento en la incidencia
de enfermedades relacionadas con este tipo de exposicion. En el mismo documento, se cita el hecho
de que en los paises en desarrollo con una rapida “modernizacién”, y por lo tanto industrializacion,
se esta presentando un fendmeno de contaminacién a matrices ambientales. En el caso las aguas
superficiales que reciben descargas de sustancias quimicas con diferentes potenciales téxicos, y
como resultado se estd observando la aparicién de afecciones relacionadas como pueden ser
hepatotoxicidad, carcinogenicidad, nefrotoxicidad, inmunosupresion, neurotoxicidad, alteraciones
endocrinas, entre otras, que afectan la calidad de vida de las poblaciones expuestas y cercanas a
fuentes de contaminacién, e incluso, también afectan el desarrollo e integridad de los nifios de las
comunidades, al nacer y crecer en condiciones ambientales desfavorables. Por poner un ejemplo,
se tiene que México, que es uno de estos paises que sufre un acelerado desarrollo, es el pais
latinoamericano con mayor incidencia de leucemia infantil segun datos de Curado et al. (2011).

Enfocandonos en la Cuenca del rio Atoyac, afectada por las descargas industriales, los datos sobre
incidencia de cancer en la poblacién son escasos: una revision de Palma y Morales (2011) cita que
en poblaciones asentadas a las orillas del rio Atoyac se ha presentado un aumento en la incidencia
de cancer en adultos, pero también se reportan casos de leucemia en nifios; esto coincide con la
percepcién de los habitantes de estas comunidades que en periodos anteriores a la llegada de las
industrias no conocian estas enfermedades ni otros padecimientos que se han manifestado con
mayor frecuencia a partir del siglo XXI, como son anemia, trastornos dermatolégicos e insuficiencia
renal (Palmay Morales, 2011).

En el trabajo de Montero et al. (2006), se determiné con biomarcadores de efecto temprano
el impacto de vivir cerca del rio Atoyac y de la actividad ocupacional en estas comunidades. Se
encontré un aumento en micronucleos (biomarcadores de genotoxicidad), en muestras de linfocitos
de sangre periférica de adultos, en comparacién con muestras de personas de la Ciudad de México,
y este incremento fue mayor en los habitantes cuyas viviendas se encontraban mas cerca de laribera
del rio Atoyac (Montero et al., 2006). No se observd diferencia con respecto a la ocupacion entre
las que se contaban agricultores, obreros de industrias y amas de casa. De tal forma que para el
presente estudio se elimind la variable de exposicién ocupacional, para Unicamente determinar el
impacto de habitar en las cercanias del rio, y por ello el biomonitoreo se hizo sélo en la poblacidn
infantil, ademas, por ser una poblacién mas susceptible a los efectos toxicos de los contaminantes
presentes en el drea.

Asi es como el presente estudio tuvo como objetivo estudiar diversos biomarcadores en
nifios que nacieron y estan creciendo en estos entornos, y se compararon con una poblacién infantil
alejada del rio y por lo tanto, no expuesta el mismo tipo de fuentes de contaminacion.

Se selecciond al indice de Estrés Oxidante (OSI) como biomarcador de efecto temprano por
aportar un enfoque sistémico de las condiciones que presenta un individuo, al hacer las
determinaciones en plasma sanguineo y por ser un ensayo rapido, estable, confiable vy
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automatizado. El metabolismo celular genera ROS y RL con el potencial de dafar biomoléculas, los
organismos poseen mecanismos antioxidantes para mantener su homeostasis, pero en una
situacién de exposicién créonica a xenobidticos, se podria perder la relacion fisiolégica entre
moléculas quimicas oxidantes y antioxidantes, provocando un aumento en el estado oxidante,
dando como resultado la aparicion de estrés oxidante, condicién asociada con problemas de salud,
incluidos el cancer y las enfermedades cardiovasculares (Riechelman, 2004; Bhattacharyya et al.,
2014; Smith et al. 2016).

En este estudio se observd un aumento significativo del OSI en las muestras de plasma
sanguineo de los nifos estudiados de Tepetitla de Lardizdbal, una comunidad cercana al rio Atoyac
altamente contaminado, en comparacién con muestras biolégicas de los nifios de San Juan Ixtenco
una comunidad alejada del rio: se encontré una TAC significativamente disminuida en los nifios de
Tepetitla de Lardizabal (Figura 15b, Tabla 9), mientras no hubo diferencia entre la distribucion
relativa al TOS de las muestras de los nifios estudiados de ambas comunidades (Figura 15a, Tabla
9); no existen estudios en nifos, ni en adultos, que relacionen la exposicion ambiental con la
modificacion de los biomarcadores TAC y OSlI, por esto, el presente trabajo puede servir como una
propuesta para que éstos sean utilizados como biomarcadores efectivos en el biomonitoreo de
poblaciones humanas expuestas, ya que los métodos empleados para su determinacién son simples,
rapidos, reproducibles y su costo es bajo.

Se han realizado estudios de exposicidon indirecta a contaminantes similares a los
encontrados en la zona del rio Atoyac, en especifico a la exposicion al humo de cigarro cuyos
componentes son el tolueno, el cloruro de vinilo y el fenol, entre otros, resultados similares a lo
encontrado en nuestro estudio se describen en nifos y bebés expuestos de manera pasiva al humo
de cigarro, donde encontraron una TAC disminuida y un aumento en el OSI (Aycicek et al., 2005;
Kosecik et al., 2005). La disminucion basal de la TAC en los nifios de la comunidad de Tepetitla de
Lardizdbal podria deberse a la exposicidon a las mezclas de xenobiéticos, especificamente de VOC,
como se muestra en las determinaciones de las concentraciones de BTEX en aire en donde en todos
los casos se encontraron concentraciones en el orden 1:2 en la comparacién entre la zonas San Juan
Ixtenco: Tepetitla de Lardizabal (Figura 7). Partiendo del supuesto de que esta exposicién se ha dado
de manera constante a lo largo de varios afios, podria haber resultado en la inhibicidn de
mecanismos antioxidantes. Estos datos concuerdan con lo descrito en un modelo de rata, en el que
la administracion de una mezcla de VOC (cloroformo-diclorometano-tolueno), provocé la
disminucién en la actividad de enzimas antioxidantes como glutatidon peroxidasa (GPx), glutatidn
reductasa (GRed), superodxido dismutasa (SOD), asi como la tasa de glutatién-glutation disulfuro
(GSH/GSSG) (Belmont et al., 2014); también es consistente con los resultados observados en un
grupo de trabajadores expuestos a tolueno en el que se encontré hipometilacién en el promotor de
CYP2E1 con aumento de su expresidn, en contraste con un aumento en la metilacion de GSTP1
disminuyendo su expresiéon (Jiménez- Garza et al., 2015). Ademas, la TAC disminuida en los nifios de
Tepetitla de Lardizabal podria deberse a deficiencias en vitamina Cy proteinas que aportan grupos
sulfhidrilo, que como describe Erel (2004) son las moléculas plasmaticas que tienen mayor
participacién en la TAC (Tabla 7). En este contexto la dieta podria ser un factor relevante,
independientemente de que los habitos alimenticios entre los nifios de las comunidades de estudio
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son muy semejantes, segun lo informado por los padres en las encuestas, con un consumo de carnes
rojas y blancas, huevos, leche, frutas y verduras en cantidades y periodos similares, e incluso un
consumo similar de comida chatarra. Sin embargo, la presiéon ambiental en Tepetitla de Lardizabal
es mayor que en San Juan Ixtenco, lo cual podria consumir sus reservas antioxidantes y de esta
manera, elevar sus requerimientos de estos en la dieta.

Otro resultado que llama la atencién es el relativo al indice de Masa Corporal (IMC) que estd
elevado para la edad de los nifios varones y las ninas de San Juan Ixtenco y las nifias de Tepetitla de
Lardizdbal (de acuerdo con las tablas del Proyecto FANTA, 2012). En cambio, el 9% de los nifios
varones de Tepetitla de Lardizabal presentan un IMC bajo, en comparacién con los nifios de San
Juan Ixtenco que son un afio menor en promedio que los nifios de Tepetitla de Lardizabal. A pesar
de estas diferencias, la distribucion del OSI fue elevada en las muestras del estudio tanto en nifias
como en nifios varones de Tepetitla de Lardizdbal, y no se encontrd correlacién entre el IMC con
ninguno de los parametros de estrés oxidante, lo cual indica que los resultados se deben a otros
factores, como al estrés ambiental.

En las muestras de plasma sanguineo de los nifios de la comunidad de Tepetitla de Lardizabal no se
observé un aumento en el TOS en comparacion con las muestras de San Juan Ixtenco. Este estudio
fue realizado en nifos sanos, lo que implica que aun con la disminucién en la defensa antioxidante
encontrada en las muestras de los nifios de Tepetitla de Lardizabal, su organismo es capaz de
contender contra la formaciéon de especies oxidantes generadas por la exposicion a VOC
ambientales, y de mantener un aparente estado de homeostasis; estos resultados concuerdan con
el trabajo de Aycicek (2005) que reporta en una muestra poblacional de nifios fumadores pasivos.
De no mantener este estado, se observaria un aumento en el TOS como se ha descrito en nifios con
padecimientos como enfermedad renal crdnica, trombocitopenia aguda, desérdenes de ansiedad
(Guney et al., 2014; Cura et al., 2016; Maciejczyk et al., 2018) o alternativamente, se observaria un
incremento en otro tipo de dafo relacionado, como por ejemplo, mayor genotoxicidad o mayor
citotoxicidad en tejidos por lipoperoxidacién, lo cual no se evalué en el presente trabajo. No
obstante, el Odds ratio de 8.86 obtenido en la comunidad de nifios de Tepetitla de Lardizabal supone
un mayor riesgo de presentar un OSI alto en comparacién con los nifios de San Juan Ixtenco, que es
una comunidad alejada de fuentes de contaminantes como las que se presentan en Tepetitla de
Lardizdbal. Y podria suponerse que de seguir bajo un régimen de exposicion a sustancias
contaminantes como el que tienen en estas comunidades, su organismo se volveria mas susceptible
a desarrollar enfermedades, que aquellos niflos que se encontraran mas alejados de estos.

En las mediciones de las muestras ambientales de BTEX para este estudio, se encontraron
concentraciones por debajo de los niveles de referencia recomendados por la EPA para efectos no
carcindgenos para ambas comunidades (Figura 7). Sin embargo, los niveles de benceno en aire se
encuentran dentro de los niveles de riesgo de desarrollar leucemia (EPA-IRIS, 2012; EPA 2015), y
ademas, las concentraciones encontradas en estas comunidades estan en el rango de las reportadas
en estudios de asociaciéon con afectaciones a la salud, como dafio al sistema respiratorio
principalmente, pero también sobre el sistema inmune, atopias y desarrollo embrionario (Bolden et
al., 2015). Ademas, las concentraciones de metabolitos de algunas muestras de orina en ambas
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comunidades sobrepasan los niveles del BEIl establecido por la ACGIH (Figura 16), que estan
establecidos para personal adulto expuesto ocupacionalmente a estos compuestos (ACGIH 2015),
lo que hace pensar que los niveles ambientales de referencia recomendados por la EPA-IRIS y que
en otros paises se toman como referencias se deberian revisar.

Los metabolitos de BTEX en orina se usaron para obtener una estimaciéon de los niveles de
exposicién en cada comunidad, considerando también que otros VOC y compuestos téxicos también
estan presentes. Los niveles de metabolitos medidos en las muestras de orina de los nifios de San
Juan Ixtenco y Tepetitla de Lardizabal son similares, lo cual pareceria un indicador de que no hay
diferencias entre las exposiciones, sin embargo, como ya se puntualizd, se determind una tasa de 1:
2 respectivamente de estos contaminantes en el aire de las comunidades (Figura 7).

El comportamiento de la concentracidon de metabolitos con relacion al OSl en las muestras bioldgicas
de los nifios de Tepetitla de Lardizabal reveld que existe una correlacidén negativa (Figura 17), que
no corresponde a lo que podria esperarse de una poblacién en condiciones dptimas, en las que si
un organismo se expone a un xenobidtico su metabolismo forma metabolitos de desecho de
acuerdo con las vias conocidas para mantener su homeostasis, esto iria de la mano con un OSI bajo,
qgue es lo que se encontrd en las muestras de los nifios de San Juan Ixtenco. Los resultados nos
revelan que los nifios participantes de Tepetitla de Lardizdbal ya presentan un OSI elevado en
comparacién con los nifios de la comunidad de San Juan Ixtenco, lo cual nos habla de que se
encuentran en desventaja al no contar con los mecanismos suficientes para inactivar o excretar la
totalidad de metabolitos electréfilos y de ROS que se generan por el metabolismo de los BTEX
(Cederbaum et al., 2009, Rappaport et al., 2010), lo que podria traducirse en mayores dafos a
macromoléculas en forma de lipoperoxidacion, oxidacion de DNA y/o dafio genotdxico.

El comportamiento de la excrecidon de metabolitos de los nifilos que participaron en este
estudio de la comunidad de Tepetitla de Lardizabal podria explicarse, en parte, por el aumento en
la produccién y activacion de CYP2E1L en cuyo ciclo catalitico per se produce una gran cantidad de
ROS, y que ademas la biotransformacién de BTEX por esta via da como resultado la formacién de
metabolitos téxicos como los epdxidos y en el caso del benceno, también lleva a la produccion de
quinonas (Figura 18) (Cederbaum et al., 2009; Rappaport et al., 2010), lo que resultaria en un exceso
de ROS en el organismo haciéndolo incapaz de desactivarlas, y por lo tanto, excretarlas. Esta
respuesta se observd en el trabajo de Belmont et al. (2014) quienes vieron un aumento de la
actividad de CYP2E1 por la exposicidon a una mezcla de VOCy en los resultados de Jiménez-Garza et
al. (2015) en los que se observé hipometilacion de la region promotora del gen de CYP2E1 que esta
relacionada con un aumento en la expresién de RNA mensajero (RNAm) y posiblemente aumenta
también la actividad de la enzima.

Otra via por la cual podrian explicarse estos resultados es por el propio metabolismo de los
BTEX, y la manera en que actuan en el organismo dependiendo de las concentraciones en los que
se presente la mezcla en el ambiente. Como ya se mencioné de acuerdo con modelos
farmacocinéticos descritos por la ATSDR (2004), a bajas concentraciones de exposicion en los
organismos, el CYP2E1 participa como la principal via de biotransformacién dando paso a la
formacién de metabolitos oxidados altamente reactivos como son los epéxidos, mientras que a altas

48



concentraciones se produce un mecanismo de inhibicidn metabdlica competitiva, donde CYP2E1 se
satura, dando paso a la accién de otras isoenzimas del complejo del citocromo P-450, y la
consecuente formacién de metabolitos glucuronidados, sulfatados, etc., contribuyendo de este
modo a la desintoxicacién del organismo o, por el contrario, a la generacion de mas especies
oxidantes que a su vez generarian aumento en el indice de estrés oxidante observado.
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Figura 18.- a) Vias de biotransformacién y bioactivacidon de BTEX. b) Vias de biotransformacién y bioactivacion
de dicloroetano. CYP2E1: citrocromo P450 2E1, GSTT1 y GSTM1: glutation S-transferasa T1 y M1, NQO1:
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(Elaboracion personal).

Otro punto que considerar en los resultados del estrés oxidante y los metabolitos, se trata de los
polimorfismos presentes en la poblacion; como se observa en las Tablas 10 y 11, los genotipos que
correlacionaron con un aumento en el OSl en las muestras de la poblacion de Tepetitla de Lardizabal
fueron CYP2E1 Rsal c2c2, GSTT1 presente y NQO1 C609T CC. Si bien se ha establecido que puede
haber un aumento en el metabolismo por CYP2E1 atribuible a la induccion de la enzima por la
exposicién crénica a BTEX (Belmont et al., 2014; Jiménez-Garza et al., 2015), también se ha
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documentado aumento en la produccién de la enzima en personas portadoras del alelo c2 de
CYP2E1 Rsal, y en los nifios estudiados en Tepetitla de Lardizdbal, el genotipo homdécigo c2c2
correlacioné con un aumento en el OSI. En relacidn con el genotipo GSTT1 presente, la enzima se ha
asociado con la producciéon de metabolitos téxicos al bioactivar di y trihaloalcanos, como el
diclorometano que es transformado en S-(2-cloroetil) glutatidn y este a su vez en ion episulfonio
(Figura 18b) (Chia et al., 1997; Akiba et al., 2017). Si bien en este proyecto no se contempld la
medicion de metabolitos de estos compuestos, no se puede descartar su participacion en el
incremento en el estrés oxidante, dado que se ha reportado la presencia de diclorometano en el rio
Atoyac (IMTA-CONAGUA 2008; CONAGUA-SEMARNAT, 2011; GREENPEACE, 2014). Otra posible
accién de GSTs, en general, es que, si sustituyen a moléculas como la hidroquinona, resultante del
metabolismo del benceno, con mas de una molécula de GSH, los metabolitos resultantes son
altamente téxicos para la médula dsea, disminuyendo la eritropoyesis (Snyder, 2007).

El genotipo NQO1 C609T CC (considerado nativo) también correlacioné con un aumento en
OSlI, esto podria explicarse porque NQO1 dismuta la p-benzoquinona a hidroquinona, pero esta
molécula, dada su inestabilidad en pH fisioldgico, entra a un ciclo redox por autooxidacién o
reorganizacion en el que se forman ROS (Figura 18a) contribuyendo al aumento del estrés oxidante
(Watanabe et al., 2004; Ross y Siegel, 2017).

Los polimorfismos metabdlicos que se estudiaron en este proyecto son polimorfismos de
baja penetrancia, siempre que las presiones ambientales permanezcan bajas (Vineis et al., 1999);
pero cuando la exposicién a compuestos tdxicos es cronica, los efectos de estas variaciones alélicas
pueden ser evidentes, como es el caso de lo encontrado en las muestras bioldgicas de los nifos de
la poblacién de Tepetitla de Lardizdbal en la que se observaron estas correlaciones entre incremento
en el OSI con los genotipos mencionados, mientras que en las muestras de los nifios de San Juan
Ixtenco, no se encontré correlacién con ningln genotipo.

Debido a la frecuencia de los polimorfismos observados en esta poblacidn, estos resultados
son una advertencia para las autoridades de salud pues representan una poblacién susceptible a la
exposicién a VOC. La frecuencia del genotipo c2c2 de CYP2E1 Rsal fue de 0.09; del genotipo CC de
NQO1 C609T fue de 0.32 (las frecuencias de genotipo no se presentan en la Tabla 10, sdélo se
muestran las frecuencias alélicas), y 0.93 para GSTT1 presente (homocigoto y heterocigoto). Si se
consideran individuos portadores de dos o tres de estos genotipos susceptibles, una proporcién de
0.32 de personas son susceptibles a este tipo de ambiente, llevando dos de estos genotipos, y la
proporcién de los mas susceptibles, que portan tres genotipos susceptibles es 0.03, para un total de
0.35, demasiado alto para cualquier poblacién. Comparados con otros grupos en el mundo, las
frecuencias alélicas de estos polimorfismos son mayores en mexicanos que en los europeos, los
africanos o los afroamericanos, y son similares a las de los asiaticos.

El trabajo de la academia ha sido un enorme aporte para comprender la problematica sobre
asuntos relacionados con las interacciones contaminaciéon ambiental — salud en los paises en
desarrollo, sin embargo, muchos de estos avances no son conocidos por las autoridades
correspondientes porque la comunicacion entre academia y gobierno no llega a darse de manera
efectiva, por la razdn de que en estos paises no se trabaja de manera conjunta. Los gobiernos deben

50



de proveer a las comunidades de sistemas adecuados para el saneamiento de sus aguas, como parte
de su derecho fundamental de tener acceso a agua limpia, y dentro de este contexto, en marzo del
2017 la Comisién Nacional de Derechos Humanos en México emitid una recomendacion sobre la
violacidn a los derechos humanos a un medio ambiente sano, saneamiento del agua y acceso a la
informacidn, a todos los érganos de gobierno, en relaciéon con la contaminacién de los rios Atoyac,
Xochiac y sus afluentes (CNDH, 2017); en la que a partir de una denuncia presentada por
asociaciones civiles y poblacién en general, se recabaron todas las investigaciones existentes en
torno a este caso, para dictaminar que las instituciones SEMARNAT, CONAGUA, PROFEPA, COFEPRIS,
los gobernadores de los estados de Puebla y Tlaxcala, asi como los presidentes municipales de las
comunidades afectadas, deben de trabajar en colaboracién para dar una resolucién integral a la
problematica que se desarrolla en esa regidn, y asi garantizar que los derechos humanos que estan
siendo agraviados se respeten, en beneficio de la poblacidén en general. Algunas de las acciones que
se recomiendan en el documento, establecen que, aunque ya existen 17 monitores de
contaminantes en agua en los afluentes afectados, los gobiernos deben implementar una mejor red
para realizar monitoreos de manera periddica y mas eficiente; asi como instruir personal que
reconozca las violaciones a los derechos humanos tanto en las industrias, como en las descargas,
para que estas no sean pasadas por alto como ha venido sucediendo durante afios; ademas se
puntualiza la importancia del derecho a la informacidn tanto para los tomadores de decisiones,
como para la poblacion, para garantizar que se aplique el principio precautorio con base en el
conocimiento. Este documento queda como un precedente de accién, para las instituciones y la
poblacién, que puede tomarse como ejemplo para otras regiones del pais igualmente impactadas
(Lopez y Montero 2018). Tiene omisiones, como por ejemplo, no menciona la necesidad de
establecer una red de monitoreos de la calidad del aire en las comunidades aledafias al rio de donde
emanan los contaminantes para distribuirse en toda la zona, pero los pobladores, ya sensibilizados
con el problema ambiental, lo demandan en documentos que han presentado a las autoridades para
rescatar la zona (Centro Fray Julian Garcés, 2018).

9 CONCLUSIONES

Los nifios de la comunidad de Tepetitla de Lardizabal al presentar modificaciones en biomarcadores
de estrés oxidante, en comparacidn con los nifios de San Juan Ixtenco, tienen mayores
probabilidades de desarrollar enfermedades relacionadas con contaminacién ambiental. Estas
diferencias en la modulacién del estrés oxidante parecen estar relacionadas con una disminucidn
en la excrecion de metabolitos y con los genotipos con variantes polimdrficas CYP2E1 Rsal c2c2,
NQO1 C609T CC y GSTT1 presente, lo cual en conjunto con las afectaciones en el sistema
antioxidante podrian representar una mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedades como las
presentes en esa zona de estudio. Los problemas de salud esperados para estos nifios a medida que
crecen implican una amplia gama de trastornos, incluidos el cancer y los riesgos de fertilidad para
ellos y sus hijos.
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10 EPILOGO

Finalmente, como parte del presente estudio se entregd a los padres de los nifos que participaron
donando sus muestras bioldgicas, el resultado de los andlisis clinicos, y en el caso de encontrar
anomalias determinadas por profesionales en salud (cristales en orina, eritrocitos en orina) fueron
derivados con el apoyo del “Centro Fray Julian Garcés” con médicos especialistas para su

observacién oportuna.

Ademas, Investigadores y estudiantes de diversos centros de la UNAM, como son la Facultad de
Economia, el Instituto de Ingenieria, la Facultad de Ciencias, el Instituto de Investigaciones
Biomédicas, y de la UAM-Azcapotzalco en conjunto con las organizaciones no gubernamentales
(ONG): Centro “Fray Julian Garcés” para los derechos humanos y desarrollo local A.C., la Red de
jovenes en defensa de los pueblos y la coordinadora “Por un Atoyac con vida” de Tlaxcala, y Dale la
Cara al Atoyac A.C. de Puebla, han estado trabajando en convenios para intervenir en el proceso de
saneamiento del rio Atoyac y la prevencién de las enfermedades asociadas con la contaminacion.
Han organizado campafias de sensibilizacién en la region mediante talleres y foros publicos,
trabajando en las comunidades para fomentar una adecuada comunicacién de riesgo hacia los
pobladores y afectados por la contaminacién de la zona, asi como para elaborar estrategias de
proteccion y prevencién, enfocandose en brindar informacion sobre el riesgo ambiental y
ocupacional a la salud, la importancia de una buena alimentacidn, y de la proteccién al ambiente.
La Figura 19 es una muestra del esfuerzo realizado por ONG en la zona, para difundir el riesgo
ambiental, ecoldgico y de salud entre los habitantes de las comunidades afectadas, y para llamar la
atencion de las autoridades. Asi es como en algunas de las comunidades en Tlaxcala se ha impulsado
la elaboracidn de ecotecnias que evitan que se sigan descargando las aguas domésticas en los
drenajes municipales que tienen como destino el rio Atoyac (Centro Fray Julian Garcés, 2018), y en
Puebla se cuenta con un “Observatorio Atoyac” en el que los ciudadanos tienen la opcién de
denunciar las descargas y evidenciarlas en una plataforma digital (Dale la cara al Atoyac, 2018),
ambas acciones buscan incidir en los gobiernos municipales y estatales para demostrar el nivel de

compromiso por parte de una ciudadania responsable para que se logre el saneamiento del rio.
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REVIEW

Volatile Organic Compounds in Air: Sources, Distribution,
Exposure and Associated llinesses in Children

Regina Montero-Montoya’, Rocio Lépez-Vargas®™ and Omar Arellano-Aguilar?

Background: Toxic volatile organic compounds (VOC), like benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes
(BTEX), are atmospheric pollutants representing a threat to human health. They are released into the
environment from mobile sources in urban settings, but newly polluted areas are gaining importance in
countries where accelerated industrialization is taking place in suburban or rural settings.

Methods: The review includes studies done in Mexico and Latin-America and countries considered to have
emerging economies and are compared with similar studies in developed countries. Data about environ-
mental VOC levels and exposure of children have been included. Also, information about health effects
was reviewed. Articles were searched in PubMed and Scopus, and information was also obtained from the
United States Environmental Protection Agency (EPA), the EPAs Integrated Risk Information System (IRIS-
EPA) and state reports on air quality of Mexican cities.

Results: VOC or BTEX levels reported in industrial and suburban areas were found to be higher due to
the burning of fossil fuels and waste emission; whereas, in big cities, VOC emissions were mainly due to
mobile sources. Even though TEX levels were under reference values, benzene was found at levels sev-
eral times over this value in cities and even higher in industrial zones. Elevated VOC emissions were also
reported in cities with industrial development in their peripheral rural areas.

Public health relevance: Industrial activities have changed the way of life of small towns, which previ-
ously had no concern about environmental pollution and chemicals. No air monitoring is done in these
places where toxic chemicals are released into rivers and the atmosphere. This work demonstrates the
need for environmental monitors to protect human life in suburban and rural areas where industrial
growth occurs without planning and ecological or health protection, compromising the health of new

generations beginning in fetal development.

Introduction

Environmental pollution is a significant problem for
humanity because of considerable changes in ecosystem
behavior and the loss of biodiversity it is triggering, and
because it may be at the origin of different diseases and
physiological disorders in humans. Pollutants that impact
air quality include volatile organic compounds (VOCs),
which are introduced into the atmosphere through
anthropogenic or biogenic activities and add to prob-
lems in the formation of tropospheric ozone and particles
lower than 2.5 micrometers in large cities [1].

VOCs as categorized by the World Health Organization
(WHO) are compounds with a boiling point less than
250°C measured at a standard atmospheric pressure of
101.3 kPa [2]. This classification may be further subdivided
into very volatile organic compounds with boiling points
between 0 and 100°C, which are mainly gases, and volatile
compounds with boiling points between 100 and 250°C,
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distributed between air and water body surfaces or solid
surfaces [3]. These compounds’ physical and chemical
properties and mean lifetime in the atmosphere, which
ranges from a few minutes to several months, allow them
to travel large distances from the source of emission and
to enter the body, mainly by way of air or through the skin,
and cause symptoms that may lead to pathologies, includ-
ing asthma, atopic dermatitis and neurologic problems.
Some VOCs, like benzene, 1,3-butadiene and vinyl chloride
are classified by the International Agency for Research on
Cancer (IARC) in Group 1 as carcinogenic for humans [4].

Nevertheless, these data were obtained from occupa-
tional studies, so contribution to the aforementioned
diseases by environmental exposure to VOCs is generally
unknown, with the best documented being respiratory
diseases caused by ozone [5]. VOCs, however, are impor-
tant for global ecological integrity and human health
[6] independently of their contribution to tropospheric
ozone. In Mexico, information about VOC mixture in air
is scarce, and the most widely studied sites are large cities,
like Mexico City (MX), Monterrey (MY) and Guadalajara
(GJ); industrial areas have been studied only in relation
to aromatic VOC levels, such as benzene, toluene, ethylb-
enzene and xylenes (BTEX), as surrogates for the presence
of VOC, because they result mostly from fuel combustion.
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Therefore, in this review we first compared VOC levels
in the three above-mentioned cities as to their composi-
tion and levels. Next, we focused on identifying the value
of BTEX in the environment in communities close to
industrial facilities from which these substances may be
released, and we focused on any relationships that may
exist under child population exposure conditions. These
data were used to make a comparison with occupational
exposure reference values. The purpose of this review was
to describe the information currently available about VOC
toxic effects and VOC levels in our cities and their indus-
trial areas so as to better understand the problems faced
by communities more affected by these toxic substances.

Methodology

Works between 2000 and 2017 were reviewed in PubMed
and Scopus following searches with the key words volatile
organic compounds, health, disease and oxidative stress.
Also, the latest information from the EPA and IRIS was
reviewed and information about BTEX was used as a model
and summarized. Public records from the National Insti-
tute of Ecology and Climate Change (INECC in Spanish)
were consulted for information about benzene levels in
Mexican Cities.

Results

Volatile organic compounds (VOCs)

VOCs include aromatic hydrocarbons, aliphatics, alde-
hydes, ketones, ethers, acids and alcohols, with diverse
functional groups (halogens, oxygen, sulfur, nitrogen or
phosphorus, excluding carbon oxides and carbonates).
They are rather inert lipophilic compounds capable of
passing through biological membranes, with a toxicity
that basically depends on their biotransformation within
the body [7]. Although a large number of substances are
considered VOCs, the most abundant in the environ-
ment are benzene and some of its organic derivatives, like
toluene, ethylbenzene and xylene (o-, m- and p-), jointly
named BTEX, which comprise over 60% of the VOCs found
in urban areas [8]; hence, they are used as a reference to
evaluate environmental levels and VOC exposure.

VOCs come mainly from natural sources, like forest fires
and the transformation of biogenic precursors; neverthe-
less, anthropogenic activities have become important
sources of toxic VOC emissions into the atmosphere, so
much so that they account for 25% of VOCs in our global
atmosphere [9]. Petroleum and natural gas extraction,
petrochemical activities and the burning of fossil fuels in
industries, homes and mobile sources, including automo-
biles, trucks, buses and motorcycles, ships and airplanes
are the major contributors of VOC, followed by chemical
and industrial processes (manufacturing of paints, lubri-
cants, adhesives, oil derivatives), mining, commercial
sources, gas leaks from stoves, residential water heaters
and boilers and use of pesticides in agriculture [10, 11].

To determine the amount of pollutant emissions into
the atmosphere, the US Environmental Protection Agency
(EPA) developed the national emissions inventory (NEI),
where a comprehensive and detailed estimate of air emis-
sions of the most hazardous atmospheric pollutants and
their precursors is made from different sources across its
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territory [12]. Pollutants included in the NEI are associated
with the national ambient air quality standards (NAAQS)
and with the EPAs air toxic program, which include haz-
ardous air pollutants (HAPs). NEI estimates of compounds
include carbon monoxide (CO), lead (Pb), particulate
material (PM), sulfur dioxide (SO,) and ozone precursors
(0,), which are nitrogen oxides (NO,) and VOCs.

Regarding VOC emissions from industrial processes, the
EPA reported in 2014 the activities with the highest VOC
emissions into the atmosphere were oil and gas produc-
tion, totaling more than 3 million tons that year, followed
by storage and transportation, and new and existing
chemicals (NEC) with nearly 200 thousand tons in both
cases; whereas, oil refineries emitted just over 50 thou-
sand tons [13]. It is worth mentioning that these figures
account for only the United States, and so it is of concern
that not all countries have reliable air pollution emission
inventories, because despite the existence of the Global
Atmosphere Watch (GAW), it monitors only VOCs present
in large geographic areas, not at a regional municipal
level, where health impacts occur.

Table 1 presents VOC pollution compositions and lev-
els from a study on air quality in major cities in Mexico
[14-16]. In MX, the composition is due to liquified gas,
automobile and truck fuel combustion and the use of
household products of industrial origin besides fuel com-
bustion. In MY, a substantial contribution of compounds
of industrial origin besides fuel combustion is observed;
levels reached in the most polluted area in MY (Santa
Catarina) are about twice the highest levels measured in
MX (La Merced): 1051 ppbV versus 605.5 ppbV [14, 15]. GJ
shows an intermediate combined composition of industry,
gas and use of industrial products, with a total of 678.04
ppbV average [16].

The relative abundance of reactive VOCs that contrib-
ute to the formation of tropospheric ozone in MY and MX
was studied [14, 15], and it was found that the potential
for ozone formation in the most polluted industrial area
in MY was four times higher (Table 2) than the potential
in the most polluted area in MX. Nevertheless, measure-
ments in 2015 indicated higher ozone levels in MX (50 to
80 ppb during the ozone generation period, from March
to June, with a maximal value of 179 ppbV in June, at the
south of the City), which is probably because the natural
atmosphere in MX is very oxidative and UV radiation is
high [17]. MY showed ozone levels between 20 and 36.6
ppbV on average throughout the year, with a maximum
46 ppbV in August in its NW area [18]. According to the
EPAs air quality indices (AQI) for ozone, MY shows good
indices; whereas, MX shifts between moderate to harmful
for sensitive groups values [19].

Benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (o-, m-
and p-) (BTEX), as indicators of toxic VOC exposure

Benzene, toluene, ethylbenzene and xylenes (o-, m- and
p-) are found in natural form in crude oil, diesel and gaso-
line, so they are released into the environment whether or
not these fuels are burned. In addition, BTEX are highly
used in the industry as additives and precursors of other
substances: benzene is used in the manufacturing of syn-
thetic materials and consumer products, including plastics,
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Table 1: VOC mixture in the air of the largest cities in the Mexican Republic.

Monterrey [15] Guadalajara [16] México [14]
vocC Origin/use ~ Maximal VOC Origin/use Maximal VOC Origin/use Maximal
ppbVv ppbVv ppbVv
1  Ethanol Industrial/fuel 150 Propane LP gas 160 Propane LP gas 28
combustion
2 Propane LP gas 150 Methylcyclo- Industrial 70 Acetone Domestic prod- 17
pentane uct
3 2-hexanone Industrial 105 n-butane LP gas 38 Ethanol Fuel combustion 15
4 Acetone Industrial 60 Acetone Domestic use 30 n-butane LP gas 15
4-methyl-  Industrial/ 40 Ethanol Fuel combustion 30 Toluene Fuel combustion 8
2-pen- domestic
tanone product
6  2-propanol Industrial/ 35 2-hexanone Industrial 30 n-pentane Fuel combus- 10
domestic tion/domestic
products product
7  Hexachloro- Industrial 35 2-propanol Industrial/ 25 Isopentane Fuel combus- 8
1,3-butadi- domestic tion/domestic
ene product product
8 14-dichlo- Industrial 30 Toluene Fuel combus- 20 n-hexane Fuel combustion 6
robenzene tion/domestic
product
9 1,24-tri- Fuel combus- 30 Isobutane  LPgas 18 Ethylene Domestic 5
methylben- tion/industrial product/fuel
zene combustion
10 n-butane LP gas 30 4-methyl-  Industrial/ 18 Isobutane  LP gas 5
2-pen- domestic
tanone product
TOTAL VOC Santa Cata- 1051 TOTALVOC Average Whole 678.04 TOTALVOC La Merced area 605.5
rina area City

TOTAL VOC — refers to the sum of all VOC measured; in the table, only the ten more abundant are presented.

Table 2: Potential contribution of VOC to ozone formation according to their MIR* factors in Monterrey and Mexico City.

Monterrey (Santa Catarina area) [15] Mexico City (La Merced area) [14]
vocC Potential ozone VOC Potential ozone
formation (ppbV) formation (ppbV)
Ethanol 233.5 Toluene 72.8
Acrolein 132 o-xylene 42.8
Methyl-metacrylate 108.7 Ethanol 214
Toluene 101.0 Propylene 21.2
Propylene 82 Ethylene 20.8
1,2,4-trimethylbenzene 79.5 1,2,4-trimethylbenzene 17.5
o-xylene 79.4 m-xylene 14.5
m-xylene 78.4 n-hexane 11.9
p-xylene 71.8 Isopentane 11.7
1-pentene 64.9 n-butane 115
4-methyl-2-pentanone 59.2 1,3,5-trimethylbenzene 9.7
Propane 57.8 1,3-butadiene 9.7
Naphthalene 55.7 Propane 8.9
1,3,5-trimethylbenzene 50.9 p-xylene 8.7
n-hexane 50.3 Ethylbenzene 7.7
TOTAL POF 1,305.1 TOTAL POF 290.8

*Maximum Incremental Reactivity.
POF — potential ozone formation.
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Table 3: Concentrations of BTEX in different studies (nug/m?3).

*Benzene Toluene Ethylben- o-xylene m,p-xylene Country Type of Reference

pg/m3 ug/m3  zene ug/m3 pg/m3 pg/m3 measurement

1.21 14.33 2.55 2.16 5.97 USA population Personal exposure [66]

0.63 1.09 0.32 0.26 . Canada Outdoor levels [67]

0.78-0.88 . Stenungsund, Sweden,  Outdoor levels [68]
Petrochemical area

2.15 6.83 1.28 1.46 3.56 USA population Outdoor levels [21]

3.64 19.2 2.78 2.87 8.07 USA population Personal exposure [21]

1.5-6.95 717-269 0.59-2.06 0.94-4.16 3.07-13.3 Review of studies in the Outdoor levels [10]
world

1.21-2.8 14.33 2.55 2.16 5.97 Review of studies in the Personal exposure [10]
world

15.07 139.35 2468 13.39 27.88 Kwai Chung in Hong Outdoor levels (8]
Kong industrial area

0.7-3.5 2.3-6.0 0.4-5 1.9-2.3 Viseu, Portugal Outdoor levels [40]

13.42 18.9 1.8 2.3 10.91 LaPlata industrial area, Outdoor levels [69]
Argentina

0.58-3.0 2.8-5.9 0.2-16 0.26-13 1.3-3.5 Curitiba, Brazil, Outdoor levels [70]
suburban area

0.58-6.0 4.3-73 0.19-2.5 0.24-45 1.3-6.9 Curitiba, Brazil, Personal exposure [70]
suburban area

5.9 379 5 5.9 14.9 Mexico City Outdoor levels [24]

10.6 86.1 8.1 9.1 25.2 Mexico City Personal exposure [24]

2.18-3.7 17.17-46.9 24-72 28-113  3.8-11.7 Mexico City Outdoor levels [17]

1.1-5.3 2.3-14.0 04-22 0.5-3.2 1.4-8.0 Industrial area, Tlaxcala, Outdoor levels [74]
Mexico

0.03 5 1 0.1 0.1 USA Outdoor levels Rfc (mg/m?) [71]

1.01 6.95 15 15 4.1 Global Personal exposure  ** ug/m’

* Bold numbers in the benzene column represent increased risk of leukemia for those populations.

** Lowest concentrations found to produce health effects [10].

nylon, insecticides and paints; toluene is used as solvent for
paints, coatings, rubbers, oils and resins; ethylbenzene may
be found in paints, plastics and pesticides, and it is also
used as additive for aviation fuel; xylenes are used as sol-
vent in the printing, rubber and leather industries [20, 12].

Because BTEX are so widely used and are derived from
gasoline and organic material combustion, they coexist as
a mixture in the atmosphere in practically all ecosystems.
The mixture composition varies and depends to a great
extent on nearby sources, on the type of industry, on the
activities developed in the region and on environmental
conditions. These compounds may be found polluting
not only the air but also the soil and the water, because,
as already mentioned, their physical and chemical prop-
erties endow them with a great dispersion capacity, and
once they are released into the environment, they can
volatilize, dissolve in water, adhere to soil particles or be
biologically degraded [21, 10]. High BTEX concentrations
have been found in areas with intensive industrial activity,
but they also reach high levels in large cities, mostly owing
to vehicular traffic problems [22, 21]. Furthermore, there
may be additional exposure owing to household prod-
ucts, like disinfectants, aerosols, varnishes, printing inks
[23], as well as cigarette smoke, which turns them into
ubiquitous pollutants. Higher BTEX concentrations have
been reported in close spaces (i.e., indoors) than in open

spaces [10], but the ban on indoor smoking and more
careful measurements [24, 21] have demonstrated that
personal exposure to VOCs may be due to outdoor pollut-
ants, mainly in temperate and warm latitudes where doors
and windows are opened more frequently, allowing for an
air exchange. In MX, only toluene showed higher levels
indoors than outdoors (26.11 ppbV vs 14.32 ppbV) [24].
For different polluting compounds in environmental
matrices, the EPA has used information from the IRIS
database to establish reference concentrations (RfCs)
that cause critical effects [25]. Hence, the maximum envi-
ronmental exposure concentration in air of benzene for
an individual is 0.03 mg/m? this concentration is due
to the hematological effect of benzene in humans. For
toluene, it is 5.0 mg/m?, based on neurological effects in
humans and the increase in liver size. For ethyl-benzene,
it is 1.0 mg/m? based on effects in the respiratory system,
hepatotoxicity and nephrotoxicity. For xylene mixture,
a maximum concentration in air of 0.1 mg/m? was esti-
mated for effects on the respiratory and neurological sys-
tems and low birth weight (Table 3, bottom) [25]. All of
the above refers to noncarcinogenic effects. Nevertheless,
according to the monograph on specific reference values
for benzene, an individual's chronic exposure to a refer-
ence value of 0.03 mg/m? accounts for an increase in the
potential risk for developing leukemia to 1 out of 10, 000,
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compared with a baseline of 1 in one million for a popula-
tion with exposures 2 orders of magnitude lower [25].

Table 3 also shows environmental exposure levels
measured in research studies of populations near BTEX
sources, like industrial areas, refineries and a highly pol-
luted Mexican river. In all these cases, the reported con-
centrations were lower than RfCs set forth by the EPA for
noncarcinogenic effects. However, most data reported
about benzene—the only carcinogenic compound—are
near or above the inhalation unit risk (IUR) value of 1
pg/m? in the air, increasing an individual’s cancer risk by
2.2 x 10"° up to 7.8 x 10~ for being exposed for a lifetime.
For example, the 15.07 ng/m? value reported by Lee [8]
would increase the cancer risk for that population 100
times [25]. As can be observed, industrial areas in emerg-
ing economies, like Latin-American countries and Hong
Kong, show the highest levels of benzene, demonstrating
that economic growth and development are not related
to environmental protection and health or well-being
(Figure 1).

Biotransformation mechanisms and health effects of BTEX
BTEX compounds (Figure 2) are aromatic hydrocarbons
derived from benzene; the toluene and ethylbenzene
rings are monosubstituted with a methyl group and an
ethyl group, respectively; the xylene ring is disubstituted
with methyl groups, so that the xylene mixture comprises
ortho-, meta- and para- (0-, m- and p-) compounds, accord-
ing to the position of the ring substituents [26]. Because
of these structures and their easy volatilization, they can
enter organisms through various routes: the most com-
mon is inhalation, followed by skin and, at a lower per-
centage, orally through polluted water or food.
Toxicokinetic studies in humans and animals indicate
that these lipophilic chemical products are distributed
to highly vascular tissues rich in lipids, like the brain, the
bone marrow and the body fat, and they are rapidly elimi-
nated from the body. Nevertheless, such lipophilicity con-
fers on them the capability to cross mucous epithelia of
the respiratory tract and the cell membranes in various

CH,
© @ ©/\CH3
CH; CH, CH,
i CH, f
CH,
CH,

Figure 2: Chemical structure of BTEX. Upper line: ben-
zene, toluene and ethylbenzene. Lower line: orto-, meta-
and para-xylene.

organs. The nose mucous epithelium and the tracheo-
bronchial tree are metabolically active to BTEX exposure,
although the liver is the organ with the highest activity,
because most xenobiotic biotransformation processes
take place in the liver [27].

BTEX are slightly reactive compounds, so their toxic-
ity is determined by their biotransformation within the
body [7]. Biotransformation comprises phase I and phase
Il processes.

Classical studies about BTEX biotransformation, like
the toxicological profile for total petroleum hydrocarbons
[28], considered that out of the four compounds, benzene
has the highest toxicity potential because the formation of
an epoxide was recognized from the oxidation of the ben-
zene molecule by CYP2ET action. However, more recent
studies, such as those presented by the Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (ATSDR), reevaluated the
joint toxic action of these chemicals, and now it is known
that at low exposure concentrations BTEX are substrates of
CYP2E1 and of other P450 isoenzymes, whose main func-
tion is to oxidize their substrates. Oxidized metabolites of
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or in the infant bone marrow, or in both, to produce childhood leukemia (based on [10, 56]).

this phase I reaction are highly reactive [20]. Furthermore,
the action of compounds has a competitive metabolic
inhibition mechanism, but only at high exposure levels;
such mechanism has not been found at low levels. Hence,
it was concluded that the biotransformation of the four
substances is dose-dependent and generally extensive at
dose levels that do not saturate the first metabolic step of
each compound [29, 20].

All four chemicals can produce neurological impair-
ment via parent compound-induced physical and chemi-
cal changes in nervous system membranes. Additionally,
exposure to benzene can cause hematological effects,
including aplastic anemia, with subsequent manifestation
of acute myelogenous leukemia via the action of reactive
metabolites [30, 20].

Benzene, mainly during its metabolism, may suffer a
nonenzymatic rearrangement and form phenol, which by
asecond CYP2E1-mediated oxidation turns into hydroqui-
none. This may be accumulated in the bone marrow and
act as a substrate of myeloperoxidase (MPO), forming ben-
zoquinone that is both myelotoxic and clastogenic [31]. Its
leukemogenic capacity has partly been attributed to this
mechanism (Figure 3). It has been determined that ben-
zene may suffer biotransformation in the bone marrow,
but in a lower quantity compared to the liver, although
the typical toxicity site of this compound is the bone mar-
row [32, 33]. At low doses, benzene turns into recognized
toxic metabolites that include benzene epoxide or oxide,
benzene dihydrodiol, hydroquinone, catechol, benzoqui-
nones and muconaldehyde, while at a high dose, benzene
inhibits hydroquinone formation from phenol, apparently
through competition for the CYP2E1 active site, which
also has an affinity for hydroquinone and catechol [31,
33]. This is important because environmental exposure to
benzene typically occurs at very low doses.

The American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH) [34] made recommendations for the
occupational biological exposure index (BEI®) in urine
specimens for workers at industries producing environ-
mental pollutants. In 2005, they recommended the use
of certain metabolites to determine exposure to benzene
and toluene, establishing that trans, trans-muconic acid
(t,t-MA) was a good biomarker of benzene exposure with
a BEI® of 500 ng/g of creatinine; for toluene, they estab-
lished hippuric acid (HA) as an exposure biomarker with a
BEI® of 1.6 g/g of creatinine. Table 4 shows levels found
in children in various studies outside the working and
industrial environments in Latin-American countries and
in areas with similar pollution problems. As pointed out
by Bolden et al. [10], levels found are generally lower than
those set forth in international reference values, like the
US-EPA or ACGIH, for occupational exposure, but effects
on health or on the measured biomarker are reported.

Tuakuila et al. [35] used S-phenylmercapturic acid
(S-PMA) to measure benzene exposure. This metabolite
was proposed by the ACGIH in its 2015 publication as the
best benzene exposure biomarker [36], which had ren-
dered previous levels measured by t,t-MA questionable.
However, Fang et al. [37] demonstrated that there is a
good correlation between the two metabolites in experi-
mental animals and in children exposed to benzene in an
industrial area in Korea.

BTEX and their relationship to diseases in children

Due to the interaction of metabolites resulting from bio-
transformation of compounds with macromolecules, one
can assume that systems will be affected in different ways,
contributing to the development of a diversity of diseases,
of which a vast collection of research has been carefully
reviewed by Bolden et al. [10] They reached the impor-
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VOC studied Place Biomarker Age Health effects Exposure Reference
concentrations
Benzene Valencia, Spain, Home outdoor and Infants No conclusive relation-  Outdoor levels: [72]
big city indoor levels ship with respiratory ~ 0.5-3.61 pg/m?,
illness was found i/o ratio: 0.3-26.08
pg/m? (highest in
winter)
BTEX, and Genoa, Home outdoor 6—10 years old BTEX did not differ 114.4 ug/m?of [44]
other 37 VOC Italy, with levels between zones. Higher total VOC in the
petrochemical risk of respiratory syn-  industrial area vs.
industry away dromes and absentee-  80.7 png/m?in the
from residen- ism in children living in residential area.
tial zone the industrial zone Respiratory effects
are attributed to
o-xylene
Benzene, Viseu, Portugal, Forced expiratory 7.3+ 1.1years Toluene levels, ethylb- 0.5-39.2 pg/m? [40]
toluene, nonindustrial  volume (FEV), old enzene and benzene benzene levels in
ethylbenzene, city forced vital capac- exposure increases ayear; 3.3-108.2
xylenes and ity (FVC). vOC were associated with pg/m? toluene lev-
formaldehyde levels indoors and the need for medical els; 0.6-60.6 pug/
outdoors intervention related m3ethylbenzene
with wheezing levels; 2.1-185.6
pg/méxylenes
levels in a year
Benzene, Guamaré, Air quality moni-  0-14 yearsold VOC were under Benzene levels 32.4 [43]
toluene, Rio Grande toring station and acceptable levels. pg/m?;
xylenes, NO,  do Norte, respiratory symp- Significant associations Toluene levels 18.8
Brazil. City with toms in children were found between pg/ms;
petrochemical wheezing and the Xylenes levels 18.1
industry homes closer to highest pg/m?
VOC levels in air
BTEX and La Plata, Forced expiratory ~ 6-12yearsold Children in the petro-  Benzene levels 19.3 [42]
other VOC, petrochemical  volume (FEV), chemical area showed  ug/m?
alkanesand  zone compared forced vital capac- significantly more res-  Toluene levels 19.1
cycloalkanes  to heavy traffic ity (FVC). VOC piratory problems dur- pg/m?3;
and nonpol- levels outdoors ing the winter season,  Xylenes levels 9.6
luted areas including asthma ug/m?
Total VOC levels
102.1 pg/m?
Benzene, Guangzhou, 8-OHdG, t,t- 3-6yearsold  Co-exposure to ben- Levels of t,t-MA: [51]
toluene China, muconic acid zene and toluene, plus 2.6 to 381.16
industrial city ~ (t,+-MA), dihydroxy- HAP, induces additional pg/g creatinine;
benzene, s-phe- DNA damage sum of all toluene
nylmercapturic and benzene
acid (S-PMA), s-ben- metabolites: 25.09
zylmercapturic to 1175.15 pg/g
creatinine
Benzene Kinshasa, Phenylmercapturic 1-5and 6-14  S-PMA levels are 10X S-PMA level of [35]
Democratic acid (S-PMA) in years higher than those 7 ug/L urine
Republic of urine reported for Canadian ~ was found as a
Congo. Urban kids. A level of 7.0 ug/L geometric mean in
area in urine is proposed as  children aged 6 to
a reference value 14 years old
Benzene, Coatzacoal- t,t-muconic acid 6-12yearsold Toluene and benzene = 44-5521 pg/g [50]
toluene cos, Veracruz,  (t,t-MA)and metabolites did not creatinine of t,t-

México. Petro-
chemical and
oil refinery city

hipuric acid (HA) in
urine. Comet assay
and hematologic
parameters

exceed occupational
levels. t,t-MA inversely
correlated with hema-
tocrit and hemoglobin
values, as well as with
red cell count

MA; 0.03-2.12 g/g
creatinine of HA

(contd.)
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VOC studied Place Biomarker Age Health effects Exposure Reference
concentrations
Benzene Two urban- t,t-muconic acid 7-11 years old t,t-MA 48.6 to [49]
industrial areas and benzene in air 1367.8 ug/g creati-
in Buenos nine, and benzene
Aires, Argen- levels of 0.04 to
tina 0.49 mg/m3
Benzene, San Luis Potosi, t,t-muconic acid 9.5+4.0 tt-MAlevels of 35  [53]
toluene México. Urban  and hipuric acid in  (6-13.5) years to 850 pg/g cre-
area urine old atinine; HA levels
of 0.1to 1.75 g/g
creatinine. Under
reference values for
both exposures
VOC San Luis t,t-muconic acid Children aged t,t, MA: 38.4-4334 [52]
Potosi, México. and 1-hydroxy- 7.5+ 1.5 years ug/g creatinine;
Indigenous pyrene in urine old 1-OHP: 0.02-94.1
communities pumol/mol creati-
close to pol- nine;
luted rivers in a
rural neglected
area
VOC of Atoyac River in  Forty-two sampling All the popula- They conclude that the Concentrations [73]
industrial Central México stations in six tion livingin  loss of ecological equi-  were not disclosed;
and mobile zones along the astripoftwo  librium in the basin however, the river
sources river kilometers represents an immedi-  does not sustain
measured from ate and future health ~ macroscopic life
the banks of risk for inhabitants on
the river the banks
BTEX Global-42 Air levels, indoor,  Prenatal to Developmental, BTEX levels under  [10]
studies from outdoor, per- senescence immune function, reference values
around the sonal and urinary reproductive, res- established by EPA

world and sev-  metabolites
eral settings:
industrial,

urban, rural

piratory, hematological,
cardiovascular disease

As a reference, ACGIH has recommended the following BEI for BTEX in occupational environment: benzene, S-PMA — 25 nug/g creati-
nine, t,t-MA — 500 pg/g creatinine; toluene, hippuric acid — 1.6 g/g creatinine, o-cresol — 0.3 mg/g creatinine.

tant conclusion that even though environmental levels of
these compounds are below reference levels, they cause
various diseases because of the known characteristics of
each BTEX component. BTEX are distributed to the cen-
tral nervous system, the bone marrow and highly vascu-
lar tissues rich in lipids and are biotransformed both in
the respiratory system and in the liver [38—41], where
biotransformation can generate different endpoints of
toxicity at the cellular level (Figure 3).

Studies on environmental exposure largely found a rela-
tionship with diseases such as asthma and respiratory com-
plications (Table 4) [40, 42—44]. Studied populations are
located close to a source of BTEX, including industrial com-
plexes, petrochemical facilities or refineries or large cities.

A study was conducted on children in elementary
schools, one near a refinery and the other in an area far
from the petrochemical complex. A relationship was
observed between respiratory syndromes and resulting
absenteeism and BTEX levels, and a significant difference
was found in p-, m-xylenes concentration, which was
greater in the area close to the refinery and correlated
with sore throat, cough and cold in the children within
the community [44].

Another study estimated concentrations of VOCs,
including benzene, toluene and ethyl-benzene, with daily
activity patterns in a sample of school age children in a
nonindustrial area. This study was correlated with meas-
urements of the forced expiratory volume (FEV) and the
forced vital capacity (FVC), with the use of spirometric
tests to identify respiratory capacity problems, and it
found that the increase in total exposure was significantly
associated with a decrease in FEV. Consequently, they
suggest that this type of exposure may be related to the
occurrence of asthma [40].

Lopes de Moraes et al. [43] found an association between
wheezing and the levels of VOC at home; whereas,
Wichman et al. [42] found more respiratory problems dur-
ing the winter season. Similar results were seen in elderly
people when looking for associations between the loss
of pulmonary function measured by FEV and FVC tests
and BTEX exposure measured through BTEX metabolites
in urine, and the results were correlated with oxidative
stress biomarkers (MDA, TBA, 8-OHdG), demonstrating
that exposure to toluene and xylene has harmful effects
on pulmonary function and that oxidative stress could be
involved in the pathogenesis of this population [39].



Montero-Montoya et al: VOC Exposure in Children

233

o,
/\ o P as H,
K/ %
M, o,
cH, s Q
b CH,
CYP2E1 ROS
sensor
ROS and FR PIaK
Epoxides
o | Quinones
L(p
Nrf2
o ROS
4 APL
AhR Refl
G Nrf2 | Maf
£ T?V‘All '\;"
e .
overar || (HRelle]] I ARE I
CYP1A2
CYP1B1 s
c AR Ao | [T
ao1 e
UDP-GT L g
HMOX1

Potential toxic effects

S Lipo-
Oxidative peroxidation
stress +  DNA damage
ROS *  Protein
FR modification
GSTs *  Cell death

Prx
Trx
NQO1
GPXs
0GG1
GSH

Figure 4: Oxidative stress, gene regulation and cytotoxic effects due to exposure to BTEX. ROS-reactive oxygen species;
FR-free radicals. Prx — peroxiredoxin; Trx — thioredoxin; GPXs — glutathione peroxidase.

This result matches the result seen in a model of young
rats that were simultaneously administered a dose of
toluene, chloroform and methylene chloride for three
days, which produced an increase in lipid peroxidation
measured by TBARS, a loss in antioxidant capacity deter-
mined by SOD, glutathione peroxidase and glutathione
reductase diminished activities, as well as an increase in
CYP2E1 hepatic activity. Individual administration of each
compound did not induce a significant response in the
animals [45].

In this model, the liver and bone marrow were affected.
All this is consistent with the reconstruction of events
from different studies shown in Figure 4, which repre-
sents BTEX-induced effects of metabolism and antioxi-
dant response, as well as possible cell-wide toxic effects. In
their review of studies conducted on children and teenag-
ers and at birth, Bolden et al. [10] presented the following
as the main targets affected by these mechanisms: the res-
piratory system, the immune system, the reticuloendothe-
lial tissue, the skin and the developing embryo.

Discussion

While a large part of BTEX emissions into the atmosphere
originate from biogenic processes, a considerable amount
comes from anthropogenic sources that could be regulated
more efficiently. In the European Union and the United
States, VOC emissions have been reduced by regulating
industrial processes, improving vehicle engines and reduc-
ing gasoline, solvents, paints and other sources. Neverthe-
less, reference concentrations (RfCs) developed by the EPA
(Table 3) far exceed BTEX concentrations determined in
all research presented in this review. RfCs are due to criti-
cal adverse effects caused by chronic exposure to pollut-
ants. The last update of BTEX compounds was in 2012, and
some references provided by the IRIS are before 1996.

This review has found many publications that associate
concentrations below those used as reference for tolu-
ene, ethylbenzene and xylenes with illnesses classified as
critical by the EPA-IRIS, including processes such as the
increase in oxidative stress [39] that are precursor mech-
anisms of chronic diseases, such as cancer, and illnesses
related to chronic inflammation, such as bronchitis [46],
asthma [47] and atopy [48].

However, only six publications [35, 49-53] quantified
BTEX metabolites in children’s urine samples, and each
one quantified different metabolites. Among them, Pelallo
et al. [50] reported the highest levels of child exposure to
benzene and toluene in three communities surrounded by
petrochemical facilities in a tropical coastal region. Olmos
et al. [49] reported high levels of exposure to benzene in
the industrial area of a large capital city like Buenos Aires.
The same results recur in similar studies on children liv-
ing in polluted industrial areas in Korea [37] and Mexico.
Children living close to industrial settings show higher lev-
els of metabolites of benzene, which has been the most
studied VOC as it is carcinogenic. Furthermore, Flores et al.
[52] found a high level of exposure to benzene in children
of a remote rural community crossed by a river polluted
with industrial waste in a continental tropical zone. That
the highest levels of benzene exposure were found in trop-
ical areas could be due to the high temperatures, which
allow the widest distribution of contaminants into the air.

It should be added that other carcinogenic VOCs were
detected in MX: 1,3-butadiene and formaldehyde reach
personal exposure levels that raise concerns about the
health of exposed people [24].

Although the EPA-IRIS are collecting updated informa-
tion for mixed and individual pollutants, countries that fol-
low the guidelines thereof—criteria developed more than
two decades ago—are still in use. This situation cannot be
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allowed to continue given the amount of information about
BTEX biotransformation. It is now known that as a result of
BTEX exposure, the body may form a variety of metabo-
lites, such as epoxides and benzoquinones, that may harm
macromolecules, which trigger the production of oxidative
stress molecules and may become toxic because they irrupt
into different routes of cell signaling, like cell differentia-
tion, growth and death, and even mutate, all of which may
result in the development of cancer cells.

In this regard, there is mounting evidence of the rela-
tionship between exposure to environmental pollution
and acute myeloid leukemia in children, mainly from ben-
zene exposure [54, 55]. It has been shown that exposure
to this compound induces a series of responses related
to the cancer process [56], which may be strengthened
by simultaneous exposure to other VOCs, as suggested
by Belmont et al. [45], who showed a synergistic effect
on oxidative stress induction from exposure to toluene,
chloroform and dichloromethane. Cancer is just one of
several effects that VOCs may have on health: it has been
proven that they also affect smell perception, which seri-
ously affects well-being, and that they produce behavioral
changes by affecting the central nervous system [2].

Oxidative stress produced from exposure to BTEX may
be one of the main mechanisms causing diseases like the
loss of pulmonary function [41], skin problems [46, 57]
and immunological system disorders [58]. This occurs
through the methylation of key genes, like CYP2E1 [59],
or the activation of signaling routes that foster inflamma-
tion, like PI3K and SAPK, and genetic regulation given by
Nrf2 and AhR transcription factors, which foster the tran-
scription of genes involved in the response to xenobiotics
and oxidative stress itself, including GST, NQO1, CYP2 A1,
CYP2E1, HMOXT1, HSP70. This could mean that people
with prolonged exposure to low levels of BTEX will show
chronic inflammation [60], primarily in the respiratory
system, which is the main route of entry into the body.

Chronic exposure may affect other sensitive body tis-
sues, like the bone marrow, as evidenced in the IARC mon-
ograph 109 [61], where carcinogenicity by outdoor air
pollution was declared. This causes leukemia and central
nervous system cancer in children exposed to benzene via
automobile exhaust smoke or as a result of living in petro-
chemical areas or because their parents were exposed to
gasoline or PM, .. Mother exposure during pregnancy has
escaped epidemiological studies establishing a relation-
ship with childhood leukemia, and it would be advisable
to consider this aspect, because it has been determined
that childhood leukemia appearing in the early years of
life may have originated during embryo development [62].

Problems with the study of BTEX lie in the fact that they
are not the only pollutants in the atmosphere; thus, it is
complex to attribute the effects found in an epidemiologi-
cal study entirely to them. Exposure to industrial pollution,
for example, usually includes exposure to metals as well.

Nevertheless, studies presented in this review show
the global reach of VOC pollution, and it is hard for an
individual not to be exposed to these compounds, even
during embryo development. This type of exposure could
also affect the fetal endocrine system, as suggested by
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Bolden et al. [10], thus altering not only the developing
individual, but also the individual's potential descendants.
Therefore, the present environmental pollution situation
already becomes a three-generation issue.

In a recent report by the Lancet Commission on
Pollution and Health [63], deaths resulting from modern
environmental pollution (due to toxics in the air and the
occupational environment, as well as soil contamination)
were estimated between five and six million worldwide in
2015. A significant aspect is that diseases caused by pollu-
tion are of a chronic-degenerative type, not communica-
ble, in 71% of the cases. Major diseases found in children
include diabetes, asthma, loss of cognitive function, atten-
tion deficit disorder or hyperactivity and autism.

Both the type of pollution and its sources vary as a
country develops and industrializes, involving both a
health and social cost that is reflected in economic losses
of millions of dollars, equal to between 1.7% and 7% of
a country’s annual healthcare spending, being higher in
low and middle-income countries. It was calculated that
welfare losses due to pollution amount to 4.6 trillion US
dollars per year. These data emphasize the importance of
implementing adequate and modern methods to register
chronic diseases, particularly those occurring in polluted
sites, to find the relationship between pollution and sev-
eral illnesses that suddenly become frequent.

Such is the case of atopies — which have been highly
recurrent in the last few years, especially in populations
living in large cities or close to industrial complexes —and
endocrine disruptive effects that alter the action of hor-
mones. These findings are tools to demand better environ-
mental policy regulations in several countries, both in the
outdoor as well as the occupational environment, because
neglecting the environment in the so-called emerg-
ing economies runs parallel to lax or completely absent
hygiene measures at workplaces where air pollution could
be reaching even higher levels than those reported here.

Under this regime, the predicted epidemic of cancer in
developing countries is sadly turning into reality [64], par-
ticularly childhood leukemia, showing an increase of 21%
in México from 2000 to 2004 compared to the levels from
1980 to 1984. México had the highest rate among Latin-
American countries, with 5.76 per 100,000 deaths caused
by leukemia among children aged 0 to 14 years [65].

Final remarks

One action critical to keeping emissions into the envi-
ronment below limits set by organizations like the EPA
or ACGIH is implementing permanent environmental
monitoring programs, much like in large cities, in popula-
tions near highly polluted sites: dumpsites, polluted riv-
ers, industrial and petrochemical areas. A record should
be made of every case of associated diseases like those
described herein to implement effective health monitor-
ing, which will allow for caring for and supporting these
populations and their demands for fulfillment of envi-
ronmental laws and human rights, because they have the
right to breathe clean air, drink clean water and live in a
healthy environment. These registers would also contrib-
ute to a better understanding of pollution health effects.
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Developing countries would greatly benefit from the
support of the World Health Organization looking at the
domestic microenvironment and issuing recommenda-
tions related to environmental health. By resolving the
microenvironment, the global environment will certainly
improve, including global climate change, which is cur-
rently the focus of attention for developing countries.
Ultimately, they could leave behind the environmental
problems posed by proliferating industrial sites and the
health and social issues they inevitably carry.

The experience of developed countries should be shared
with developing countries so they can avoid the cata-
strophic consequences of industrialization and urbaniza-
tion taking place supposedly to benefit their economies.
As established by the Lancet Commission, “The claim that
pollution control stifles economic growth and that poor
countries must pass through a phase of pollution and dis-
ease on the road to prosperity has repeatedly been proven
to be untrue” [63].
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e Anexoll

FOLIO Aplicar esta encuesta a los Padres de nifios que
podrian participar en el estudio. Nifios en edad escolar: 8
a 13 afios, sin enfermedad crénica diagnosticada.
ENCUESTA PARA ESTABLECER PROBABLES EXPOSICIONES CRONICAS A
SUSTANCIAS TOXICAS EN COMUNIDADES DE TLAXCALA
e  El propésito de la presente encuesta es conocer cudles son los riesgos en salud asociados a la contaminacion del
Rio Atoyac. Este estudio depende de la veracidad con que se registren los datos, agradecemos su tiempo y su
esfuerzo.
SECCIONI. DATOS GENERALES
Nombre:
Teléfono
Direccion
1. éQué | 2. Sexo 3.- ¢Cuéntos integrantes (madre, padre, hijos) conforman su nucleo
edad tiene? familiar y qué edad tienen?
@ Masculino Integrante Edad | Fecha de | Integrante Edad | Fecha de
nacimiento nacimiento
@ Femenino 1 4
2 5
3 6
4.- Nivel de estudio padres:
Nivel de estudio Madre Padre
Primaria Incompleta® terminada@ Incompleta® terminada@
Secundaria Incompleta®  terminada@ Incompleta®  terminada@
Preparatoria Incompleta® terminada® Incompleta® terminada®
Nivel Técnico Incompleta®  terminada® Incompleta®  terminada®
Escuela Normal Incompleta® terminada@ Incompleta® terminada@
Licenciatura o ingenieria | jncompleta® terminada® Incompleta® terminada®
Posgrado Incompleta® terminada® Incompleta® terminada®

5. Nombres de los hijos que podrian participar en el estudio, de 8 a 13 afios, sin enfermedad cronica

diagnosticada.

Hijo 1

Hijo 2

Hijo 3




SECCION II.

DATOS SOBRE LOCALIDAD EN DONDE VIVE

8. éPercibe olores molestos a causa del rio?

@ si @ No (pasara11)

6. ¢Cuanto tiempo
lleva viviendo en la

localidad? 9. ¢Cémo es el olor?

afios @ Apestoso @ Irritante

@ Insoportable @ Otro especifique

10. ¢El olor le causa alguna molestia?

(DDolor de cabeza (5)Lagrimeo

(2)molestias en la garganta (6)Irritancion en la piel
7. éA qué distancia

vive del rio Atoyac? (DNaduseas

Otro

(3)Somnolencia

metros (4)Cambios de humor

11. ¢Cerca de su casa pasa algun canal de aguas
negras o drenaje de la comunidad que no esté
entubado?

@D si

@ No, tengo drenaje entubado

12. ¢Salen olores molestos de los canales o
drenaje de su casa?

@ si @ No (Pase ala15)

13. ¢Como es el olor?

@ Apestoso ® Insoportable

@ Irritante @ Otro especifique

14. ¢El olor le causa alguna molestia?

@ Dolor de cabeza @ molestias en lagarganta @ Somnolencia

® Lagrimeo ® Irritancion en la piel @ Nadseas

@ Cambios de humor

Otro

16. ¢Con que frecuencia sale de la localidad durante
la semana o durante el mes?

15. ¢{Cuantas horas pasa
en su casa en

promedio?
dias

hrs/dia

17. éPor cuanto tiempo sale al dia?

hrs/dia

SECCION Ill. DATOS SOBRE EL USO DEL AGUA

; . 19. ¢El agua tiene algo en especial?
18. ¢Como obtiene el agua para su casa? & & P

@ oOlorraro (® Sabor raro

@ Pozo privado

@ colorraro @ otro (5)Nada

(2 Toma de agua publica

(3 Pozo publico
20.- Especifique que tiene el agua:

@ otro

21. ¢Usa agua de garrafdn para preparar sus alimentos?

@ si @ No (Pase ala23)

22. En caso positivo ¢Desde cuando?




SECCION IV. SECCION DIETA FAMILIAR

23. Durante una semana tipica ¢ Qué comidas realizan usted y su familia?

Desayuno Comida Cena Otras
1. Integrante 1 ® @) ® @
2. Integrante 2 @® @ ® @
3. Integrante 3 ® @) ® @
4. Integrante 4 ©) @) ® @

24. {Con qué frecuencia consume su familia los siguientes alimentos?

Nunca-menos de 5 veces al aiio 1-4 x sem 1x dia
Alimentos fritos ©) @) ®
Alimentos cocidos ® @) ®
Alimentos hervidos ® @) ®
Alimentos asados ©) @) ®
Alimentos horneados @ @ ®
Alimentos al carbén @) @) ®
Ensaladas de vegetales crudos @) @ ©)
Vegetales cocidos ©) @ ©)
Fruta fresca @) @) ®
Huevo @) @) ®
Carne roja @) @ ©)
Pollo @) @ ®
Pescado de mar @) @ ®
Pescado de rio ©) @) ®
Refrescos o agua azucarada @) @) ®
Agua natural @) @) ®




SECCION VI A. DATOS OCUPACIONALES DE LOS PADRES DE FAMILIA (TRABAJO EN EL CAMPO)

25. ¢Uno o los dos padres trabajan o

trabajaron en el campo?

Madre @ Si @ No (pase a la 40)

Padre @O Si @ No (pase a la 40)

26. ¢ Durante cuanto tiempo ha
trabajado en el campo?

Madre anos meses

Padre anos meses

27. éQué cultiva o cultivaba?
Especifique:

Madre

Padre

28. ¢Usa o uso plaguicidas?

@ Herbicidas (@ Rodenticidas

@ otro

® Insecticidas

29.¢A que edad empez6 a usarlos?
Madre afios

Padre anos

30. ¢Cuanto tiempo los ha usado?

Madre anos meses

Padre anos meses

31. ¢{Con que frecuencia los usa o usaba?

Madre

Padre

32. ¢Como los aplica o aplicaba?

M P

@ @ Conbomba manual

@ @ Contanque alaespalda

® ® otro

33. ¢Usa o usaba equipo de proteccién?

Madre @ Si @ No

Padre @ Si @ No

34. ¢En que consiste o consistia el equipo
de proteccion?

M P M P
@O @ Guantes ® ®
Cubrebocas

@ @ oOveroldetela ® ® Pafiuelo
® (@ Botas

Otro

@ @ Gogles

@ @

Ninguno

35. ¢ Después de trabajar en el campo se
cambiaba de ropa para estar en casa?

Madre @ Si @ No

Padre @ Si @ No

36. ¢Alguna vez se intoxico por usar estos
compuestos?

Madre @ Si @ No (pasea la 40)

Padre @ Si @ No (pase ala 40)
37. En caso positivo por favor explique:
é¢Como se sintig?

Madre

Padre

38. ¢Qué hizo para resolver el problema?

Madre

Padre

39. é{Le quedo alguna complicacion?

Madre

Padre




SECCION VI B. TRABAJO EN INDUSTRIA

40. ¢Uno de los padres trabaja o
trabajo en la industria?

Madre @ Si @ No (pase ala54)

Padre @O Si @ No (paseala54)

41.;Durante cuantos aios ha

trabajado en la industria?
Madre afos
Padre afios

42. ¢En qué tipo de industria ha
trabajado?

Madre

Padre

43, ¢En qué area ha trabajado?

Madre

Padre

44. ¢(En qué ha consistido su
trabajo en la industria?

Nombre y Descripcion.

Madre

Padre

45. ¢A que edad inici6 en este

empleo?
Madre anos
Padre anos

46. ¢ A que edad dejo este

empleo?
Madre afos
Padre anos

47. ¢Usé o usaba equipo de
proteccion para realizar su
trabajo?

@ si @ No
@ si @ No

Madre

Padre

48.¢Su equipo de proteccion
en que consistia?

MP M P

® @ Guantes ® ® Goggles
@ @ Overol de tela @ @
Cubrebocas

® @ botas @D @
Mascarilla

@ @ casco Traje
especial

©@©® Otro

49. {Con que frecuencia usaba este equipo en
una semana tipica de trabajo?

Madre

Padre

50. ¢Alguna vez se intoxicé en su trabajo?

Madre @ Si @ No (pase ala54)

Padre @ Si @ No (paseala54)

51. {Tuvo que ser hospitalizado a causa de la
intoxicacion?

Madre @ Si @ No

Padre @ Si @ No

52. ¢Tuvo alguna complicacion por la
intoxicacion?

Madre @ Si @ No

Padre @ Si @ No

53. Especifique su complicacion

Madre

Padre

éA qué se dedican actualmente (padre-madre)?




SECCION V. ANTECEDENTES CLINICOS

54. ¢ Alguno de los padres trabaja o ha trabajado en

alguna de las siguientes areas?

55. ¢ Alguno de sus hijos padece o padeci6?

PADRE MADRE HUO 1 HUO 2 HUUO 3
@ Gasolinera @ @ @ Asma @ @ ©)
@ Taller mecanico @) @ (2 alergias digestivas @ @ ®
(® Tienda de plaguicidas @) @ 3 Alergias en la piel @ @ ®
@ Tlapaleria @) @ ®Infecc Frecuentes @ @ ®
® Tornero @ @ ® Anemia @ @ ©)
® Chofer @ @ (®Leucemia @ @ ©)
@ Quemando basura @) @ (DPurpura Trombocitopenica @ @ ®
Costura @ @ (®Problemas renales @ @ ©)
@ Plomeria @) @ (@Problemas hepéticos @ 0) ®
® @ 56.- ;Alglino de sus hijos presenta o present0 algunos de estos
Alfareria sintomas?
HUO 1 HUO 2 HUO 3
(1D Transportista de material @ @ @ Puntos rojos en la piel @ @ B
peligroso
@ soldador @) @ @ Moretones en la piel sin =~ @ @ ®
razon
@) @ (3 Sangrado nasal o de @ @ ®
(13 Bombero
encias
Fiebre d 3s de 2
Recolector de Rio @) @ @ Fiebre de més de ©) @ ®
semanas
@) @ ® Pérdida de peso sin @ @ ®

(@ Lavanderia de mezclilla

motivo




Otro trabajo

(® Ganglios inflamados @ @ ®

57. éAlguno de sus hijos nacié con alguna
malformacion, usted tuvo algtin aborto o problema
durante el embarazo o parto?

@Dsi

(@ No Describa

58. ¢ Alguno de sus hijos tiene o tuvo problemas para...?

(D Aprender a caminar (3 Aprender en la escuela

(2 Aprender a hablar @® Ninguno

SECCION VI. ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES CRONICAS EN LA FAMILIA

59. ¢Algunos de los padres, 0 abuelos padecieron o padecen alguna de las siguientes enfermedades?

Abuelos Paternos  Abuelos Maternos Padre  Madre
(D Diabetes @ @ ® @
(2) Presion Alta @ @ ® @
(3) Cancer @ @ ® @
(3) Enf. del corazén @ @ ® @
(®) Insuf Renal @ @ ® @
(6) Insuf Hepética @ @ ® @
(7) Asma @ @ ® @
Alergias @ ) ® @
(9 Alguna @) @ ® @

malformacion

Otros




SECCION VII. CONDICIONES AMBIENTALES DE LA FAMILIA

60. ¢{La madre aspiraba humo de cigarro
cuando estaba embarazada?

@si @ No (Pase a la 62)

61.iCon que frecuencia ocurrid eso

durante sus embarazos?
Dsiempre @ Frecuentemente

(3@ Algunas veces @ Rara Vez

®Nunca

62. ¢Hay o habia un fumador en el hogar
durante la infancia de los niiios?

@si @ No (Pase a la 64)

63. ¢Esa persona fuma o fumaba dentro
de la casa?

@si @ No

64. ;lLa o las escuelas de sus hijos estan
(estaban) cercanas al rio Atoyac o canal?

@si @ No

65. Nombre de la escuela

66. jLlegan o llegaban olores del rio o de las

industrias a la escuela de sus hijos en horario
de clases?

@si @ No (Pase la 69)

67. ; Especifique el tipo de olor?
(DApestoso Blnsoportable

@lrritante @ otro

68. ¢El olor le causa alguna molestia?
(1) Dolor de cabeza

@ Molestias en la garganta

(3) somnolencia

(4) Cambios de humor

(5) Lagrimeo

(&) Irritancion en la piel

(@) Todas las anteriores

69. ;Hay algUn tiradero de basura cerca de la
escuela de sus hijos?

@si @ No

70. iQueman basura en horas de clase y llega
el humo a la escuela de sus hijos?

71. {Con que frecuencia ocurre esto?

72. ¢Alguno de sus hijos fuma?

@si @ No (Pase a la 75)

73. ¢Desde qué edad?

anos

74. ; Qué edad tiene actualmente?

anos

75. ¢ Alguno de sus hijos bebe alcohol?

@si @ No (Pase ala 78)

76. i Desde qué edad?

anos

77. ;{Qué edad tiene actualmente?

afos

78. ; Algunos de sus hijos trabaja o

@si @ No (Pase ala 72) trabajé?
@si @ No
79. ; Desde qué edad? afos 80. ¢En qué consiste o consistio su trabajo?

Nombre del encuestador

Notas:
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Distancia en metros de la vivienda con el Rio Atoyac o canales adyacentes en la poblacion
de Tepetitla de Lardizdbal y porcentaje de encuestados que viven a esas distancias.

Distancia al rio en Viviendas que se ubican a
metros menos de esa distancia (%)
Menos de 100 10.5
100-499 56.7
500-1000 25.8
1001-2000 7
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Oxidative Stress Index is increased in children exposed to industrial discharges and is inversely
correlated with metabolite excretion of VOC
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Although the Atoyac River has been classified
as highly polluted by environmental authorities,
several communities are settled on its banks,
affecting around 1.5 million persons, as well as
farmland, due to an environmental distribution
of toxics in the area. Our aim was to demon-
strate that this environment affects important
physiological processes that have an impact in
health, so we conducted a study of schoolchil-
dren from small communities on the banks of
the river and in another similar town located
far from it. 91 and 93 students, boys and girls,
were studied from each site for oxidative stress
index (OSl), calculated from the total antioxi-
dant capacity and the total oxidative status,
BTEX  mefabolite  excretion and  relevant
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metabolic polymorphisms participating in the
bioactivation-detoxification ~ of  most  VOC:
CYP2E1 Rsal, NQOT C609T, and null polymor-
phisms of GSTT1 and GSTMI. Results showed
that OSI was significantly higher in children liv-
ing by the river (5.23%=3.4 vs 2.59=1.46,
95% C.1.). At this site, OSI was correlated with
diminished metabolite excretion and a dimin-
ished antioxidant capacity; an association with
genotypes CYP2EIRsal (c2c2), GSTT1 present
and NQO1*2 (CC) was also observed. Further-
more, boys at this site exhibited a diminished
BMI compared to boys from the other commu-
nity who were younger. In conclusion: children
living at polluted sites like this, show early bio-
logical effects that might lead to health
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problems in their adult life. Environmental pro-
tection should be enforced to protect people’s
health in these sites where not even

environmental monitoring is done. Environ. Mol.
Mutagen. 59:639-652, 2018. © 2018 Wiley

Periodicals, Inc.

Key words: oxidative stress index; polluted river; BTEX metabolites; metabolic polymorphisms; exposed

children

INTRODUCTION

The Atoyac River has been classified as heavily pol-
luted by CONAGUA, a federal agency regulating the use
of fresh water in Mexico [2011]. It is located in central
Mexico, on the border between the states of Tlaxcala and
Puebla, and despite being highly polluted, several com-
munities are settled on its banks, affecting around 1.5
million persons, as well as farmland.

The water of the river has been studied for its content
of toxic compounds by different groups, both official and
academic [Navarro et al.,, 2004; IMTA-CONAGUA,
2008; Greenpeace México, 2014; Arellano-Aguilar et al.,
2015], all of which have demonstrated its poor quality
and that it is neither suitable for human nor agricultural
use (Table I). Recent inspections following treatment
plant repairs to determine whether the water quality had
improved revealed that the river continues to be highly
polluted (Supporting Information S1). The river ceased
sustaining vertebrate life long ago and currently only
microorganisms are present, many of which have

developed multiresistance to antibiotics and metals [Cas-
tillo, 2014].

In an earlier study, we demonstrated that inhabitants of
five communities on the banks of the river had higher
and more complex genotoxic damage compared to inhabi-
tants from more distant communities and from the highly
polluted Mexico City area [Montero et al., 2006].

The Atoyac River receives waste from industrial dis-
charges, mainly in liquid form, containing a large amount
of volatile organic compounds. Previous studies reported
the presence of toluene, chloroform and dichloromethane
[Navarro et al, 2004], however, work by IMTA-
CONAGUA [2008] revealed a more varied mixture of
VOC compounds (Table I). To have an estimation of the
levels that some of the reported compounds could reach
in the air around the river, passive samplers were used in
several locations in the communities of Tepetitla and
Ixtenco, Tlaxcala. BTEX (acronym for Benzene, Toluene,
Ethylbenzene, and Xylenes) and chlorinated compounds
(chloroform, dichloroethylene, and dichloromethane) were
determined and BTEX were detected, both in Tepetitla

TABLE I. Toxic Compounds Reported in Atoyac River Water (CONAGUA, 2011; Greenpeace, 2014) and Effects on Organ or

System

Compound Ca Nt ED Resp Ren Cv Hep Imm Hem Derm Reference
Benzene + 4+ + + + EPA-IRIS monografia, Bolden et al. [2015]
Vinyl chloride + + +  + + + + ATSDR

Formaldehyde + + + + + + + ATSDR

Pentachlorophenol + + + + ATSDR

Trichloroethylene + + + + + + ATSDR, Chia et al. [1997], Tachachartvanich et al. [2018]
As + + + + + + ATSDR

Ni + + + + + ATSDR

Cd + +  + + ATSDR

Cr VI + +  + + + ATSDR

Toluene +  + + + + ATSDR, Bolden et al. [2015]

Hg + + o+ + + ATSDR

Pb +  + + + ATSDR

1,2-dichlorobenzene + + Versonnen et al. [2003]
1,4-dichlorobenzene + + + Versonnen et al. [2003]
Bis-2(ethylexyl)phthalate + + NIOSH

Phenol + + + + ATSDR

Xylenes + + + +  + + ATSDR, Bolden et al. [2015]
Aniline + + ATSDR

Chloroform + + + ATSDR

Ethylbenzene + + + + ATSDR, Bolden et al. [2015]
Cresols + + + + + + ATSDR

Ca:carcinogen; Nt:neurotoxic; ED: endocrine disruptor; Resp:respiratory damage; Ren:renal damage; Cv: cardiovascular damage; Hep: hepatic dam-
age; Imm: immunological damage; Hem: hematological damage; Derm: dermatological damage.



and Ixtenco, with the levels found in Tepetitla being
higher than those in Ixtenco by a ratio of 2:1 (Supporting
Information S2).

Notwithstanding the foregoing, health authorities attri-
bute little importance to the pollution of this river and
have neither established a monitoring program for early
biological effects and the registration of illnesses that
could be attributed to the presence of the toxic com-
pounds found in this stream, nor are they working
with environmental authorities to design a program to
control pollutant discharges to protect people in these
communities.

In an attempt to demonstrate that this environment
affects important physiological processes that have an
impact on health, we conducted a study of schoolchildren
from two small communities settled on the banks of this
river—where the perception is that the river makes them
ill—and compared them to children from a town of simi-
lar socio-economic level and cultural traditions located at
a distance from the river.

The results presented here correspond to the determina-
tion of the Oxidative Stress Index measured in blood
plasma and how it correlates with the urinary excretion of
BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene, and xylenes)
metabolites and with the metabolic polymorphisms

Atovac River

San Vicerte
(B Amayn)

Fig. 1.
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relevant to the biotransformation of these volatile organic
compounds.

MATERIAL AND METHODS

Ethical Committee Approval

The entire protocol was approved by the Bioethics Committee of the
Institute.

Informed Consent

To obtain the collaboration of the parents, personnel from the NGO
Fray Julian Garcés visited the public elementary schools in Villa Alta
and San Mateo, in the county of Tepetitla, near the river, as well as
schools in Ixtenco, the town taken as reference (Fig. 1). The principals
agreed to participate in the study and, with their assistance, the parents
were informed of the study. Those allowing their children to be sampled
signed a letter of informed consent and answered a questionnaire
designed to obtain information regarding their occupation, the environ-
ment around their houses and in their community, the use of water at
home and family history of noncommunicable diseases such as diabetes,
cancer, renal failure, and others.

Inclusion Criteria

Children aged 8 to 13 years old, regularly attending school, not diag-
nosed with a chronic illness and nonsmokers were included in the study.

' Ixtenco

Sites of study in the State of Tlaxcala. Small houses with a flag represent the location of the schools where sam-

pling took place. In Tepetitla, the schools were at 400 m and 760 m from the Atoyac river. Schools in Ixtenco were not

near an open water stream.
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Exclusion Criteria

Children with diagnosed chronic diseases or with an acute infection
on the day of sampling were not included in the study. Menstruating
girls were also excluded from the study.

Anthropometric Measures and Sampling

The days for sampling collection were announced in advance. The
day before sampling, the children were weighed and measured with an
InBody 230 Body Composition Analyzer (Biospace, Korea). Cups for
urine collection, new and sterile, were given to each participant with the
instructions to collect the first urine passed the next morning. The next
morning at 7:00 am urine samples were received and placed in an ice
chest and a professional nurse drew 3 mL of venous blood from each
child in 2 vacutainer tubes. These samples were kept in a cool environ-
ment, also in an ice chest, and all samples were immediately transported
to a clinical laboratory in Mexico City to perform general urine analysis
and hematic biometry. The second blood samples were taken to the lab-
oratory at U.N.A.M. to separate the plasma and keep them frozen
(—80°C) to evaluate OSI the following day. The cell pellets were frozen
and used to extract DNA for metabolic polymorphism determination.

TOS (Total Oxidative Status)

Reagents for these determinations were purchased from Sigma
México. TOS was determined in plasma using the method described by
Erel [2005], where oxidants present in the sample oxidize the ferrous
ion—o-dianisidine complex to ferric ion. The ferric ion then makes a col-
ored complex with xylenol orange in an acidic medium, and was spec-
trophotometrically registered at 560/800 nm. The standard curve was
performed with hydrogen peroxide and the results expressed in terms of
micromolar hydrogen peroxide equivalent per liter (umol H,O, Equiv/
L).

TAC (Total Antioxidant Capacity)

The method by [Erel, 2004] was used, consisting of the generation of
the hydroxyl radical by a Fenton reaction of the Fe?*o-dianisidine com-
plex with a standardized solution of hydrogen peroxide. The reactive
oxygen species (ROS) generated oxidize the colorless o-dianisidine mol-
ecules to yellow-brown colored dianisidyl radicals at low pH. Further
oxidation reactions take place intensifying color formation, unless anti-
oxidants suppress those reactions; these antioxidants are those present in
each sample and total antioxidant capacity may be determined by the
suppression of color. Reactions were monitored after 3:30 min in a spec-
trophotometer at 440 nm. Color intensity is inversely related to the
amount of antioxidants in the samples. The standard curve was cali-
brated with Trolox, and the results were expressed as millimolar Trolox
equivalents per liter (Trolox mmol eqv/L).

OSI (Oxidative Stress Index)

This index allows for a rapid assessment of the level of oxidative
stress in samples. It is the percent ratio of the total peroxide to the total
antioxidant potential based on the formula: OSI = [(TOS H,O, pmol
eqv/L) /(TAC Trolox pumol eqv/L)] X 100. It is expressed in arbitrary
units.

Determinations for both TOS and TAC were made 24 hr after taking
the samples, with plasma samples that had been kept frozen at —80°C.

BTEX Metabolites in Urine

Standards for ortho-cresol (0-C), methyl-hippuric acids (MHA),
phenyl-mercapturic acid (PMA), phenyl-glyoxylic acid (PGA), and

mandelic acid (MA) were all purchased from Sigma-Aldrich-Fluka, with
98% purity.

Equipment: The gas chromatograph was a model 789A GC, with a
5975C inert Mass Selective Detector MSD and a model 7693 autosam-
pler, all from Agilent Technologies. The HPLC with a diode array was a
1200 Series model from Agilent Technologies. The HPLC-MS-MS was
purchased from Thermo Scientific, models Finnigan Surveyor LC Pump
Plus and TSQ QUANTUM Access Max, respectively, with a Finnigan
Surveyor autosampler.

Standard curves were prepared for seven metabolites: o-C, PMA,
MHA (ortho-, meta-, para-), PGA, and MA. They were also used to
determine the limit of detection (LoD). To obtain the limit of quantifica-
tion (LoQ), urine solutions were prepared with known concentrations of
the standards and were quantified at the same time as the samples. Table
II shows the methods used to quantify each metabolite. Creatinine levels
were used to adjust metabolite concentrations, according to ACGIH
[2015] recommendations.

O-Cresol

O-cresol is used to monitor exposure to toluene. The NIOSH 8305
[1994] method was used with modifications to prepare the samples. The
units are given in mg/L, the concentration of the analyte was calculated
after adjustment for creatinine concentration in urine, based on the BEI
specified by ACGIH limits of 0.3 mg/g creatinine (Table II).

Phenyl-Mercapturic Acid

PMA indicates exposure to benzene. The NIOSH 8326 [2014]
method was used for the preparation of samples for analysis. Identifica-
tion was based on the isocratic mode of separation (Table II).

Methyl-Hippuric Acids (Ortho-, Meta-

Glyoxylic Acid and Mandelic Acid

Para-), Phenyl-

MHA are the metabolites of xylene mixture, whereas PGA and man-
delic acid (MA) are metabolites of ethyl-benzene and styrene. Analytical
preparation of urine samples and quantification were performed follow-
ing NIOSH method 8301 [2003] with modifications based on Ogata and
Sugihara [1978], that allow these determinations to be made at the same
time. Identification was based on an isocratic mode of separation.The
concentration of each analyte was calculated following adjustment for
creatinine concentration (Table II).

DNA Extraction

A DNeasy Kit (QIAGEN group, Hilden, Germany) was used to
extract DNA from frozen blood samples. Instructions from the manufac-
turer were followed, including a proteases treatment.

Metabolic Polymorphisms
CYP2EI] Rsal

Amplification and determination of this polymorphism was conducted
following the PCR-RFLP method developed by Hayashi et al. [1991].
The oligonucleotides used are presented in Table III. PCR reactions
were performed with a Mastercycler Gradient thermocycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany). The amplified fragment was digested with 0.1 uL
of Rsal restriction enzyme for 24 hr at 37°C. The products were run in
3% agarose gels with Midori Green and genotypes were defined accord-
ing to the number and size of the bands obtained (Table III).

Nqol C609t

Amplification and determination of this polymorphism was made by
PCR-RFLP, based on the method by Eguchi-Ishimae et al. [2005]. Primers



TABLE II. Determination of BTEX Metabolites

Limit of
quantification

Limit of

Chromatographic

method

Method

Retention time

BEI (ACGIH)

Metabolite Compound detection

Column

NIOSH 8305 with

0.3 mg/g
creatinine

0.5 mg/L

0.1 mg/L

Toluene

o-cresol

30 m capillay

GC-FID

modifications

bonded with

phenyl-methyl-

siloxane
Hypersil gold

NIOSH 8326

25 pglg
creatinine

25 ng/L

1 pg/L

Benzene

Phenyl-mercapturic

HPLC-MS

acid

50 mm, 4 mm

diameter, particle

3 um
ODS hypersil c18,

3 pg/mL 1.5 g/g 6.5 min NIOSH 8301, Ogata
creatinine 12 min

6 pg/mL

1.2 pg/mL,
2.4 ng/mL

Xylenes

Orto-, Para-, Meta-,

HPLC-UV

et al. [1978]

methylhippuric

acids

200 mm long,

4.6 mm diam,
5 pm particle

ODS hypersil c18,

NIOSH 8301, Ogata

2 pg/mL 150 mg/g 0.8 min
3.1 min

10 pg/mL

0.8 pg/mL
4 pg/mL

Ethylbenzene

Phenyl-glyoxylic

HPLC-UV*

et al. [1978]

creatinine

acid
Mandelic acid

200 mm long,

4.6 mm diam,
5 um particle

“Xylenes and ethylbenzene exposure were measured at the same time.
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used and amplification conditions are shown in Table III, to obtain a 299
bp fragment. Digestion was performed with Hinfl enzyme and the products
of digestion were run in 3% agarose gels to identify the genotypes.

GSTM1 and GSTT1 null polymorphisms

Amplification of genotypes GSTMI and GSTT! was accomplished by
simultaneous PCR following Hirvonen et al. [1993] and Pemble et al.
[1994]. A sequence of 273 bp was amplified for GSTMI, and for
GSTT1I, the fragment amplified was of 480 bp, with the oligonucleotides
shown in Table III. After amplification, polymorphisms were determined
for the presence or absence of the expected fragment in 2% agarose
gels, stained with Midori Green (Table III).

Statistical Analyses

Statistical analyses were conducted using the Stata 12 program and
GraphPad Prism 6. The Shapiro-Wilk test was used to verify normality.
Statistical comparisons for TAC, OSI and metabolite concentrations
between the communities studied (Ixtenco and Tepetitla) were made
with the Mann-Whitney U-test. A Student’s t-test was used for TOS,
with normally distributed data. The OSI variable was log-transformed to
obtain a normally-distributed InOSI variable which was used to look for
correlations with other variables studied.

To analyze the risk due to the exposure to BTEX, a z-score was calcu-
lated for the values of each metabolite [Hunter and Hamilton, 2002]. The
z-scores obtained for each sample and each metabolite were then added to
obtain a general z-score of metabolite concentrations for each individual.

A Lasso parsimonious model was used to determine whether the
polymorphisms studied contributed to OSI. Allelic variants associated
with a modification of OSI were selected on the basis of the lowest CP
regression coefficient given by the Akaike (AIC) value [Tibshirani,
1996; Bind et al., 2014]. The analysis was done with the Lars module of
Stata 12, which provides a 3 value representing the importance of the
variable, being higher according to its influence on OSI increase. Nega-
tive B values are related to a decreased OSI value, whereas values of
zero indicate the variables do not have an influence on OSI (InOSI was
used for this analysis).

Other variables could contribute to OSI values and in a first approach
to find them, a bivariate analysis with linear regression was used: age,
weight, size, metabolite z-scores, each genotype of the polymorphisms
studied, the presence of smokers at home, presence of erythrocytes in
urine, presence of bacteria in urine, hematocrit, distance from the Atoyac
River or its channels to their home were analyzed and those yielding a
P value<0.2 were selected to construct a generalized linear model
(GLM). LnOSI was used for these analyses. Variables used in the GLM
using only the data from Tepetitla, were: age, distance from the river or
its channels (in meters), metabolite z-score, NQOI C609T homozygous
CC and CYP2EI] Rsal homozygous c2 genotype, and GSTT! present.
The explanatory model for OSI was considered for variables with a
P <0.05. This model was applied in the analysis for the other commu-
nity, Ixtenco, to establish differences between them.

RESULTS

Anthropometric and Sociodemographic Characteristics
of the Individuals Studied

These characteristics are presented in Table IV for
each of the communities studied, which are very similar
in socioeconomic classification. A significant difference
was found in the age of the children studied in each com-
munity, both boys and girls (P <0.05), being one year
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TABLE III. Primers Used to Identify Metabolic Polymorphism by PCR and Reaction Conditions

Polymorphism

Forward primer

Reverse primer

Restriction enzyme/
time/temperature

CYP2EI Rsal
NQOI1 C609T
GSTM1

GSTT1

Reaction conditions
Denaturation

Cycles

Final extension

Number of cycles
Genotype identification
Wilde type
Heterozygotes
Homozygous mutants

5'CCAGTCGAGTCTACATTGT 3’
5'CCTCTCTGTGCTTTCTGTATC 3’
5'CTGCCCTACTTGTTGATTGATGGG 3’
5S'TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’
CYP2E1 Rsal

94°C-3 min

94°C-30 sec

56°C-30 sec

72°C-30 sec

72°C-3 min

30

Two bands: 360 and 50 bp
Three bands: 410, 360, and 50 bp
One band: 410 bp

5S'TCCATTCTGTCTTCTAACT 3’
5GATGGACTTGCCCAAGTGATG 3/
5'CTGGATTGTAGCAGATCATGC 3/
5'TCACCGGATCATGGCCAGCA 3’
NQO1 C609T

94°C-3 min

94°C-30 sec

62°C-30 sec

72°C-30 sec

72°C-3 min

35

Two bands: 214 and 85 bp
Four bands: 214, 151, 85, and 63 bp
Three bands: 151, 85, and 63 bp

Rsal/24 hs/37°C
Hinfl/20hs/37°C
None

None
GSTMI1-GSTT1
94°C-2.5 min
94°C—1 min
52°C-1 min
72°C-1 min
72°C-9 min

30

Band present: 273 bp and
480 bp, respectively
Absent band for null polymorphism

TABLE IV. Anthropometric and Sociodemographic Data of the Groups Studied

Data Ixtenco Tepetitla
No. of samples 48 45 44 47
Sex Male Female Male Female
Age (years) 9.8 1.3 9.5 *13 105 £1.4 10.5 £1.3
BMI (kg/m?) 18.0 £3.5 18.1 £2.8 169x23 185*+29
Weight (Kg) 352+98 338+ 84 340*+6.9 38.1+8.4
Height (cm) 138.8 = 8.6 135.7+9.0 141.1 £ 10.5 142.9 = 8.1
Men: Women (%) 52:48 48:52
Degree of marginalization Medium Medium

(CONAPO 2010)
Ethnicity Mestizos Mestizos

Nutrition type
Distance to the Atoyac River or channels

Mixed (Varied)
More than 7 km

Mixed (Varied)
No farther than 500 m

older in general in Tepetitla. A significant difference was
also found in height between girls in each community
(P <0.05), but not between boys, being taller the girls in
Tepetitla, and in BMI, there being a significant difference
between boys of each community, being lower in Tepeti-
tla (P <0.05). However, these differences did not affect
the biomarkers measured.

TAC, TOS, OSI

Oxidative status parameters are shown in Table V, where it
may be observed that the median value for TAC in the group
of children from Tepetitla is significantly lower than that of
children form Ixtenco (Fig. 2a), whereas no significant differ-
ence was found with TOS values (Fig. 2b). OSI median value
was significantly higher in children from Tepetitla (4.91) liv-
ing near the river, compared to children from Ixtenco (2.28),
living at a distance from the river (Fig. 2c), CI 95%.

BTEX Metabolites in Urine

Median values found for BTEX metabolites are shown in
Table V. O-cresol (for toluene exposure) values in Tepetitla

were significantly higher than in Ixtenco, whereas methyl-
hippuric and PMAs (for xylene and benzene exposure)
were very similar between the two groups. Ethylbenzene
metabolites (mandelic and phenyl-glyoxylic acids) were
significantly higher in Ixtenco than in Tepetitla. Exposure
to xylenes never exceeded the BEI levels considered by
ACGIH, whereas exposure to toluene, benzene and ethyl-
benzene proved to be of importance for both populations as
is shown in Figure 3, where 26% of the children from Tepe-
titla showed elevated levels of o-cresol, compared to 12%
of children from Ixtenco; 15% and 18% of children from
Tepetitla and Ixtenco excreted elevated levels of PMA,
respectively, and 5% of children in Tepetitla and 27% of
children in Ixtenco, excreted ethylbenzene metabolites
exceeding recommended BEI values.

Allelic and Genotype Frequencies of
CYP2E1 Rsal, NQO1 C609T, GSTMI Null,
and GSTT1 Null Polymorphisms

Frequencies found for each allele or genotype are pre-
sented in Table VI. The mutant allele for CYP2EI Rsal
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TABLE V. Total Antioxidant Capacity, Total Oxidative Status, Oxidative Stress Index Measured in Plasma, and Levels of
BTEX Metabolites Measured in Urine, by Each Community Studied

TAC TOS o-cresol s-PMA
(Trolox mmol (H,0O, pmol (mg/g MHA (ng/g PGA & MA
eqv/L) eqv./L) 0SI (a.u.)’ creatinine) (g/g creatinine) creatinine) (mg /g creatinine)
Population Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp Ix Tp
Mean = SD 1.1 0.65 24.9 25.9 2.6 5.2 0.08 0.16 0.16 0.13 9.7 6.1 135.0 £ 153.7 37.5*+122.8
+042 *033 *107 £94 =15 =34 *£0.15 =025 *=0.11 *0.09 £253 =128
Median 1.1 0.62 24.9 25.3 2.3 4.9 0 0 0.14 0.04 0 0 75.2 7.9
Min 0.20 0.11 35 6.1 0.21  0.96 0 0 0 0 0 0 0 0
Max 2.3 1.7 55.7 46.5 7.5 19.6 0.47 1.1 0.49 0.80 160.4 57.6 700.4 809.3
P 0.0001* 0.26 0.0001* 0.03* 0.0001* 0.18 0.0001*

*Values significantly different between communities.

" Arbitrary units. Ix, Ixtenco; MA, mandelic acid; MHA, methyl hippuric acid; PGA, phenylglyoxilic acid; s-PMA, s-phenylmercapturic acid; Tp,

Tepetitla.
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Fig. 2. Box plots of the distribution of oxidative stress parameter in each site studied: (a) total antioxidant capacity; (b)

total oxidative status; (c) oxidative stress index. Asterisks mean a significant difference between sites, Mann-Whitney U

test, P = 0.0001.

(c2) showed a frequency of 0.23 and 0.27 in Ixtenco and
Tepetitla, respectively, P =0.281 chi square test. The
mutant allele of NOOI C609T (T) had a frequency of
0.54 in Ixtenco and 0.47 in Tepetitla, P =0.198, chi
square test. The null genotype of GSTMI was found with
a frequency of 0.35 in Ixtenco and 0.4 in Tepetitla,
P =0.566, chi square test, and the null genotype of
GSTTI showed a frequency of 0.11 in Ixtenco and 0.07
in Tepetitla, P = 0.408, chi square test. These frequencies
are consistent with previous reports on this population
and the Mexican population in general [Montero et al.,
2003, Mendoza-Cantu et al., 2004, Montero et al., 2007,
Pérez-Morales et al., 2008].

General z-Scores for BTEX Metabolite Concentrations in
Urine and Correlation with OSI

The general z-scores of metabolites for BTEX exposure
distributed in an analogous manner in the two groups of
children studied, with a P =0.7788, Mann-Whitney U.
Nonetheless, a linear regression analysis showed a signifi-
cant negative correlation between OSI and the z-scores in

Tepetitla (P = 0.027, coefficient —0.059), whereas no cor-
relation was found between these variables in Ixtenco
(P=0.791) (Fig. 4).

Lasso Selection for Genotypes of Interest

With this test, correlations between polymorphisms and
OSI were found only for the Tepetitla group, whereas in
Ixtenco no correlations were found. A correlation was
observed between CYP2EI, NQOI, and GSTTI and
increased OSI, particularly in the following genotypes:
CYP2E] Rsal (c2c2) and NQOI C609T (CC), with 3 val-
ues of 1.3047 and 0.7687, respectively, and GSTT! when
the gene is present, with a § value of 1.2328.

OSI Correlation with Other Variables in the Generalized
Linear Model (GLM)

All data were used in an initial GLM, where the most
predictive variable for OSI clearly was the community
(P =0.00001). Therefore, other GLM were performed
separately for each community, and it was found that the
model explaining OSI (AIC =1.915) in Tepetitla was
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Fig. 3. BTEX metabolites in the two sites studied. The biological exposure index (BEI - ACGIH) is depicted with the
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ferences between sites, Mann-Whitney U test, P < 0.05.

TABLE VI. Frequencies of Alleles or Genotypes of the Corresponding Polymorphisms Studied

Polymorphism Frequency in Ixtenco Frequency in Tepetitla P?
CYP2EI1 Rsal allele c2 0.23 0.27 0.28
NQOI C609T allele C 0.46 0.53 0.19
GSTM1 null genotype 0.35 0.40 0.57
GSTT]I functional genotype 0.89 0.93 0.41

Chi square test shows that frequencies are not significantly different.

constituted in the following manner: general z-score of
BTEX metabolites (P = 0.024), with negative correlation;
CYP2EI Rsal (c2c2) genotype (P =0.039) and GSTTI
present (P =0.024), as well as NQOI C609T (CC) geno-
type (P =0.011) (Table VII). According to these results,
a child in Tepetitla with a low level of urine BTEX
metabolites, would present an elevated OSI, as would
children with either CYP2EI Rsal c2c2 genotype, GSTTI
present or the NOOI C609T (CC) genotype. It should be
noted that z-scores of BTEX metabolites did not show a

correlation with genetic polymorphisms. The same model
applied to the data of Ixtenco did not show any of these
correlations (Table VII).

DISCUSSION

Polluted rivers have been studied for the risk they rep-
resent for human health. Modern ‘“development” in
emerging economies is having an impact on surface water
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Fig. 4. Correlation between OSI and the z-core of BTEX metabolites. A
significant negative correlation was found with data in (P = 0.027) Tepeti-
tla, whereas there was no correlation with data in Ixtenco. This is
depicted in a nonlinear manner to enhance the difference.

TABLE VII. Parameters that Correlated with OSI Values in the
Generalized Linear Model for the Communities Studied

OSI Coef. Std. Err. P>z 95% CI
TEPETITLA
z-score for metabolites —0.06 0.03 0.02 -0.11 —0.01
CYP2EI Rsal (c2¢2) 0.49 0.24 0.04 0.02 0.95
GSTT1 positive 0.61 0.27 0.02 0.08 1.1
NQOI C609T (CC) 0.35 0.14 0.01 0.08 0.62
AIC=1.9
IXTENCO
z-score for metabolites 0.01 0.03 0.75  —0.05 —0.06
CYP2EI Rsal (c2¢2) 0.59 0.48 022 —0.36 1.5
GSTT1 positive 0.15 0.25 0.55 —0.35 0.65
NQOI C609T (CC) —0.31 0.24 0.09 —0.67 1.2
AIC=2.1

receiving a mixture of chemicals whose toxic and harmful
effects are well-documented, including endocrine disrup-
tion, carcinogenicity, neurotoxicity, immunosuppression
and a wide variety of toxic impacts, affecting the quality
of life of people living near these places, and the devel-
opment of children who are born in less than hygienic
environmental conditions. The impact on health was fore-
seen by Vineis and Xun [2009] who predicted the onset
of a cancer epidemic in developing countries due to this
accelerated process of industrialization. To give an exam-
ple, Mexico is the Latin American country with the high-
est incidence of childhood leukemia, as reported by
Curado et al. [2011].

In the area of our study, there is little data available
regarding the incidence of cancer in the population, how-
ever, the perception of people living in the communities
on the banks of the Atoyac is that children get sick with
anemia, leukemia, dermatological and renal disorders, dis-
eases that were unknown to the elderly and to the parents.
This has been occurring since the turn of the 21st century,
as populations are exposed to industrial emissions to the
air and to the wastes discharged into the river, particu-
larly, volatile compounds. Since adults often are also
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exposed at work, our study was aimed at characterizing
early biological effects in children who were born and are
growing up in these settings.

The oxidative stress index was selected as a biomarker,
since it is an approach where a systemic status can be
evaluated in the blood plasma of individuals. Metabolism
of xenobiotic chemicals may result in the production of
ROS with the potential to harm tissues of living organ-
isms, which of course, possess antioxidative mechanisms
to avoid damage, but that in a chronic exposure situation,
could lose the balance between oxidants and antioxidants,
shifting towards an oxidative status. The result is the
onset of oxidative stress, which is associated with a large
number of health problems including cancer and cardio-
vascular disease [Bhattacharyya et al., 2014; Smith et al.,
2016].

In this study, children living on the banks of an
intensely polluted river exhibited an antioxidant capacity
(TAC) significantly lower than that found among children
of an agricultural community; these results are compara-
ble to those found by Kosecik et al. [2005], Aycicek
et al. [2005], and Yildirim et al. [2011] who also found a
significantly diminished TAC in children and infants pas-
sively exposed to tobacco smoke. They are also coinci-
dent with the results found in an animal model
administered a mixture of VOCs (chloroform, methylene
chloride and toluene) which exhibited a reduced antioxi-
dant capacity after three days of treatment, involving
diminished superoxide dismutase, glutathione peroxidase
and glutathione reductase activities, which were associ-
ated with lipoperoxidation [Belmont-Diaz et al., 2014].
As Erel’s [2004] findings in a similar context suggest, the
reduced antioxidant capacity found in the plasma of the
children studied in Tepetitla may be due to a reduced
amount of sulthydryl groups and vitamin C deficiency.

Diet could be critical in this context, although the two
communities reported a similar diet containing the same
amount of meat, vegetables and fruit consumption, as
well as a similar frequency of junk-food intake. Accord-
ing to tables provided by the FANTA project [2013], chil-
dren in the communities generally had normal BMI,
however, differences were found in the way this is dis-
tributed, being higher in Ixtenco than in Tepetitla
(P =0.024, chi square) (Table IV). This was most notable
among the boys, with a mean BMI of 16.95£2.27 in
Tepetitla, vs. 18.47 £3.49 in Ixtenco (P =0.01, Fisher
exact test), the former being older by 10.48 vs. 9.77 years
old. Under these circumstances, perhaps the boys of
Tepetitla would benefit from a higher consumption of
protein and citrus, or even of dietary supplements, such
as folic acid, which they do not normally use. It should
be recalled that only children without known illnesses
who regularly attend school were included in the study,
which suggests that even when their TAC was
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diminished, they were able to maintain homeostasis,
keeping them functional and healthy for the moment.

Levels of specific VOC were measured prior to obtain-
ing blood and urine samples in the communities. The lev-
els found for all the BTEX are under the reference levels
recommended by EPA-IRIS for noncarcinogenic effects
in the environment (Supporting Information S2), however,
benzene levels are in the range of increasing the risk of
leukemia by one order of magnitude [US-EPA, 2012].
Furthermore, as Bolden et al. [2015] indicate, all the
compounds reached levels that have been reported in
studies worldwide in association with health effects
mainly affecting the immune and respiratory systems, the
reticuloendothelial tissue, the skin, and the developing
embryo, about which there is little data available for the
communities studied.

With this in mind, BTEX metabolites were used to
obtain an estimation of the levels of exposure in each
community, considering that other VOC and toxic com-
pounds are also present. Given the amount of metabolites
measured, it would appear that exposure in Tepetitla and
Ixtenco was very similar, however, a 2:1 ratio of these
contaminants had been determined in air (Supporting
Information S2), and a significantly diminished TAC was
found in children from Tepetitla, hence, a significantly
increased OSI was also present in these children. Could it
be that the diminished TAC interfered with detoxification
of these compounds? The negative correlation found
between the total z-scores of metabolites and the OSI
data from Tepetitla suggests this is the case, whereas no
correlation was found with data from Ixtenco. The expla-
nation could be, again based on the results of the animal
model by Belmont-Diaz et al. [2014], that increased
metabolism by CYP2EI may have increased the genera-
tion of ROSs and electrophilic metabolites such as qui-
nones and epoxides [Cederbaum et al., 2009; Rappaport
et al.,, 2010], exceeding the ability of the organism to
inactivate them, and hence to excrete them. Contributing
to this idea are the results by Jiménez-Garza et al. [2015]
who described that toluene-exposed workers show hypo-
methylation in the promoter region of CYP2EI which is
related to an increased expression of mRNA, possibly
increasing the activity of the enzyme, thus triggering oxi-
dative stress, as observed above.

There is another possibility, however, and this has to
do with the levels of VOC mixture in the environment. If
they were high enough, a competitive metabolic inhibi-
tion could occur, as has been described in pharmacoki-
netic models, where CYP2EI1, the first metabolic step,
gets saturated, giving way to alternative paths of biotrans-
formation and excretion [ATSDR, 2004] where other iso-
forms of CYP450 could participate producing other
metabolites, thus contributing to the detoxification of the
organism, or conversely, generating more oxidative

species that could contribute to increase the oxidative
stress status observed.

In any case, the result was that children in Tepetitla, with
an already diminished TAC, excreted less BTEX metabo-
lites, concomitant with an increased oxidative stress status,
compared to the children in Ixtenco. The possibility that
important detoxification pathways are being exceeded by
the challenges present in this environment for the child
population must be taken seriously and solutions must be
applied related to environmental standards; still other
research has been conducted on this subject [Bolden et al.,
2015, Landrigan et al., 2018]. As Bolden et al. [2015] has
warned: toxic compounds at exposure levels below those
taken as a reference may nonetheless exert important bio-
logical effects that are related to chronic, noncommunicable
diseases, such as sperm abnormalities, reduced fetal
growth, cardiovascular disease, respiratory dysfunction,
asthma, sensitization to common antigens, and others, char-
acteristic of transitional locations such as Tepetitla and
many others in developing countries.

In another aspect of this study, increased metabolism by
CYP2EI1 could be attributed both to the induction of the
enzyme due to chronic exposure to VOC contaminants,
and/or to the presence of the allele ¢2 in homozygous form,
which in Tepetitla was associated with an increased OSI, as
were the functional genotypes of GSTT! and NQOI C609T.
The contribution of GSTT1 to an oxidative state has been
documented by Oh et al. [2002] and Olvera-Bello et al.
[2010], who described the participation of GSTT1 in the
activation of dihaloalkane VOC-like dichloromethane
which has been detected in the polluted river. In relation to
NQOL, it may function as a detoxification enzyme or as a
toxification system, depending on the substrate [Ross and
Siegel, 2004], which in this case is unknown due to the
mixture of contaminants present in the area; but if quinone
is the substrate, hydroquinones formed due to the action of
NQOL1 are not necessarily innocuous and could generate
ROS by autooxidation or rearrange to produce reactive ary-
lating species [Ross and Siegel, 2004], contributing to an
increase in the oxidative status of the organisms, particu-
larly if the antioxidant defense is diminished. Metabolic
polymorphisms are genes with low penetrance, provided
the environmental pressures remain low [Vineis et al.,
1999]; when exposure to toxic compounds is chronic, it is
to be expected that the effect of these allelic variations
would be evident, thus explaining why they correlate with
OSI values in Tepetitla and not in Ixtenco.

Given the occurrence of the polymorphisms observed
in this population, these results are a warning for health
authorities. The frequency of the c2c2 genotype of
CYP2E1 was 0.09; it was 0.32 for functional homozygous
NQO1*2 genotype (CC) (these genotype frequencies are
not shown in the tables, but only allelic frequencies), and
0.93 for functional GSTT1 (both homozygous and hetero-
zygous). If individuals carrying two or three of these
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TABLE VIII. Frequency of the Susceptible Polymorphisms Found in this Study, in Different Human Groups

Polymorphism Human group Susceptible

CYP2EI Rsal (c2 allele, mutant) European
Asiatic
African-American
Mexican
Mexican
NQOI1*#2 (C allele, native) European
Asiatic
African
Native Canadian
Canadian
Mexican
GSTT1#0 (functional genotype) European
Asiatic
African-American
Mexican

allele/genotype frequency Reference
0.02 - 0.03 Vodicka et al. [2004]
0.24 Kato et al. [1992]
0.05 Kato et al. [1992]
0.21 Mendoza et al. [2004]
0.23-0.27 This paper
0.77-0.81 Stanulla et al. [2007], Jamieson et al. [2007]
0.44-0.65 Huang et al. [2007], Lu et al. [2007]
0.78-0.86 Momary et al. [2007], Ouerhani et al. [2013]
0.57 Gaedigk et al. [1998]
0.84 Gaedigk et al. [1998]
0.46-0.53 This paper
0.74-0.82 Vodicka et al. [2004], Yang et al. [2006]
0.53 Yang et al. [2006]
0.76 Chen et al. [1997]
0.89-0.93 Montero et al. [2007], Pérez et al. [2008]

susceptible genotypes are considered, a proportion of 0.32
of people are susceptible to this kind of environment, car-
rying two of these genotypes, and the proportion of those
most susceptible is 0.03, carrying three susceptible geno-
types, for a total of 0.35, too high for any population,
let alone children. Compared to other groups in the world,
allelic frequencies of these particular polymorphisms are
different in Mexican populations, which are more similar
to Asians than Europeans, Africans or African-Americans
(see Table VIII for comparison).

In summary, healthy children who were born in an area
highly contaminated by industry, presented an increased
oxidative stress index associated with a diminished antioxi-
dant capacity, a diminished metabolite excretion of VOC
and with allelic variants of the metabolic polymorphisms of
CYP2EI Rsal, genotype c2c2, GSTTI present and func-
tional NQOI C609T, genotype CC. Moreover, although
their anthropometric parameters were within normal values,
boys in Tepetitla exhibited a diminished BMI compared to
boys from the other community who were younger.

These results have been discussed in scientific forums
and efforts have been made to work with NGOs, the
National Human Rights Commission and this University’s
faculty of Economics to make local and state environmental
and health authorities aware that it is possible to effectively
regulate the discharge of industrial waste into the environ-
ment to protect public health without hampering economic
development, since new water recovery and toxic com-
pound filtration technologies preventing air pollution
already exist, meaning that harm to natural resources and
public health is no longer a conditio sine qua non for
achieving economic development [Stern, 2004].

In relation to further studies, another aspect of this
research is still being analyzed, relating genotoxic param-
eters in the same children. Also, collaboration with public
health personnel will be sought to do an intervention

study to improve the diet of a group of children from
Tepetitla with a greater content of antioxidants, and mea-
sure their biomarkers of oxidative stress and micronuclei
to ascertain whether the damage caused by the environ-
mental pollution could be thus attenuated.

CONCLUDING REMARKS

The environmental situation of this and many other
small, formerly rural communities in developing coun-
tries, is not sustainable because it is neither compatible
with health nor well-being. The expected health problems
for these children as they grow older involves a wide
array of disorders as explained above, including reproduc-
tive and fertility risks for them and their children. Protec-
tion programs must be designed that include a constant
monitoring of early biological effects, at the same time
that environmental protection measures are applied to halt
the deterioration of fundamental resources for a healthy
life: clean air and clean water.
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