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Resumen

En México existen sitios de alto riesgo para la salud humana, uno de ellos es la fabrica
“Cromatos de México” ubicada en el Municipio de Tultitlan, en el Estado de México.
Después de reunir evidencias suficientes del efecto téxico y carcinogénico del Cr[VI]
generado por la fabrica en la salud de los trabajadores y los habitantes de zonas
cercanas fue clausurada en 1978. Los residuos generados fueron confinados en una
estructura de concreto sin las caracteristicas requeridas para este tipo de desechos
quimicos. En la actualidad, el confinamiento se encuentra seriamente dafiado por la
formacion de grietas; la filtracion de agua ha permeabilizado los residuos a través de
las paredes del contenedor y de las casas aledafias. En el presente trabajo se
determind la actividad genotéxica de los residuos colectados de las paredes externas
de la fabrica "Cromatos de México” en Drosophila melanogaster, mediante la SMART.
La cual evalla la frecuencia de mutacion y de recombinacion somatica en las células
que dan origen a las alas, las cuales estan determinadas genéticamente permitiendo
detectar si a lo largo del desarrollo larvario ocurre alguna alteracion que cambie la
informacién genética, conduciendo a la pérdida de heterocigosis, lo que conduce a la
formacion de tricomas mutantes en las células de las alas de las moscas. Se
emplearon larvas de 72+4 hrs provenientes de la cruza SMART y larvas provenientes
de la cruza CS (como testigo de linea) se expusieron por alimentacién a diferentes
concentraciones realizadas por diluciones sucesivas de la muestra ambiental [2000
ppm — 0.00019 ppm]. Se obtuvieron los indices de sobrevivencia (IS) y sexual (ISx) y
posteriormente, las alas de moscas de la progenie SMART (libres de inversion, LI y
portadoras de inversiéon, Pl) se montaron en laminillas para cuantificar la presencia de
manchas mutantes. El analisis quimico de la muestra indic6é que del total de cromo, el
97% corresponde a cromo Cr[VI] y el resto Cr[ll] y Cr[lll]. Para las moscas tratadas
(CS, Ll y PI) se observé menor indice de sobrevivencia a partir de 400 ppm (p < 0.05),
mientras que la proporcién de machos fue menor en 800 ppm (p < 0.05). La frecuencia
de mutacion y recombinacibn somética se incrementd significativamente en
concentraciones altas, a partir de 400 ppm (p <0.05) pero en concentraciones bajas, la
muestra presentd un efecto genotéxico diferente al testigo. La distribucion de tamafio
de manchas, asi como el nimero de manchas que presentan las moscas indican que
la actividad genotoxica de la muestra es heredable, gradual y acumulativo en las
células de las alas de las moscas, en congruencia con la actividad carcinogénica del

cromo, su principal componente.



Introduccion

Actualmente se utilizan numerosas sustancias tanto derivadas de la actividad industrial
como de la doméstica. Estas sustancias son potencialmente téxicas y pueden alterar
a corto, mediano o largo plazo aspectos fisiolégicos, bioquimicos y genéticos,
causando enfermedades o inclusive la muerte de los sistemas biologicos (Albert,
1997).

Toxicologia

La toxicologia es el estudio, identificacion y cuantificacion de los efectos adversos
asociados con la exposicion de los organismos a agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos (Timbrell, 2002). En ese sentido, la toxicologia abarca desde estudios sobre
el mecanismo de accién de los agentes nocivo, hasta la elaboracion e interpretacion
de pruebas estandares para determinar las propiedades toxicas de los agentes. Entre
las ramas de la toxicologia existe la clinica, la forense, la de investigacion de
mecanismos de accion y la reguladora; otra clasificacion hace referencia a los
sistemas o procesos organicos que se ven afectados, como en la inmunotoxicologia o
la toxicologia genética. También las funciones de la toxicologia pueden enfocarse en
el tipo de actividad, como la investigacion relacionada con el tipo de efecto asociado a
determinada exposicion, la realizacion de ensayos rutinarios con la finalidad de

establecer estandares de seguridad y la evaluacion de riesgo (Albert, 1997).

Un agente téxico es aquella sustancia o agente capaz de producir una respuesta
nociva en un sistema biol6gico, mientras que un xenobidtico es una sustancia externa
a un organismo vivo que interacciona con él, generalmente esta sustancia no ha sido
producida por la biota, como los productos industriales, drogas terapéuticas, aditivos
de alimentos y compuestos inorganicos, entre otros (Duffus, 1983; Pena, 2001). Para
que un agente toxico o un xenobidtico provoque efectos sobre un sistema bioldgico es
necesario que dicha sustancia o sus metabolitos alcancen un sitio particular (sistema,
6rgano, tejido o célula) susceptible de ser dafiado (6rgano diana), por lo que deben
estar presentes en una concentracién suficiente para producir una manifestacion
téxica (efecto critico) y tengan una vida media que mantenga una concentracion del
compuesto o sus metabolitos el tiempo suficiente para que se presente el efecto en

cuestién (Timbrell, 2002). Dependiendo de la dosis, la duraciéon y la ruta de exposicion,



asi como de caracteristicas inherentes al tipo de organismo expuesto, muchos agentes

pueden inducir diversos efectos en los érganos y organismos (Holmberg et al., 2001)

Al ingresar al organismo, los xenobioticos pueden ser transformados por las distintas
enzimas de las que pueden ser sustrato (Silbergeld, 2001). Al conjunto de reacciones
que las convierten en especies quimicas distintas que pueden ser menos o mas
dafinas que el xenobidtico original, se le da el nombre de biotransformacién. Si los
convierten en substancias mas daninas se dice que el proceso fue una bioactivaciéon y
si lo convierten en substancias menos peligrosas se dice que el proceso fue

desintoxicacion (Klaassen y Watkins Ill, 2005).

La biotransformacién consiste en dos fases: a) Fase |, biotransforma a los xenobidticos
convirtiéndolos en sustratos de las enzimas de la Fase Il, haciendo modificaciones
estructurales a la sustancia original mediante oxidacion, reduccion o hidrdlisis
obteniendo asi un metabolito mas hidrosoluble. b) La Fase Il incluye reacciones de
conjugacion en las cuales un metabolito con enlaces de alta energia cede un grupo
funcional polar al xenobiotico, o su producto de transformacion por la Fase | (Figura 1),
haciendo que los procesos de desintoxicacion incrementen la polaridad de los
xenobidticos lo cual los hace menos difundibles a través de las membranas bioldgicas
y mas solubles en el agua, facilitando asi su excrecion del organismo y reduciendo la

magnitud del dafo a las células del tejido blanco (Pefa, 2001, Silbergeld, 2001).
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Figura 1. Enzimas de Fase | y Fase Il (Silbergeld, 2001)
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Estos procesos reducen la cantidad de sustancia que penetra al tejido blanco, asi

como el tiempo de permanencia del xenobiotico en el organismo y, por lo tanto, la



magnitud del dafio probable a las células del tejido blanco, aunque también puede
ocurrir en este proceso se generen metabolitos con actividad genotdxica (Silbergeld,
2001).

Toxicologia Genética

Dado que un xenobidtico o los metabolitos de éste puede interactuar con el material
genético (DNA) alterando la expresién, composicién o arreglo del genoma en los
organismos; la toxicologia genética se encarga del estudio de factores quimicos,
fisicos o ambientales que alteran al DNA, analizando la relacidon con la exposicion,
mecanismos de accion y expresion de los efectos genéticos en las células de los

organismos (Timbrell, 2002; Klaassen y Watkins, 2005).

Las sustancias o factores capaces de modificar el DNA tienen actividad genotdxica
(Misra y Waalkes, 2001). Aunque algunos genotéxicos reaccionan directamente con el
DNA vy otros son resultado de la activacion metabdlica, éstos pueden inducir lesiones
que deriven en transversion, pérdida, inversion, transicion, duplicacion, translocacion,
rompimiento de cromosomas, no disyuncion y recombinacién (Figura 2), afectando la
division y organizacién celular y, dependiendo del linaje celular afectado, inducir

eventos de mutagénesis, teratogénesis o carcinogénesis (Winder, 1993).
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Figura 2. Diferentes tipos de dario al DNA (Silbergeld, 2001)



Los elementos basicos de la mayoria de los procesos de reparacion son el
reconocimiento del dafio, su eliminacién y sintesis reparadora y la unién del DNA
(Klaassen y Watkins, 2005). Asi, la probabilidad de que la lesiobn genética produzca
una enfermedad posterior, depende en ultima instancia de la naturaleza del dafio, la
capacidad que posee la célula de reparar o amplificar éste, la oportunidad de expresar
la alteracion que se haya inducido y la capacidad del cuerpo de reconocer y suprimir la
multiplicacion de células aberrantes (apoptosis) (Misra y Waalkes, 2001; Klaassen y
Watkins, 2005).

Por el tipo de alteracion involucrada, los mecanismos de reparacion se clasifican en:

e Reparacion por escision de bases — elimina la base dafiada.

e Reparacion por escision de nucleétidos — elimina los oligonucleotidos dafiados.

e Reparacion de roturas bicatenarias — por medio de recombinacién homadloga y
la unién de extremos no homologos.

e Recombinacion homologa — produce dos moléculas de DNA (con o sin
entrecruzamiento), las cuales no tienen roturas.

e Reparacion por O° — metilguanina — DNA etiltrasferasa — Protege a las células

contra los efectos toxicos de alquilantes.

Cuando las lesiones no son reparadas o como consecuencia de la reparacion la

viabilidad de la célula es afectada, ésta puede ser eliminada por apoptosis.

La toxicologia genética se basa en la evaluacion de eventos genéticos terminales para
para determinar la genotoxicidad de sustancias o mezclas, sus mecanismos de accion
y el efecto causado en el material genético (Huff y DeMarini, 2001; Herrera, 2005)

entre éstas se encuentran:

e Dafo de integridad al DNA.

e Mutacién Puntual.

e Aductos al DNA.

e Aberraciones cromosomicas en linfocitos.

¢ Micronucleos.

e Intercambio de cromatidas hermanas.

e Mutacién somatica y recombinacién mitética.

e Alteraciones del desarrollo.



¢ Mutaciones letales recesivas ligadas al sexo.

Drosophila melanogaster como sistema de prueba.

Uno de los sistemas de prueba mayormente usado es Drosophila melanogaster o
mosca del vinagre, la cual ha sido utilizada durante muchos afios en estudios de
genética basica. Durante el ultimo siglo el estudio de Drosophila ha aportado gran
cantidad de informacién. Uno de los avances mas importantes se produjo en el afio
2000 cuando la secuencia completa del genoma de D. melanogaster fue publicada
(Adams et al., 2000). Este hecho, junto con la multitud de técnicas y herramientas
moleculares para su analisis, ha permitido consolidar a Drosophila como organismo

modelo en los estudios de Genética.

Entre las principales ventajas de este organismo modelo se encuentran un tiempo de
generacion relativamente corto (10 dias aproximadamente), descendencia abundante,
mantenimiento facil debido a sus reducidas dimensiones, la presencia en el estadio
larvario de cromosomas gigantes en las glandulas salivales y un numero cromosomico
bajo (2n = 8).

Otras ventajas de Drosophila son la facilidad para producir y combinar mutaciones en
su genoma. De esta forma, el fenotipo mutante permite inferir la posible funcién del
gen durante su desarrollo (Torok et al., 1993; Deak et al., 1997); ademas con este
organismo es posible verificar la presencia de dano genético in vivo en un periodo a
corto plazo y los efectos inducidos pueden determinarse tanto en células germinales
como en somaticas, pues posee una alta capacidad de activaciéon — desintoxicacion
(Baars et al., 1980; Kilbey et al., 1981), asi como la capacidad de reparar dano
genético gracias a la presencia de enzimas dependientes de citocromos P450 cuya
actividad se ha probado que es similar a la encontrada en la fraccion S9 del higado de
mamiferos (Vogel, 1975; Hallstrdm et al., 1981 a, b; 1982; Clark, 1982); por lo que
muestra alta eficiencia en la deteccion de metabolitos de vida corta ya que no requiere
de la adicién de un sistema metabdlico exdgeno (Zijlstra y Vogel, 1988 a, b). Por sus
diversas ventajas, Drosophila es un organismo ideal para el monitoreo de
contaminantes ambientales en dosis sub-letales que permiten la deteccion de
actividad genotdxica de compuestos quimicos y mezclas complejas, aportando
resultados en la determinacién de efectos tanto en células germinales como en
somaticas, senalando asi, cuando la exposicion a éstos puede ser perjudicial (Ramos
et al., 2000).



El ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster es un insecto holometabolo, es decir, presenta 3 etapas
larvarias, a los 5 dias la larva entra en pupacion y se inicia la metamorfosis. Durante
este periodo la mayoria de estructuras se formaran principalmente a partir de la
reorganizacion de los: a) discos imagales (cuyas células formaran: la cabeza, alas,
antenas, ojos, torax, patas y genitales de la mosca adulta); b) los nidos histoblastos
(que formaran el abdomen del adulto) y c) los grupos de células imagales (dan origen

al intestino) (Gilbert, 2003). Posteriormente, el imago emerge de la pupa (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Los discos imagales

Son conjuntos de células que permanecen indiferenciadas durante la etapa larvaria y
que daran lugar a la formacion de los 6rganos y cuticula del adulto de D. melanogaster
(Figura 4). Las células precursoras que forman estos discos son alrededor de 10 a 40
al final del desarrollo embrionario, dependiendo del disco imagal; éstas se segregan
como invaginaciones de la cuticula embrionaria y se multiplican en niumero por mitosis
(en momentos especificos), la ultima ronda de divisién ocurre a las 24 h después de la
formacion del pupario (Bate y Martinez-Arias, 1991; Cohen, 1993, Amoros, 2006).
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Figura 4. Morfologia, localizacion y estructuras del adulto a las que daran lugar los discos
imagales de Drosophila (Gilbert, 2003).

A medida que las células proliferan, forman un epitelio tubular que se pliega sobre si
mismo en una espiral compacta. El disco mas grande, el del ala, contiene unas
sesenta mil células (Fristrom, 1975). En la metamorfosis, estas células proliferan, se
diferencian y evierten (Gilbert, 2003).

Existen muchas ventajas por las que se utilizan los discos imagales como modelo de
estudio. Se pueden aislar facilmente, los estudios bioquimicos son posibles debido a
que se puede acumular gran cantidad de discos en un periodo de tiempo
relativamente corto y ademas se pueden mantener in vitro en cultivos celulares
(Fristrom, 1975), por otro lado, la actividad proliferativa de las células de este tejido le
hace ideal para evaluar dano provocado por agentes quimicos, fisicos y bioldgicos, asi

como la induccién de muerte celular.

El disco imagal de ala

Durante la embriogénesis, el disco imagal de ala esta formado por un conjunto de
unas 40 células, que empiezan a dividirse en la ultima mitad de la primera etapa
larvaria. La proliferaciéon celular continuara durante los demas estadios larvarios, con

una division cada 8 horas aproximadamente, hasta obtener un epitelio en monocapa



con 50,000 células aproximadamente (Figura 5) (Garcia-Bellido y Merriam, 1971;
Gonzalez-Gaitan et al., 1994; Milan et al., 1996 a, b).

Durante la segunda etapa larvaria se inicia la expresién del gen apterous (ap) en las
células dorsales y esto especificara la distincion entre dorsal y ventral. Ademas el
acercamiento entre células dorsales y ventrales inducira la formacion del margen del
ala (Diaz-Benjumea y Cohen, 1993; Williams et al., 1994; Blair et al., 1995; Milan y
Cohen, 2000a).

____—  Pleuraventral

Hinge ventral

Superficie
ventral del ala

Figura 5. Disco imagal de ala en el tercer estadio larvario. Modificado de Cohen (1993).

Tras la evaginacion del disco, el ala pupal sufre 2 divisiones mas que empiezan cerca
de las venas y progresan hacia las regiones de intervena (Garcia-Bellido et al., 1971,
1973, 1974; Schubiger y Palka, 1987; Milan et al., 1996b). La primera ocurre a las 18
horas tras la formacion del pupario (Schubiger y Palka, 1987; Hartenstein y Posakony,
1989) y se forman extensiones basales entre las caras dorsal y ventral
Aproximadamente a las 22 horas posteriores a la formacién del puparium tiene lugar la
segunda divisién mitética, que afecta a un numero menor de células. En este momento
las 2 capas celulares que conformaran el ala empiezan a unirse por sus superficies
basales. A las 40 horas post-formacion del puparium las alas pupales tienen ya la
forma general del ala adulta, y a las 46 horas éstas estan plegadas longitudinal y
distalmente dentro de la pupa (Gilbert, 2003; Amoros, 2006). Por lo anterior, el ala
adulta estara constituida por 2 capas de células continuas (una dorsal y otra ventral,
totalmente independientes una de la otra) (Demerec, 1965), en las que se observan
tricomas o pelos, formados por la acumulacion de fibras de actina en un polo de cada

una de las células (Garcia—Bellido y Merriam, 1971; Garcia—Bellido y Dapena, 1974).



Prueba de mutacién somética y de recombinacion mitdtica (Somatic Mutation
and Recombination Test, SMART)

Detecta la actividad mutagénica y recombinogénica de compuestos asi como de
mezclas complejas en células somaticas de D. melanogaster (Graf et al., 1984;
Dorantes, 2000; Ramos et al., 2000; Arellano, 2002). Se basa en el empleo de células
de los discos imagales que posteriormente daran origen a distintas estructuras del
cuerpo de la mosca, en este caso se utilizan las células que daran origen a las alas de

la mosca.

Estas células estan determinadas genéticamente y al diferenciarse, cada una dara
origen a un tricoma, que crece gradualmente; finalmente la célula muere y sélo se
observa el tricoma en la superficie de las alas. Por lo mismo se relaciona directamente
el numero de tricomas (en los sectores) con el nUmero de células que forman el ala

(Demerec, 1965; Garcia—Bellido y Merriam, 1971; Garcia-Bellido y Dapena, 1974).

Debido a que las células que daran origen a las alas estan determinadas
genéticamente se puede detectar si a lo largo del desarrollo larvario ocurre alguna
alteracion que cambie la informacién genética, ya sea por eventos de pérdida,
recombinacion, no disyuncién y/é mutacién (Figura 6), el cambio sera transmitido a las
células hijas (descendientes de una célula alterada) dando origen a una mancha
distinguible formada por células 6 tricomas mutantes en un contexto de células
silvestres (Graf et al., 1984).
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Figura 6. Diversas maneras de formacion de manchas en la prueba de mutacion y
recombinacién somatica, con marcadores genéticos en las células de las alas Modificado de
Graf et al. (1984).

Los eventos de mutacion, no disyuncion, pérdida y recombinacién entre los
marcadores genéticos (mwh (multiple wing hair) tricomas mdltiples (2 a 7) y fIr® (flare)
tricoma en forma de flama (Graf et al., 1984, Lindsley, 1992), producen manchas
simples, pues expresaran solo uno de los dos marcadores involucrados, pero si
ocurriera recombinacion entre el centrémero y su marcador genético mas préximo (flr®)
se produciran manchas gemelas (la mancha esta formada por células mutantes de dos

tipos: mwh vy fIr®) (Figura 7).
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Figura 7. Fenotipo de las manchas mutantes que se observan en las alas.

La aparicion y el tamano de las machas dependen del numero de divisiones celulares
que ocurrieron después de la alteracion, por lo que puede estimarse el numero de
ciclos de division involucrados; siempre y cuando no exista muerte celular o arresto
mitotico (Graf et al., 1984).

El niumero de moscas que presentan o no manchas permite la deteccion de
organismos susceptibles a un agente genotoxico. Las moscas no tratadas presentan
manchas mutantes con baja frecuencia, pero en las que han sido expuestas, la
cantidad de manchas se incrementa afectando a un mayor numero de organismos, sin
embargo, esta respuesta es variable ya que mientras que algunos individuos
presentan gran cantidad de manchas otros no muestran efectos del tratamiento. La
identificacién de los organismos mas susceptibles puede ser de utilidad en la
prevencion de los efectos dafiinos de los genotdxicos (Ramos et al., 2000; Arellano,
2002).

Con esta prueba se han analizado mas de 400 compuestos (Vogel et al.,, 1990,
Ramos, 1994) y mas recientemente se ha empleado en el biomonitoreo para la
deteccidn de agentes genotdxicos en muestras ambientales de agua (Dorantes, 2000;
Ramos et al., 2000; Arellano, 2002), asi como muestras atmosféricas (Graf y Singer,
1989).



Ramos et al. (2000) propusieron que se analice un total de 80 alas por tratamiento en
caso de biomonitoreo, permitiendo asi, que se puedan establecer decisiones 6ptimas

con respecto a los resultados obtenidos.

Para complementar los resultados de la frecuencia de mutacion y recombinacion, asi
como de tamafo de manchas y de manchas por mosca, Arellano (2002) propuso el
empleo del indice de sobrevivencia que consiste en determinar la proporcion de
organismos recobrados después de la exposicion a agentes genotdxicos en
comparacion a organismos no tratados, como una alternativa para obtener informacion
preliminar de posibles efectos genotdxicos para relacionarlos con los obtenidos por la
SMART.

Con esto se puede obtener un analisis mas completo de los resultados encontrados
por los tratamientos ya sea con compuestos o con muestras ambientales, permitiendo
un analisis inicial de dafio téxico (evaluado como muerte del organismo) relacionado

con el dafio genotoxico encontrado.

Zona de estudio:
Cromatos de México, S.A. de C.V.

Ubicada en la calle Francisco |. Madero No. 30 de la Colonia Lecheria en Tultitlan,
Estado de México. El predio ocupa una extension aproximada de 4.5 hectareas (Figura
8), colinda al N con una zona deportiva; al S con la Colonia Independencia; al O con
estacionamientos recientes y la via del ferrocarril México — Querétaro y al E con casas

y las instalaciones de la escuela “Reforma” (PROFEPA, 1999).

Figura 8. Vista Aérea del Terreno de
“Cromatos de México, S.A. de C.V.”
(Google earth, 2007)




La fabrica estuvo activa por un periodo de 20 afos, de 1958 a 1978 (Figura 9). La
materia prima era la cromita (FeCR,0,4) - forma en que se encuentra dispuesto el
Cromo de manera natural, cuya procedencia era Sudafrica -. La composicién quimica
de este mineral es: 60% de Cr,03, < 24% de Al,Os3, < 11% de FeO, < 15% de MgO y
vestigios de silicio y azufre (PROFEPA, 1999, Castro, 2006); la cromita era refinada,
secada y triturada hasta obtener particulas de 74 micrémetros, que eran mezcladas
con NaCO; o cal, para ser calcinada en el horno rotatorio a temperaturas entre 1,100 y
1,500°C por 4 horas, posteriormente se le agregaba agua para la separacion de
cromatos solubles y se neutralizaba con H,SO, para filtrar y extraer la alimina (éxido
de aluminio) y el dicromato de sodio formado (PROFEPA, 1999; Castro, 2006). Segun
un estudio realizado por el Instituto de Geografia, la produccion diaria era de 12
toneladas de Cromato de Sodio, 1 tonelada de Cromato de Potasio y casi 8 toneladas
de Sulfato de Sodio. De acuerdo con lo anterior se puede inferir que se procesaban

materiales por magnitud de 21 toneladas diarias, mas el subproducto de dicromato.

Figura 9. “Cromatos
de México, S.A. de
C.V.” antes de ser
demolida (Archivo
Diario Amanecer)

Durante este proceso se generaban emisiones de cromo no solo por la chimenea del
horno, sino también porque el viento transportaba el polvo, ya que los procesos se
llevaban a cabo a cielo abierto, sin control alguno de emisiones ocasionando
descargas a los sistemas de drenaje y al aire. Los residuos de este proceso se
acumulaban en los terrenos de la empresa y posteriormente se utilizaron como

cascajo para rellenar hoyos o nivelar terrenos en los alrededores.

A partir de 1972, la poblacién del lugar inici6 una serie de reclamaciones a las

autoridades, debido a dafos a la salud, exigiendo el cierre de la fabrica, asi como de la



escuela “Reforma”. En 1975, en los trabajadores de la empresa, asi como habitantes
de la localidad presentaban perforacion del tabique nasal, problemas cutaneos
(ulceracion y dermatitis), irritacion de las mucosas y numerosos casos de cancer lo
que dio inicio a inspecciones por parte de las autoridades de salud (Gutiérrez, 1985;
Castro, 2006).

En julio de 1976, se realizé el primer analisis de los residuos (polvo amarillo) presente
en el escuela y sus alrededores, confirmandose la presencia de cromo en suelo y
agua; por falta de cumplimiento en las condiciones de operacién y de manejo de
sustancias la fabrica fue clausurada temporalmente en marzo de 1977 y en septiembre
de 1978 la fabrica se clausuré definitivamente por no acatar las disposiciones
ordenadas por los Servicios Coordinados de Salud en el Estado de México (Castro,
2006).

La fabrica es embargada en octubre de 1979 y se empieza el desmantelamiento de las
instalaciones con lo que deja al descubierto una cantidad considerable de residuos al
aire libre (Gutiérrez et al.,1985). En 1983, se llevd a cabo la construcciéon de un
confinamiento con una capacidad aproximada de 30, 000 m® (Senado de la Repubica,
2004), en el que se almacenaron los residuos de cromo que se encontraban a cielo
abierto. En poco menos de 2 meses se detectaron rupturas y deslizamiento de las
paredes del confinamiento, dejando al descubierto el material (Gutiérrez et al.,1985)

por lo que se realizaron trabajos de bacheo en las fisuras.

Tras el cierre de esta empresa el lugar se convirti6 en un cementerio de residuos
industriales, alojando entre 75 mil y 120 mil toneladas de material residual (Gutiérrez
et al., 1985). Quince anos después de la clausura, Residuos Industriales Multiquim,
S.A de C.V. (RIMSA) presentd una propuesta donde se planteaba la posibilidad de
trasladar los residuos a un confinamiento especial, la cual fue rechazada (PROFEPA,
2003).

En el 2000, la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente, en el marco del
Programa Nacional de Sitios Contaminados con Residuos Peligrosos, realizd estudios
a partir de los cuales se tomo la decision de declarar a los terrenos de la desaparecida

empresa como “zona de contingencia ambiental” (PROFEPA, 2003).

En el 2005, la Direccion General de Residuos Sdlidos y Restauracion de Suelos

Contaminados de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales



(SEMARNAT), dio a conocer que las 75 mil toneladas de residuos enterrados en las
instalaciones de la ex—cromadora, conforman el tercer sitio de mayor contaminacion
quimica del pais, debido a que la sustancia quimica es corrosiva y al estar mal

confinada, también ha contaminado a cuatro pozos de agua (SEMARNAT, 2005).

Finalmente, un grupo mutidiscilplinario integrado por elementos de la Subsecretaria de
Gestion para la Proteccion Ambiental y la Procuraduria Federal de Proteccion al
Ambiente, la SEMARNAT, la Secretaria de Ecologia del Gobierno del Estado de
México, el Ayuntamiento de Tultitlan, la Delegacion de la SEMARNAT en el Estado de
México, el Colegio de Ingenieros Gedlogos de México, la Secretaria General de
Gobierno y la de Salud del Estado de México y la Agencia Alemana de Cooperacion
Técnica (GTZ), quienes han realizado analisis en la zona (PROFEPA, 2003) proponen
un saneamiento posterior de ésta, después de la demolicion de la excromadora en la
que se removera el material a un confinamiento de Mina, en Nuevo Ledn (Universal,
2007) .

El estado actual del contenedor ha permitido que los residuos sean evidentes al
exterior debido a la permeabilidad de éstos a través del suelo y las paredes,

implicando un posible riesgo para la poblacién aledana al predio (Figuras 10, 11, 12).

Figura 10. Pared externa del Predio de “Cromatos de México”



Figura 12. Interior de la
fabrica “Cromatos de
México, se puede ver el
polvo amarillo en techo,
pared y piso.




Cromo

Entre los contaminantes ampliamente distribuidos en el ambiente estan los metales
pesados, principalmente aquellos de interés industrial. Con frecuencia, la
contaminacion por metales pesados tiene su origen en la explotacién de éstos, como
el cromo el cual es empleado para la industria de cementos, colorantes, construccion,
curtidoras, galvanoplastia, material fotografico, material refractario, metalurgia
(produccién de acero y otras aleaciones metalicas), pinturas (principalmente las

anticorrosivas), entre otros usos (Albert, 1997; Téllez et al., 2004).

Al ser un elemento metalico ampliamente distribuido en la naturaleza, ocupa el cuarto
lugar entre los 29 elementos biologicamente mas importantes de la corteza terrestre.
(Téllez et al., 2004). EI cromo no se encuentra solo en la naturaleza, sino formado
como cromita (FeOCr,03) o piedra de cromo férrico. El cromo es un metal bastante
duro y poco alterable. Aparece como terrones, granulos, polvo o cristales, es soluble
en acido sulfdrico, su simbolo quimico es Cr, numero atomico 24, pertenece al grupo
VI B de la tabla periddica, situado entre los grupos 1A y llIA entre los llamados metales
de transicion. Sus principales propiedades fisicas son: peso atomico: 52 g/mol;
Densidad: 7.19 g/cm?®; punto de fusion: 1.857°C; punto de ebullicion: 2.672°C (Galvao,
1987; Albert, 1997; Nordberg, 2001).

Todas las poblaciones estan expuestas al cromo, por lo que el riesgo esta relacionado
no solamente con la presencia de éste, sino también con el estado de oxidacién en el
que se encuentre y el mecanismo por el que ingresa al organismo, que puede ser por
ingestion, respiracion y/o contacto. El cromo forma parte de diferentes compuestos
dependiendo de sus estados de oxidacion: Cr[0] (metal y las aleaciones,
biolégicamente inerte), Cr[ll] (estado cromoso), Cr[lll] (cromo trivalente) y Cr[VI]
(cromo hexavalente). El estado de valencia [ll1], es el mas estable y produce complejos
estables con ligandos organicos e inorganicos (Hartford, 1979), asi es como es
empleado en la industria. En el estado de valencia [VI], el cromo se encuentra en
dicromatos y cromatos (Cotton y Wilkinson, 1980); los cuales se utilizan en
operaciones de cromado, manufactura de pigmentos y colorantes, curtido de pieles y
tratamiento de madera. Los dicromatos sddico y potasico son usados con frecuencia
en la industria como fuente de otros compuestos del cromo, particularmente del éxido

de cromo (Tabla 1).



Tabla 1. Compuestos de cromo segun su estado de
oxidacién. Modificada de Téllez (2004).

Compuesto Formula Estado de

oxidacion
Oxido cromoso CrO Il
Hidréxido cromoso Cr(OH), Il
Tetréxido cromico CrO,4 v
Pentoéxido crémico CrOs \Y
Oxido créomico Cr,03 1l
Hidréxido cromico Cr,03xH-,0 1l
Cromitas (Cry0,4)? 1l
Anhidrido créomico CrOs VI

Cromatos (CrO4)? y (Cr,07)? VI

El cromo se encuentra presente en agua y suelo principalmente en dos formas de
oxidacion: Cr[lll] o Cr[VI], pero también puede encontrarse como oOxido de cromo,
sulfato de cromo, trioxido de cromo, acido crémico y dicromato (Zouboulis et al.,,
1995). En presencia de la materia organica, el Cr[VI] contenido en agua y suelo es
reducido a Cr[lll]; sin embargo, las altas concentraciones del i6n en estado
hexavalente pueden sobrepasar esta capacidad de reduccién, lo que impediria su

adecuada eliminacién (Cervantes et al., 2001).

Tanto los animales como los seres humanos solo incorporan a su organismo
cantidades relativamente pequefias de cromo por inhalacion; la mayoria de las
sustancias que contienen cromo ingresan al organismo a través de los alimentos y del
agua que se bebe (Téllez, 2004). Pese a que el cromo es un elemento esencial para
hombres y animales, niveles elevados de este metal (15 mg en agua de rios y 0.10 mg
/L en agua potable) resultan téxicos para éstos. Particularmente, el Cr[VI] tiene efectos
mutagénicos en bacterias (Viti et al., 2003) y carcinogénicos en animales y humanos
(Losi et al., 1994; Viti et al., 2003).

El Cromo [lll] es esencial en el desarrollo normal del metabolismo de glucosa,
proteinas y grasas, consecuentemente se trata de un elemento indispensable en la
dieta (EPA, 2000) pues forma parte de la molécula que constituye el “factor de
tolerancia a la glucosa” (FTG). Este interviene en la unién de insulina con los
receptores de la membrana, posiblemente por puentes disulfuros, lo que estimula la

absorcion de la glucosa del torrente sanguineo que se transforma a glucégeno. El



estado trivalente es anfétero y es la forma mas estable, ya que se requiere una
energia considerable para convertirlo en otros estados de oxidacion mas bajos o mas
altos (Téllez et al.,, 2004). Existen incluso complementos alimenticios para aquellas
personas que no llevan una dieta balanceada en cromo. El consumo diario promedio
de Cr[lll] por aire, agua y comida se estima en una cantidad menor de 0.2 a 0.4
microgramos (ug), 2.0 ug y 60 ug, respectivamente (EPA, 1998; ATSDR, 2000).

En contraste con el cromo[lll], el cromo[VI] se incorpora activamente a las células, es
decir, puede penetrar a la célula con mayor afinidad que el cromollll], debido al
intercambio de aniones fosfato-sulfato (Figura 13) (Mertz, 1969). Sin embargo, una vez
dentro de las células, el cromo[VI] es faciimente reducido a cromollll] por enzimas
como glutation, acido ascorbico, cisteina, histidina (DeFlora et al., 1988). Por lo que el
metabolismo celular del cromo[VI] puede desempefar un papel de induccion de
genotoxicidad en la célula (DeFlora et al., 1989) debido a que este puede interactuar

con macromoléculas dentro de la célula.

Crathhj
CrOﬁ' Cr{V1) —Reductive metabolism-= Cr(V) Enzyme inhibition
Glutathione cr(lv)| === DNA damage
Ascorbate Chromosomal aberration
Hydrogen peroxide [«T1{]1}]
F‘Qa:::,:?m” 'g;radicals
Mutation

Cancer

Figura 13. Reduccion intracelular de Cromo[VI] (Sugiyama, 1991)

Se ha demostrado que dentro de la célula el Cr[lll] puede ser mutagénico tanto para
las células eucariotas como para las procariotas (Tabla 2) (DeFlora et al., 1988; EPA,
2000; Borska et al., 2003; Gambelunghe et al., 2003; Viti et. al., 2003; Xie et al., 2004;
Luippold et al., 2005;). Uno de los posibles mecanismos de genotoxicidad sostiene que
si los niveles celulares de Cr[VI] sobrepasan la capacidad de reduccion del citoplasma,
entonces éste migra directamente al nucleo y puede ser reducido in situ sin
modificaciones citoplasmaticas, llevando a la produccién de radicales de oxigeno vy

sulfuro muy cerca del DNA (Rom, 1985).



El cromo hexavalente puede disminuir la replicacién y fidelidad de la DNA polimerasa,
fijandose directamente a los grupos tioles de la enzima lo que produce dafio oxidante e
interfiere con su funcion (Téllez et al., 2004). También puede interferir directamente
con la sintesis de DNA, ya que disminuye los niveles de nucleétidos en el interior de la
célula, por la modificacion de los receptores de membrana involucrados en la
captacién de nucleédtidos (nucleétidos permeasas) o su captacion por difusion

facilitada, llevando a un desbalance de nucledtidos (Rom, 1985; Alexander, 1993).

Ademas de mutagenico, el cromo es un elemento que se considera clastégenico
(DeFlora et al.,1988; Zhitkovich et al.,1996), debido a que causa interacciones con el
DNA que provocan tension en la doble hélice de DNA y producen generalmente
rompimientos sencillos o dobles de la cadena: esto es lo que se conoce como
actividad clastogénica (DeFlora et al., 1988). También se ha visto que los compuestos
de Cr VI presentan efectos citotdxicos y genotdxicos para células bronquiales
humanas (Fornace et al., 1981; Singh et al., 1998; Wise et al., 2002), aunque no han
sido descritos los procesos especificos de citotoxicidad del Cr[VI], se ha mostrado que

induce estrés oxidativo, apoptosis y mutacion (Debasis, 2002; Ning et al., 2004).

En estudios realizados en células de ratones (Tsapoakos et al., 1983; Viti et al., 2003)
implican al cromo como causante directo de modificaciones en los pares de bases del
DNA, asi como inductor de alteracion de cromatidas hermanas, aberraciones
cromosémicas y de entrecruzamientos (Fornace et al.,, 1981). Por otro lado
investigaciones realizadas con hepatocitos de ave, muestran que el metabolismo del
Cr[VI] esta relacionado con la induccion de dafio en el DNA debido al incremento en
los niveles de glutation (GSH) y de P450 (Cupo et al., 1985) encontrando que estas
enzimas parecen actuar de manera sinérgica, con lo cual inducen mayor cantidad de

rompimientos y entrecruzamiento en el DNA (Cupo et al., 1985).

Dado que el cromo tiene gran relevancia por la relativa facilidad de exposicion para los
organismos, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), clasifico
al cromo hexavalente y sus compuestos en el Grupo | de sustancias cancerigenas, es
decir que son consideradas como sustancias comprobadamente cancerigenas para el
ser humano (IARC, 1997) con base en los resultados de estudios epidemioldgicos, asi

como por bioensayos (bacterias—mamiferos; (Tabla 2)) (Bianchi et al.,1983).



Tabla 2. Pruebas a corto plazo realizadas con cromo hexavalente, Modificado de DeFlora et al. (1988).

Bioensayo Parametro medido
Acidos nucleicos Cambios fisico — quimicos Ogawa et al,. 1989
purificados Infidelidad de la replicacion de Borgesetal., 1991
(DNA, RNA) DNA Snow, 1994
Bacterias Reversion his- — his+ Petrilli et al.,, 1977

Salmonella typhimurium
Bacillus subtilis

Escherichia coli

Levaduras
Schizosaccharomyces
cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Cryptococcus neoformans

Diatomeas marinas
Isochrysis galbana Parke
Chaetoceros gracilis Schiitt

Células (Gral)

Hongos
Helminthosporium sp
Cryptococcus neoformans
Plantas

Vicia faba

Tradescantia paludosa

Insectos
Drosophila melanogaster

Megaselia scalaris

Peces
Boleophtalmus dussumieri

Roedores
Ratones
Hamsters
Ratas

Humanos

Letalidad selectiva en cepas
deficientes en reparacion de
DNA

Induccién de respuesta SOS

Reversion de mutaciones
Recombinacion mitdtica
Conversion mitotica de genes
Bioacumulacion

Crecimiento poblacional

Estimulacién de reparacion de
DNA

Aberraciones cromosémicas
Intercambio de  cromatidas
hermanas

Transformacion (en agar)
Transformacién morfologica
Aneuplodia (alteracion del huso)
Citotoxicidad

Bioadsorcion

Aberraciones cromosémicas
Micronucleos

Prueba de mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo
Mutacion 'y  Recombinacion
Somatica
Pérdida de
sexuales

Teratogénesis
Aberraciones cromosémicas

cromosomas

Dafio a DNA

Aberraciones cromosémicas
Micronucleos

Letales dominates

Inhibicion de reparacion en DNA

Aberraciones cromosémicas
Intercambio de cromatidas
hermanas

Campos et al.,, 1995
Venier, 1989

Czako - Vér et al., 1999
Kogberber et al.,, 2006

Alayo et al,. 2004

Cupo et al,. 1985
Hamilton et al.,, 1986

Liebross et al,. 1992

Sugiyama et al.,, 2001
Debasis et al,. 2002

Ning et al.,, 2004
Acosta et al,. 2004

Rendon 1980
Shanker et al,. 2005

Amrani et al 1999
Hernandez, 2000

Sorensen et al.,, 2006

Trumble et al.,, 2004
Krishnaja et al,. 1982

DeFlora, 1988; 1989

Medeiros et al.,, 2003
Luoppold et al.,, 2005




Justificacion

Después de la clausura de “Cromatos de México”, los residuos fueron confinados en
una estructura carente de caracteristicas necesarias de acuerdo al tipo de deshecho
quimico. La incidencia de cancer y otros problemas de salud fueron relacionados con
la presencia de Cr[VI] en los residuos (Neri, 1981) por lo que actualmente las fisuras
del contenedor y la permeabilizacion continua de los residuos hacia el exterior hace
necesario evaluar el dafio toxico y genotoxico que los actuales residuos puedan
producir. EI modelo biolégico de la mosca del vinagre (Drosophila melanogaster), ha
sido calibrado como un sistema de prueba para detectar dafio en células soméaticas de
las alas a partir de muestras ambientales complejas de agua (Dorantes, 2000; Ramos
et al., 2000; Arellano, 2002)

Hipotesis

Si debido a la cantidad de metales pesados, en particular de Cr[VI] presentes en la
muestra ambiental disminuirA e incrementara la frecuencia de mutacion vy
recombinacion somaticas en moscas tratadas en comparacion con las moscas ho

tratadas.



Objetivos

General

Determinar la actividad genotoxica de una muestra ambiental externa a la ex-

cromadora en células sométicas de D. melanogaster.

Particulares

Analizar el efecto en el indice de sobrevivencia e indice sexual de D.
melanogaster de la exposicidbn subcrénica a diferentes concentraciones

realizadas con la muestra ambiental.

Determinar la relacién entre el indice de sobrevivencia y la frecuencia de
mutacién y recombinacién somatica en las células de las alas de las moscas

expuestas.

Determinar si existe relacion entre la concentracion de la mezcla y la frecuencia
de mutacién y recombinacién generado en las células somaticas de las alas de

D. melanogaster.

Comparar la frecuencia de mutacién y recombinacion somatica de moscas
libres y portadoras de mdltiples inversiones expuestas a diferentes

concentraciones de la muestra.






Materiales y Métodos:

Muestra Ambiental

La muestra ambiental se obtuvo al raspar la pared externa del confinamiento de
“Cromatos de México, S.A. de C.V.”. Posteriormente, se eliminé la mayor parte de
fragmentos de concreto y roca, tras lo cual el material se pulverizé en un mortero. Por
medio de espectrofotometria de absorbancia atomica (NMX051) se cuantifico la

cantidad de metales contenidos en la mezcla.
Cruzay marcadores genéticos

Se utilizaron 3 cepas de Drosophila melanogaster, 2 de ellas mutantes flr/TM3, Bd® y
mwh,e (SMART). Mientras que la otra eran moscas silvestres Canton — s (CS), estas
ultimas se utilizaron como cepa testigo para el indice de sobrevivencia, asi como el

indice sexual.

a) fir¥TM3, Bd®

fr* (flare) esta localizado en el cromosoma 3 a 39 u.m., es un gen autosémico
recesivo que en homocigosis es letal; los tricomas son reconocidos porque tienen
forma de flama, en condicién recesiva es letal, por lo cual es necesario de un
cromosoma balanceador para mantener este marcador (Lindsley, 1992); TM3 es
un cromosoma balanceador, el cual tiene multiples inversiones en el cromosoma 3
y como marcador reportero tiene a Beader®® (Bd®), que es un gen letal dominante
en condicidon homocigética, en las moscas heterocigotas para este marcador se
observan muescas en el borde de las alas. La presencia de multiples inversiones
en este arreglo impide que se recuperen eventos viables de recombinacion entre
los cromosomas, estabilizando el marcador fIr®. Este esquema de cruzas habla de
un sistema de letales balanceados, donde soélo se recobran organismos
heterécigos tanto para flr*, como Bd® (Lindsley, 1992), ya que los organismos
fir¥/fir® y Bd>/Bd® mueren.

b) mwhe
mwh (multiple wing hair) es un marcador autosémico y recesivo, se encuentra en
el cromosoma 3 a 0.3 u.m, en condicién homdciga produce de dos a siete tricomas

por célula en lugar de uno como en la condicion silvestre. El marcador e (ebony)



es un gen autosémico y recesivo, por lo que solo las moscas homocigéticas

presentan el cuerpo de color ébano (Lindsley, 1992).

¢) Canton-s

Las moscas Canton-S (CS) son de tipo silvestre (Lindsley, 1992).

Para la cruza de SMART se usaron hembras virgenes flr¥/TM3, Bd® y machos mwh,e,
mientras que para la cruza silvestre se utilizaron hembras virgenes silvestres y

machos silvestres CS.

Experimental

Tanto la cruza silvestre CS como la cruza SMART se transfirieron a frascos con medio
fresco durante 8 h para recolectar huevos, transcurrido tres dias, las larvas de 72 £ 4 h
fueron extraidas por medio de un gradiente de densidad con azucar al 20% (N&thinger,

1970), la cual hace que las larvas se separen del medio de cultivo y floten.

A partir de una solucién stock de 2000 ppm de la muestra ambiental se prepararon las
concentraciones a probar mediante diluciones sucesivas, hasta 0.00019 ppm.
Aproximadamente 100 larvas se sometieron a tratamiento via alimentacion en tubos
homeopaticos de vidrio con 1 g de medio instantaneo (Carolina Biological Supply) y
4.5 ml de dilucion de la muestra ambiental. Las larvas permanecieron en este medio
por 48 h o hasta la pupacion (exposicidon subcrénica de 72 x 48hrs). Como disolvente y
testigo negativo se empled agua destilada. Para cada concentracion se utilizaron al
menos 2 series (dos tubos) y el experimento se repitié 7 veces. Emergidas las moscas
(Foto 8) se cuantificaron por sexo y fenotipo (en el caso de SMART), para obtener el
indice de sobrevivencia (primer indicador de dano al organismo (Arellano, 2002)) e
indice sexual (ISx - indica si la mezcla compleja afecta a algun sexo en particular.).

Posteriormente se sacrificaron por exceso de anestesia y se fijaron en alcohol al 70%.



Canton — s flr¥/mwhe mwhe/TM3, Bd®
Mosca silvestre Progenie de la cruza SMART

Figura 14. Fenotipos de moscas utilizadas para el tratamiento

indice de Sobrevivencia e indice Sexual

Para obtener el indice de sobrevivencia se calcul6 el cociente de la suma total de los
organismos recobrados en cada serie de cada concentracion entre la suma total de

organismos en el lote testigo (Arellano, 2002):

Znumero total de organismos experimental / Zndmero total de organismos control = IS

Posteriormente los indices de cada serie se promediaron para determinar el IS

promedio de cada concentracién por tratamiento.

Para calcular el indice sexual se sumaron todos los organismos machos (en este caso)
y se dividié entre el total de organismos recobrados (hembras y machos) para cada

serie de cada concentracion.

Tnumero total de Js (experimental) / Entimero total de organismos (2y &) experimental = I1Sx

Posteriormente los indices sexuales obtenidos en cada serie se promediaron para

calcular el ISx promedio por tratamiento y por concentracion.

Los IS de cada una de las concentraciones en los diferentes tratamientos se
promediaron y se calculd el error estandar. Para el ISx se procedié de la misma

manera. Para establecer si existen diferencias significativas tanto en el IS como en el



ISx, entre las concentraciones, asi como entre las cepas, se us6 la prueba de ANOVA

de dos vias y posteriormente se aplicé una prueba de comparacién multiple de Tukey.

Analisis de SMART

La progenie obtenida de la cruza parental es de dos tipos: 1) moscas libres de
inversion (LI; flr¥/mwhe) y 2) moscas portadoras del balanceador o portadoras de
inversiones (Pl; mwhe/TM3, Bd®); la diferencia entre estas moscas es que en las
primeras se recobran manchas originadas por eventos de mutacién, no — disyuncion,
pérdida y recombinacién, mientras que en las otras no se recuperan eventos de
recombinacion debido a la presencia del cromosoma balanceador; la frecuencia de
manchas de ambos tipos de moscas puede ser comparado, para obtener una
estimacion de la fraccién de las manchas derivadas de eventos de recombinacion en

los organismos expuestos (Graf et al., 1984).

Se realizaron laminillas con 40 alas (20 alas de hembras y 20 alas de machos) segun
Graf et al. (1984); posteriormente fueron revisadas al microscopio 6ptico a 400X y se
analizaron en el programa de computo SMART (basado en la prueba no paramétrica
X2 (Wargler no publicado, Graf et al., 1984; Frei y Wargler, 1988, 1995). Para cada

concentracion y para cada cepa se analizé un total de 80 alas.

Para determinar la participacién de la recombinacién en la frecuencia de manchas se
analizaron 5 concentraciones (200 ppm — 1000 ppm) de laminillas de moscas PI, que

corresponden a concentraciones que dieron respuesta positiva en moscas LI.

Para determinar la frecuencia de mutacion y recombinacién somatica, las manchas se
clasificaron por su tamafo en: chicas (1 — 2 células), grandes (> 2 células) y por su
fenotipo en: simples y gemelas. La comparacion del total de manchas en los lotes
experimentales con respecto al testigo puede arrojar los siguientes resultados:
positivo, débil positivo, indeterminado o negativo, mediante el contraste de las
hipétesis: nula (Hp): las frecuencias en el grupo tratado son iguales a las observadas
en el grupo testigo y alternativa (H,): la frecuencia inducida en el grupo tratado es “m”
veces mas alta que la frecuencia observada en el grupo testigo (Graf et al.,, 1984).
Donde “m” es la frecuencia basal para cada tipo de mancha, siendo “m= 2” para
manchas simples, chicas (las cuales son mas frecuentes) y las manchas totales; en
ambos casos se requiere duplicar la frecuencia basal para obtener un resultado

significativo y “m= 5" para manchas grandes y gemelas (ambos eventos tienen una



frecuencia basal baja, por lo que es necesario incrementar en cinco veces la basal

para obtener un resultado significativo) (Frei y Wugler, 1988; Frei et al., 1995).

Las manchas recobradas se ordenan por tamafo para obtener la distribucién del
tamafno de mancha inducido en las moscas experimentales, la cual se compara
cualitativamente con la distribucidon de manchas de las moscas testigo. El cambio en el
tamafo de las manchas recobradas (permite estimar el numero de divisiones
involucrado en formar a esas manchas) es un indicador de la caracteristica heredable
de la lesion inducida por actividad del compuesto o factor en estudio (Dorantes, 2000;
Ramos et al., 2000; Arellano, 2002).

Para analizar la distribucion de manchas por mosca se utilizé la prueba no paramétrica
de Kruskal — Walllis, seguido de una prueba de comparacion multiple de Dunn’s para
encontrar diferencias entre las medianas (Steel. et al.,, 1997) donde se estima la
diferente susceptibilidad de los organismos tratados, asi como del lote testigo, dado
que al exponer organismos ante un mismo estimulo, en este caso un agente
genotoxico, algunos organismos van a resultar seriamente afectados, mientras que
otros no presentaran evidencias detectables. Identificar a la proporcion mas
susceptible de una poblacién es importante en toxicologia genética ya que constituye
una alerta temprana de la presencia de cambios ambientales, que al ser detectados y
controlados de manera temprana posibilitan la identificacion de la fuente genotdxica y

con la finalidad de reducir el impacto hacia el resto de la poblacion.



Resultados

Muestra ambiental

Algunos metales como el niquel, hierro, cadmio y el metaloide arsénico pueden estar
presentes en las minas de cromo o relacionados con los residuos que producen las
cromadoras (Medeiros et al., 2003) y varios han probado tener actividad como
mutagenos y carcindgenos (EPA, 1998), por lo que, de estar presentes en la muestra
ambiental, podrian contribuir a la genotoxicidad detectada en las pruebas con

Drosophila melanogaster.

Andlisis espectrofotométrico de las muestras ambientales

Las muestras ambientales fueron enviadas a Estudios y Analisis Ambientales S.A. de
C.V. y procesadas en el espectrofotometro de absorbancia atomica para determinar el
contenido de metales pesados (Tabla 3), asi como total de Cromol[VI], Cromo][lll] y
Cromolll] (Tabla 4), de acuerdo al procedimiento descrito por la Norma Mexicana
vigente NMX-AA-51-1981.

Tabla 3 Determinacion de la cantidad (en gramos por kilogramo) de metales pesados de la
muestra ambiental y limites ambientales permisibles.

Promedio Desv. Est LMPS LMPA
(mg/L) ' ' (mg/L) (mg/L)
Arsénico 27 0.03 5.0 0.5
Cadmio 345 0.007 1.0 0.5
Zinc 19900 0.01131 10 6
Hierro 4275000 1.48492 5.0 0.30
Niquel 30000 0.01414 5.0 4
Cromo 9940000 0.00 5.0 0.05

LMPS = Limite maximo Permisible para suelo PROY-NOM-052-ECOL-2001, NOM-052-ECOL-2005;
LMPA = Limite maximo Permisible para agua (uso y consumo humano) NOM-002- ECOL-1996; NOM-
127-SSA1-1994

Tabla 4. Determinacion de porcentajes de diferentes valencias de cromo a partir de Cromo total

Promedio % Desv. LMPE

Est. (mg/m?)
Cromo Total 100 0 0.5
Cr[VI] 97.79 0.06 0.05
Crlll, 1] 2.21 0.06 0.5

LMPE = Limite maximo Permisible de exposicién de contaminantes del ambiente laboral NOM-010-STPS-
1999



Dado los resultados obtenidos de los analisis espectrofotométricos, se calculd el
contenido de los diferentes tipos de cromo en las diluciones probadas. Asi, la
concentracion stock probada en los tratamientos de 2000 ppm, contiene 200 ppm de
cromo. En la tabla 5 se muestran las equivalencias de cromo total y cromo
hexavalente que presentan cada una de las concentraciones probadas de acuerdo a

los analisis mostrados anteriormente.

Tabla 5. Equivalencias de Cromo total y [VI] en las concentraciones utilizadas para los tratamientos

Muestra
Ambiental C[rpg?;? | [Cprp[xl]]
[ppm]

0.00019 0.00002 0.00002
0.00038 0.00004 0.00004
0.00076 0.00008 0.00007

0.0015 0.00015 0.00015
0.003 0.0003 0.00029
0.0061 0.00061 0.00059
0.0122 0.00121 0.00119
0.0244 0.00243 0.00237
0.0488 0.00485 0.00474
0.097 0.00964 0.00943
0.195 0.0194 0.019
0.39 0.039 0.038
0.78 0.078 0.076
1.56 0.155 0.15
3.125 0.311 0.3
6.25 0.621 0.61
12.5 1.243 1.22
25 2.485 243
50 4.97 4.86
100 9.94 9.72
200 19.88 19.44
400 39.76 38.88
600 59.64 58.32
800 79.52 77.76
1000 99.4 97.2
1200 119.28 116.64
1400 139.16 136.08
1600 159.04 155.52
1800 178.92 174.96
2000 198.8 194.4




indice de Sobrevivencia (IS).

Como primer indicador para evaluar un efecto toxico provocado por un tratamiento a
organismos expuestos se obtuvo el indice de sobrevivencia (IS), el cual muestra la
cantidad de organismos recobrados en los lotes experimentales con respecto al
numero de organismos recobrados en el lote testigo (valor referente = 1.0). Dado esto
se puede establecer si el tratamiento a ‘X’ concentracion esta afectando la

sobrevivencia de los organismos.

Debido a que las moscas libres de inversiones (LI), son heterécigas para los genes
mwh, flr* y las moscas portadoras de mdltiples inversiones (Pl), presentan muiltiples
inversiones en el cromosoma 3, que impiden la recuperacion de eventos viables de
recombinacion, se emplearon moscas silvestres Canton . s (CS) como referencia o
linea testigo para el IS, las cuales no expresan alguna mutacion que pudiera interferir
con la toxicidad del tratamiento y, en consecuencia puede separarse el efecto de la
toxicidad del tratamiento, de la posible interaccion entre la toxicidad del tratamiento y
el arreglo genético de las moscas utilizadas. Las curvas del IS (promedio * error

estandar) para las moscas CS, LI y Pl se muestran en la Tabla 6 y Figura 15.

Se encontraron diferencias significativas en el IS de los organismos tratados debido a
la concentracion y el tipo de mosca (ANOVA,; p < 0.05, Statistics, 1998). Se confirmé la
existencia de diferencias significativas para la concentracién y el tipo de mosca
mediante la prueba de Tukey (p < 0.05) (Tablas 7 y 8). La concentracion utilizada
afectd la sobrevivencia de las moscas LI y Pl a partir de 400 ppm y de las CS a partir
de 600 ppm. La LCsy para CS, LI y Pl se ubicé entre 400 — 600 ppm (Figura 15). Con
respecto al tipo de moscas se confirmaron diferencias significativas en el IS de las

moscas LI con respecto a las CS y las Pl (p < 0.05).



Tabla 6. indices de Sobrevivencia (IS) de moscas expuestas al tratamiento (promedio * error
estandar, ES); CS (moscas Canton — S); LI (moscas Libres de Inversion); PI (moscas Portadoras de

inversion).
Ambienta S S S
[ppm] CSz*ES LIZES Pl £ ES
Testigo 1.00£0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00
0.00019 1.05+0.08 0.96 £0.12 0.84 £ 0.04
0.00038 1.00 £ 0.1 1.00 £ 0.05 0.93 £0.02
0.00076 1.07 £ 0.16 1.05+0.12 0.96 + 0.08
0.0015 1.12+0.10 1.04 £ 0.09 0.86 £ 0.02
0.003 1.09£0.21 1.04 £ 0.56 1.04 £ 0.21
0.0061 1.06 £ 0.25 140+ 0.24 0.73+£0.02
0.0122 1.10+£0.21 1.30£0.33 0.90 £0.03
0.0244 1.05+0.26 1.15+0.26 0.91£0.21
0.0488 0.94 + 0.09 1.04 £0.14 1.04 £ 0.10
0.0976 1.17 £ 0.03 1.14+£0.14 0.86 £ 0.04
0.195 1.19+£0.32 1.20 £ 0.36 0.92 £ 0.04
0.39 1.28 £ 0.41 1.16 £ 0.12 1.04 £ 0.21
0.78 1.07 £ 0.12 1.24 +£0.24 1.38 £ 0.34
1.56 1.15+0.16 1.23+£0.23 1.19+0.22
3.125 1.09 £ 0.07 1.03£0.11 1.05+£0.09
6.25 1.05+0.10 1.26 £ 0.15 1.26 £ 0.20
12.5 0.95+0.03 1.01 £ 0.06 0.92+0.15
25 0.94 + 0.07 1.07 £ 0.09 0.91+0.12
50 0.98 £ 0.02 1.01 £0.07 1.17 £ 0.31
100 1.05+0.05 1.17 £ 0.09 1.21+£0.18
200 1.05+0.04 0.96 £ 0.10 0.97 £ 0.11
400 0.94 £ 0.11 0.65+0.07* 0.58 £ 0.16*
600 0.49 £ 0.08* ** 0.67 £ 0.07* ** 0.47 £ 0.04* **
800 0.26 + 0.03* 0.57+0.17* 0.26 £ 0.12*
1000 0.06 + 0.02* 0.37+0.18* 0.21 £0.10*
1200 0.02 + 0.00* 0.35+0.20* 0.20+£0.13*
1400 0.01 £ 0.02* 0.22+0.18* 0.12+0.10*
1600 0.01 £0.01* 0.12+0.12* 0.05 £ 0.05*
1800 0.00 £ 0.0* 0.02+0.01* 0.01 £0.01*
2000 0.00 £ 0.0* 0.05+0.01* 0.01 £0.01*

* Valores significativos con respecto al testigo (ANOVA; P < 0.05) Statistics, 1998; ** LCso



Tabla 7. ANOVA de 2 vias, existen diferencias significativas entre concentraciones y cepas

(Statistics, 1998)
1- [PPM], 2-CEPA

Df MS Df MS
Effect Effect Error Error F p-level
1 30| 3.68773007 633 | 0.10008696 | 36.8452568 0
2 2| 0.65279049 633 | 0.10008696 | 6.52223253 | 0.00157116
12 60| 0.08138133 633 | 0.10008696 | 0.81310618 | 0.84099787
En negritas valores significativos, p < 0.05
Tabla 8. Prueba de Tukey (Statistics, 1998); LI fueron diferentes
significativamente de CS y PI.
{1} {2} {3}
.8147203 .8857498 | .7748373
CS {1}
LI {2} 0.03606
PI {3} 0.34785 0.00035

En negritas valores significativos con una p < 0.05
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indice Sexual de machos (ISx)

Para determinar si el tratamiento afectd particularmente a uno de los sexos, se
comparo la proporcion de machos recobrada en las moscas expuestas a la mezcla
compleja y los testigos respectivos para cada tipo de mosca. El indice sexual (ISx)
(Figura 16) se obtuvo como: numero de machos / total de hembras + machos
recobrados en ese lote. En la tabla 9 se muestra el ISx (machos) promedio de todas
las repeticiones realizadas + su error estandar (ES) para moscas CS, LI y Pl. Se

encontraron diferencias en la proporcidon de machos obtenida con respecto a la

concentracion (ANOVA; p < 0.05).

Tabla 9. indices Sexuales (ISx) de moscas expuestas al tratamiento con su error estandar

(x ES); Cs (moscas Canton — s); LI (moscas libres de inversion); Pl (moscas portadoras

de inversion).

Muestra

Ambiental I1Sx I1Sx 1Sx
[ppm] CStES LI£ES PI£ES

Testigo 0.48 £ 0.02 0.51+0.05 0.52 +0.02
0.00019 0.47 £ 0.01 0.50 £ 0.04 0.52 £0.04
0.00038 0.50 £ 0.02 0.49+0.03 0.47+ 0.01
0.00076 0.52 £ 0.02 0.48 +£0.03 0.52 £0.05
0.0015 0.51+£0.02 0.59 £ 0.02 0.48 £0.04
0.003 0.55+£0.07 0.53 £ 0.06 0.53+£0.04
0.0061 0.55+0.01 0.54 £ 0.02 0.56 £ 0.11
0.0122 0.51 £ 0.003 0.51+0.05 0.57 £ 0.03
0.0244 0.51+0.11 0.53+0.01 0.45 +0.01
0.0488 0.50 £ 0.03 0.49+0.04 0.51+£0.05
0.0976 0.49 £ 0.01 0.61+£0.07 0.49 £ 0.02
0.195 0.45+0.03 0.47 £ 0.02 0.46 £ 0.08
0.39 0.51 £0.003 0.47 £ 0.004 0.51+£0.03
0.78 0.48 £ 0.01 0.59+ 0.04 0.55+£0.03
1.56 0.47 £0.02 0.53+0.03 0.51+£0.03
3.125 0.50 £ 0.02 0.54 £0.02 0.51+£0.03
6.25 0.51+0.02 0.48 £ 0.02 0.54 £ 0.03
12.5 0.49 +£0.02 0.45+0.03 0.47 £0.02
25 0.53+0.1 0.44 £ 0.03 0.47 £0.04
50 0.53+0.03 0.52 + 0.04 0.48 £ 0.05
100 0.49 £0.02 0.45+0.04 0.52£0.04
200 0.51 % 0.02 0.49+£0.02 0.51+£0.02
400 0.54 £0.02 0.48 £0.04 0.52 £ 0.01
600 0.58 £0.05 0.48 £0.04 0.48 £0.03
800 0.61+0.04 0.53+0.05 0.28 £0.15
1000 0.37 £ 0.21 0.36 £0.20 0.33+0.17
1200 - 0.46 £ 0.04 0.30 £ 0.2*
1400 -* 0.19+0.19* 0.12+0.1*
1600 -* 0.13+£0.13* 0.08 £0.1*
1800 -* -* 0.28 £ 0.3*

2000 -* 0.28 + 0.28* -*

— no se obtuvieron machos; * valores significativos respecto al testigo (ANOVA; p < 0.05) Statistics, 1998



El ANOVA de dos vias (Tabla 10) aplicado a los datos mostré diferencias significativas
entre el ISx debido a las concentraciones probadas (P <.0.05), pero no al tipo de
mosca (CS, LI y PI) o a la interaccidon concentracion - tipo de mosca. Con la prueba de
Tukey se confirmaron diferencias significativas en el ISx de los machos tratados con
800 y 1000 ppm (p < 0.059).

Tabla 10. ANOVA de dos vias; existen diferencia significativas entre concentraciones pero no entre las
cepas (Stadistics, 1998)

1-[PPM], 2- CEPA

Df MS Df MS

Effect Effect Error Error F p-level
1 30| 0.19921285 22210.01398829 | 14.2413998 0
2 210.02242638 2221 0.01398829 | 1.60322499 | 0.20356755
12 60| 0.0172646 22210.01398829 | 1.23421788 | 0.14002444

Negritas valores significativos con una p < 0.05
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Frecuencia mutacion y recombinacion somaticas.

Para la evaluacién genotoxica de los organismos expuestos al tratamiento se utilizaron
moscas (LI), que permiten detectar si existe dafio causado por el tratamiento debido a
eventos de pérdida, mutacién puntual, no disyuncion y recombinacion, mientras que en
moscas portadoras de multiples inversiones (Pl) se recobran eventos viables

unicamente por mutacion puntual, pérdida y no disyuncion.

La frecuencia de manchas en las alas en moscas LI se muestra en la tabla 11 y la
Figura 17. Se obtuvieron incrementos significativos en la frecuencia de manchas sélo
en las concentraciones mas altas probadas: para manchas chicas (1 a 2 células) sélo
en las moscas expuestas a 800 y 1000 ppm de la mezcla ambiental; para grandes (= 3
células) y para el total de las manchas a partir de 400 ppm (p < 0.05); no se

recobraron manchas gemelas.

En las moscas Pl (Tabla 12) sélo se increment6 la frecuencia de manchas grandes

en las moscas tratadas con 1000 ppm de la mezcla (p < 0.05)

La comparacién de la frecuencia de manchas obtenida en las moscas LI y Pl mostré
que el incremento en la frecuencia de manchas de las moscas LI esta relacionada casi

en su totalidad con eventos de recombinacion (Figura 18).

Debido a que la contribucion de las manchas chicas y las grandes a la frecuencia total
de manchas no es equivalente (las manchas grandes son eventos raros), la frecuencia
de manchas de las moscas experimentales se dividid entre la frecuencia basal
obtenida de las moscas testigo, para contrastar la magnitud del incremento como
multiplos de la frecuencia basal de cada tipo de mancha. La Figura 19 muestra los
multiplos correspondientes para manchas chicas, grandes y totales. En las moscas
experimentales tratadas con 1000 ppm de la mezcla, la frecuencia de manchas chicas
se increment6 3.3 veces, la frecuencia total en 7.6 veces y la de manchas grandes,

141 veces.

En la Figura 20 se muestra la distribucion por tamano de las manchas obtenidas en
cada una de las concentraciones probadas en moscas Ll. En las moscas del lote
testigo, la mayoria de las manchas son chicas, aunque ocasionalmente aparecen
manchas grandes en una frecuencia muy baja. En las moscas experimentales, adn

desde las concentraciones mas bajas, el numero de células que forman las manchas

10



es gradualmente mayor y a partir de 400 ppm, incluso la forma de la distribucién es
claramente diferente de la obtenida para las moscas del lote testigo. En las moscas P,
el tamafio de las manchas recobradas también se incrementé con la concentracion,

aunque en una menor proporcion (Figura 21).

En la Figura 22 se muestra la distribucion de las manchas recobradas en las moscas
LI expuestas a la mezcla ambiental. En las moscas testigo, la mayoria no muestran
manchas en sus alas, aunque en ocasiones es posible observar una mancha o un
poco mas, pero esto constituye eventos relativamente raros. En las moscas de las
series experimentales, la cantidad de manchas por mosca tiende a incrementarse. En
las moscas LI expuestas a las concentraciones mas altas de la mezcla ambiental se
recobraron hasta 20 manchas por mosca. Aunque en una proporcion mucho menor, en
las moscas PI, el numero de manchas por cada mosca también fue mayor solo en

concentraciones altas (Figura 23).

Para la distribucion de manchas por mosca se detectaron diferencias significativas
entre las concentraciones con la prueba no paramétrica de Kruskal — Wallis para las
moscas LI (p < 0.05; p < 0.001, Graphpad Pris, 2006), posteriormente con una prueba
multiple de Dunn’s se confirmaron las diferencias a partir de la concentracién 200 ppm
hasta 1000 ppm, en el que el numero de moscas con manchas es mayor al presentado
en moscas no tratadas. Sin embargo, como se muestra en las Figuras 22 y 23, la
dispersion en la distribucion del numero de manchas por mosca se modificé desde
concentraciones bajas. En las moscas Pl también se encontraron diferencias
significativas para el nimero de manchas por mosca a partir de 600ppm (p < 0.05,
Graphpad Pris, 2006).

11



Tabla 11. Resultados obtenidos en la prueba SMART con Moscas flr* / mwh e (LI)

M Manchas Chicas '\c/l;?;?g:ss Manchas Total
Amubeiz';]rgl A’\\:O' (1—2n§:ezluzlas) (>3 células) GenT:eslas M?nn(;hzas
as m=5
[ppm]

No. Fr. No. Fr. D No. Fr. No.  Fr. D
0 80 25 0.31 1 0.01 0O O 26 0.32
0.00019 80 21 0.26 0 0 - 0O O 16 021 -
0.00038 80 18 0.22 2 0.03 - 0O O 20 025 -
0.00076 76 14 0.18 2 0.03 - 0O O 16 0.21 -
0.0015 80 22 0.28 5 0.06 [ 0O O 27 034 -
0.003 78 26 0.33 2 0.03 - 0O O 28 036 -
0.0061 80 20 0.25 2 0.03 - 0O O 22 028 -
0.0122 80 17 0.21 4 0.05 i 0O O 21 026 -
0.0244 80 16 0.2 4 0.05 [ 0O O 20 025 -
0.0488 80 13 0.16 5 0.06 [ 0O O 18 022 -
0.098 78 21 0.27 4 0.05 [ 0O O 25 032 -
0.195 80 19 0.24 2 0.03 - 0O O 21 026 -
0.39 80 33 0.41 2 0.03 - 0O O 35 044 -
0.78 80 24 0.3 1 0.01 - 0O O 25 0.31 -
1.56 80 20 0.25 2 0.03 - 0O O 22 028 -
3.12 80 12 0.15 2 0.03 - 0O O 14 017 -
6.25 80 28 0.35 4 0.05 [ 0O O 32 04 -
125 80 25 0.31 6 0.08 [ 0O O 31 039 -
25 80 23 0.29 6 0.08 [ 0O O 29 036 -
50 80 29 0.36 5 0.06 [ 0O O 34 043 -
100 80 26 0.32 6 0.08 [ 0O O 32 04 -
200 80 29 0.36 4 0.05 [ 0O O 33 0.41 -
400 80 14 0.17 31 039 + 0O O 45 056 +
600 80 37 0.46 73 091 + 0O O 110 1.37 +
800 80 62 0.77 110 1.37 + 0 O 172 215 +
1000 69 71 1.03 97 1.41 + 0 O 168 243 +

Fr., frecuencia; D., Diagnoéstico estadistico (Frei and Wirgler, 1988); +, positivo; -, negativo; i,
inconcluso; m 5 o m 2, factor de multiplicacion. Probabilidad 0.05

12



(wdq] STIVIOL —% — SIANVYO — = — SVOIHO — & —

0001 001 ol I

L0 100

10070

"seysandxa | seosow ue | YYIAS egenid e| us epiuslqo eiousnoal /| einbi-

10000

Gl

elousnoal

- G'¢

13



Tabla 12. Resultados obtenidos en la prueba SMART en Moscas mwh e/TM3, Bd® (PI)

Manchas Chicas Manchas Manchas Total

Muestra NoO (1-2 células) Grandes Gemelas Manchas

Ambiental . = (>3 células) - —

Alas m=2 m=5 m=3 m =

[ppm]

No. Fr. D. No. Fr. D No. Fr. D No. Fr. D

0 80 21 0.26 1 0.01 0 0] 22 0.28
200 80 15 0.19 - 0 0] - 0] 0 - 15 0.19 -
400 68 16 0.24 - 3 0.04 - 0 0 - 19 0.28 -
600 58 13 0.22 - 3 0.05 - 0 0 - 16 0.28 -
800 48 10 0.21 - 2 0.04 - 0 0] - 12 0.25 -
1000 46 14 0.3 - 2 004 + O 0 - 16 0.35 i

Fr., frecuencia; D., Diagnoéstico estadistico (Frei and Wurgler, 1988);+, positivo; -, negativ0; i,
inconcluso; m 5 o m 2, factor de multiplicacion. Probabilidad 0.05
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Figura 21. Células por mancha inducidas en moscas Pl expuestas a la muestra ambiental
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Figura 23. Numero de manchas por moscas inducido en moscas Pl expuestas a la muestra.



Finalmente, se encontraron malformaciones en el cuerpo de las moscas expuestas a
la mezcla ambiental como son: sedas dobladas en un angulo de 45° (sedas tipo bent)
en el escutelo, abdomen mal fusionado, patas malformadas, asi como, venacion extra
en las alas de las moscas, pero no se muestran el total de eventos registrados ya que
es necesario realizar una prueba adicional a la de SMART para analizar este tipo de

dafio.

20



Discusion

El manejo de residuos toxicos derivados de la actividad humana (industrial vy
antropogénica) ha sido una preocupacién permanente por su relevancia para la salud
de los organismos y particularmente del hombre. La clausura de la empresa “Cromatos
de México” en la década de los 70 fue una accion basada en las evidencias del efecto
dafnino de los compuestos utilizados en la actividad de la empresa en la salud de
trabajadores y vecinos de las zonas aledafias, asi como de los hallazgos reportados
utilizando diversos bioensayos, lo que confirmé la presencia de actividad genotoxica
en los compuestos de cromo y sento las bases para establecer su asociacion con la
induccién de procesos cancerosos (Rosas, 1984; Castro, 2006; Ledezma, 2006).

El confinamiento de los residuos derivados de la actividad de esta empresa constituy6
un problema adicional ya que no se disponia de lineamientos adecuados para
construir una estructura que contuviera efectivamente a los residuos. De hecho, aun
con instalaciones que se construyen considerando el tipo de residuo que albergaran,
se considera que no existe un tipo de estructura totalmente seguro. En general, la vida
de un confinamiento es de 20 afos, después de lo cual se detectan efectos
relacionados con el lixiviado de los residuos, la presencia de grietas, fisuras y otros

eventos que contribuyen a la liberacion del residuo resguardado (INE, 1994).

Uno de los aspectos de mayor importancia en el confinamiento de residuos peligrosos
es la composicién quimica de los derivados. En el caso particular de “Cromatos de
México”, los derivados consistian de cromato de sodio [VI]; cromato de potasio [VI],
sulfato de sodio [VI] y varios dicromatos [VI], todos ellos compuestos con estado de

oxidacion [VI].

Los residuos se albergaron en una estructura de concreto impermeabilizada
parcialmente. En meses se formaron grietas en la estructura y con el tiempo los
residuos salieron, tanto por derrumbes parciales, como por la permeabilizacion de los
compuestos a través de las paredes. Actualmente es posible observar residuos de
color amarillo en las paredes externas del contenedor, asi como en las calles y casas

aledanas.

Para establecer si los residuos corresponden a derivados de cromo, el primer paso

consisti6 en determinar la composicibn de una muestra ambiental. El analisis



espectrofotométrico realizado a la muestra ambiental indicé que alrededor del 10 % de
ésta corresponde a compuestos de cromo y de éstos, la mayoria (99.7 %) a cromo
[VI], estado de oxidacion que ha sido asociado con la induccion de un amplio espectro
de dafio en los organismos, en especial a nivel genético (DeFlora et al., 1988, 1989;
EPA, 1998). Con base en la determinacion de contenidos se puede afirmar que
actualmente los habitantes de esta zona se encuentran expuestos a niveles mayores a
los limites permisibles de acuerdo a las NOMs establecidas en México para suelo,
COmo para uso y consumo de agua y exposicion en un ambiente laboral (SEMARNAT,
2007).

Para determinar si la muestra ambiental tiene actividad genotoxica se uso el sistema
bioldégico de Drosophila melanogaster. Siguiendo las recomendaciones de la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA, Environmental Protection
Agency) se obtuvo un indicador de toxicidad. En el presente estudio se determiné la
toxicidad a través del indice de Sobrevivencia (IS) el cual informa de la proporcion de
los organismos que sobreviven a un tratamiento. También, como testigo de linea para
discriminar si el efecto obtenido se debe al tratamiento o a la participacion de los
marcadores empleados en el bioensayo que pudieran sesgar la respuesta de toxicidad
se realizaron tratamientos en paralelo con moscas de tipo silvestres Canton-s
(Arellano, 2002).

El IS obtenido fue similar para las moscas de tipo silvestre (CS) y para los dos tipos de
progenie derivada de la cruza SMART: libres y portadoras del cromosoma balanceador
que presenta multiples inversiones, LI y PI, respectivamente. A partir de 400 ppm se
obtuvo menor sobrevivencia de la progenie SMART y a partir de 600 ppm fue menor el
IS de las moscas silvestres (p<0.05). Para los tres tipos de moscas, la LCsq se ubico
entre 400 y 600 ppm de la muestra ambiental y la concentracion mayor probada (2000
ppm) resultd practicamente letal para todas las moscas. El genotipo de las moscas si
tuvo efecto en la toxicidad y de acuerdo con el analisis de Tukey (P < 0.05), las
moscas LI se comportaron de forma distinta a las Pl y las CS, entre las que no se
encontraron diferencias; esto sugiere que la presencia de esa combinacion de
marcadores morfoldgicos podria intervenir en la expresién de otras funciones no
consideradas, como por ejemplo, la modulacion de la actividad metabdlica en los
organismos tratados con la muestra ambiental (Clements et al.,1988; Garcia, 2006);
sin embargo, considerando la curva obtenida en su conjunto, se puede asumir que la

respuesta de los tres tipos de moscas utilizados fue similar.



La toxicidad del tratamiento afectd por igual a hembras y machos. Sélo en las
concentraciones mayores probadas, la proporcién de machos fue menor, sin embargo,
dada la toxicidad del tratamiento en éstas se recuperaron pocos organismos, por lo
que la menor aparicion de machos podria estar sesgada por el bajo niumero de

sobrevivientes.

Para evaluar la genotoxicidad de la muestra ambiental en moscas tratadas se utilizo la
prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART), la cual ha sido empleada
anteriormente para evaluar muestras ambientales (Dorantes, 2000; Ramos et al.,
2000; Arellano, 2002), asi como la actividad genotoxica del Cr[VI] (Graf et al., 1992;
Amrani et al., 1999, Hernandez, 2000).

En las moscas LI, la frecuencia de manchas totales y grandes se increment6 a partir
de 400 ppm de la mezcla ambiental y la de manchas chicas a partir de 800 ppm, lo
que equivale aproximadamente a 40 y 80 ppm de Cr[VI]. No se recuperaron manchas
gemelas, de manera que para establecer la participacion de la recombinacién en la
formacion de las manchas en las alas se compar6 este resultado con la frecuencia de
manchas en moscas Pl, en las que no se recuperan manchas originadas por
recombinacién. En las moscas Pl sélo se incrementé la frecuencia de manchas
grandes en las moscas expuestas a 1000 ppm de la muestra ambiental
(aproximadamente 100 ppm de Cr[VI]), por lo que se puede asumir que la
recombinacion es el principal mecanismo de formacion de las manchas. Se ha
reportado que el Cr[VI] tiene actividad clastogénica (De Flora et al., 1988, 1989; Ried,
1997; EPA, 1998; O'Flaherty, 2001; Gambelunghe, 2003), lo cual apoya los resultados

obtenidos en este trabajo.

Uno de los problemas de los criterios para establecer actividad genotéxica en los
diversos sistemas de prueba empleadas es la sensibilidad que los organismos
utilizados en éstas puedan mostrar. En particular, en la SMART, se considera que
existe actividad genotoxica cuando la frecuencia de manchas totales es duplicada (m =
2, donde m es un multiplo de la frecuencia basal). Las manchas se agrupan por su
tamafo en chicas y grandes, siendo las primeras mas numerosas, por lo que el criterio
para un resultado significativo se mantiene (m = 2). Las manchas grandes son menos
frecuentes, de manera que para reducir la posibilidad de un diagnéstico falso, el
criterio para un diagnéstico significativo es mas exigente (m = 5). Las manchas
grandes tienen una gran relevancia en la respuesta de genotoxicidad porque su

aparicion hace evidente que después de la induccion de la lesion, ésta se ha reparado



y la célula afectada mantiene la capacidad de proliferar mitéticamente, bajo la
suposicion de que la edad del organismo expuesto lo hace posible (en este trabajo, las
larvas se exponen a partir de las 72 h por lo que todavia transcurriran 48 h antes de la
formacion del pupario). Se ha establecido que la tltima ronda de division de las células
de las alas ocurre a las 24 h post formacion del pupario (Garcia-Bellido y Merriam,
1971).

Por otra parte, las manchas pueden ser sencillas o gemelas. Las primeras pueden ser
originadas por cualquiera de los eventos terminales que evalia SMART, mientras que
las segundas sélo se producen por un tipo de intercambio ubicado entre el marcador
distal (fir®) y el centrémero, sin embargo, no todos los compuestos inducen este tipo de
manchas. Amrani et al. (1999) y Hernandez (2000) al utilizar SMART para obtener la
curva concentracién-respuesta de compuestos de cromo, entre ellos dicromato de
potasio, reportaron un incremento significativo en la frecuencia de todo tipo de

manchas, a partir de 3.2 ppm del compuesto.

Conforme se ha probado mayor cantidad de compuestos en la SMART se han
identificado indicadores adicionales para comprender la respuesta de genotoxicidad,
de manera que se reduzca la posibilidad de obtener diagnésticos falsos tanto
positivos, como negativos. Asi, se ha visto que en tratamientos previos a la induccién
significativa en la cantidad de manchas, las caracteristicas de éstas se modifican,
tanto en el tamafio, como en la manera en la que se distribuyen en los organismos

expuestos.

En los resultados obtenidos se observa que a partir de concentraciones menores se
recuperan manchas de mayor tamafio que las que aparecen en las moscas testigo,
aunqgue el numero de manchas grandes no es suficiente para provocar un incremento
en la frecuencia sino hasta la concentracion de 400 ppm. Lo anterior se observa tanto
en las moscas LI como en las PI. Si bien, con base en los criterios establecidos para
diagnosticar genotoxicidad en esta prueba (Graf et al., 1984) no puede confirmarse la
actividad genotoéxica en concentraciones menores a 400 ppm de la mezcla, por lo que
es importante tomar en cuenta que los organismos tratados muestran cambio en el
tamafio de las manchas ya que esto pudiera alertar sobre una respuesta falsa
negativa, de manera que con base en estas observaciones es posible sugerir que se
prueben concentraciones adicionales o bien, modificar la forma de la exposicién, para

confirmar o excluir la posible actividad genotoxica. Este punto es de importancia



especialmente cuando las concentraciones utilizadas estan reducidas y no se

encuentran incrementos claros en la frecuencia de manchas.

Una situacion similar se observé con respecto a la distribuciéon de manchas por mosca,
ya que conforme la concentracién aumenta, también lo hace el nimero de moscas que
presentan manchas mdltiples. En las concentraciones mayores se recobraron moscas

hasta con 22 manchas cada una.

Para tener una estimacién adicional de la magnitud del incremento en la frecuencia de
cada tipo de mancha se obtuvo el numero de mdltiplos que la frecuencia inducida
representa con respecto a la frecuencia basal, de esta manera puede apreciarse que
aln desde concentraciones menores a las que dieron un diagndéstico significativo, los
organismos expuestos muestran efecto del tratamiento y que éste se eleva
gradualmente y no de forma repentina (respuesta tipo umbral), como podria sugerir el
diagnéstico estadistico de la SMART. Se ha reportado que los agentes cancerigenos
inducen dafio que se manifiesta gradualmente. Los resultados obtenidos indican que la
mezcla ambiental provoca una respuesta acorde con el potencial cancerigeno de su
principal componente, el Cr[VI] (De Flora et al.,1988; 1989; Cohen et al., 1993; EPA
1998).

La comparacion de los mdltiplos de la frecuencia basal resulta util en casos como el
presente en el que el diagndstico estadistico basado en 120 alas analizadas resulta
poco informativo. A partir de los estudios de Dorantes (2000); Ramos et al., (2000) y
Arellano (2002), en los que se ha evaluado la aplicabilidad de la SMART para
determinar la genotoxicidad de muestras ambientales se ha establecido que para
efectos de monitoreo ambiental el nimero de alas registradas sea de 80, para
favorecer el analisis de un mayor nimero de concentraciones. En esta propuesta se
ha incluido el uso del IS como indicador de toxicidad, utilizando a moscas de tipo
silvestre como testigo de linea y el analisis del tamafio de las manchas obtenidas, asi
como su distribucion en los organismos expuestos. Asi, se espera que un tratamiento
sera negativo cuando no existan cambios con respecto a la sobrevivencia de las
moscas experimentales comparadas con las testigo y la frecuencia de manchas, su
tamafio y distribucién en los organismos expuestos al tratamiento sean similares a las

que se presentan en las moscas testigo.

Aungue la muestra ambiental contenga determinado porcentaje de Cromo, en especial

Cr [VI] y los resultados obtenidos se parezcan a trabajos previos con este en la prueba



SMART en D. melanogaster (Graf et al, 1992; Amrani et al., 1999; Hernandez, 2000),
la muestra ambiental es una mezcla compleja que presenta en mayor 0 menor
cantidad los metales que se obtienen del proceso de cromado (Medeiros et al., 2003)
por lo que no se probo Unicamente Cr[VI]; no obstante, los resultados obtenidos en las
frecuencias tanto para manchas chicas, totales y sobre todo grandes parece que el

Cr[VI] esta interviniendo en gran medida en la respuesta obtenida.

La presencia de malformaciones en el cuerpo de las moscas expuestas indica que
ademas del dafio encontrado en este trabajo (células somaticas), asi como por
Ledezma en 2006 (efecto clastégeno en células germinales), la muestra ambiental
tiene actividad teratogénica. Cabe sefalar que este tipo de eventos se recobraron en
bajas concentraciones (0.00038 — 3.12 ppm), lo que implica un grave riesgo a las
personas que habitan en zonas circundantes y demas organismos que estan
expuestos a los residuos indefinidamente, esto debido a la actividad que presenta la
mezcla compleja de causar dafio a diferentes blancos. Dado que no es posible evaluar
esto con la prueba SMART, se sugiere analizar este evento teratogénico en pruebas

posteriores.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la frecuencia de mutacion y
recombinacién, la distribucion de tamafio de manchas, asi como el niumero de
manchas que presentan las moscas indican que el efecto adverso (genotoxicidad) que
presenta la muestra ambiental es heredable (manchas grandes), gradual y

acumulativo en las células de las alas de las moscas tratadas.

Finalmente el hecho de que en concentraciones bajas la muestra presente un efecto
genotoxico, nos lleva a pensar en el estado actual del contenedor y a la filtracion de
los residuos hacia el exterior del predio, por lo que la zona cercana al predio se

encuentra en un estado de alto impacto ambiental (SEMARNAT, 2007)



Conclusiones

e El tratamiento con la muestra ambiental de Cromatos de Meéxico afecta
significativamente la sobrevivencia de los organismos a partir de 400 ppm. La

LCso se ubicé en 600 ppm.

e La exposicibn a la muestra ambiental increment6 significativamente y de

manera gradual la frecuencia de mutacién y recombinacién somatica.

e La actividad genotoxica del tratamiento es originada por eventos de

recombinacién a partir de 400 ppm.

e La méaxima induccién de genotoxicidad se encontré para manchas grandes de
400 — 1000 ppm incrementando la respuesta hasta 141 veces con respecto a

su frecuencia basal.

e Existe una correlacién negativa entre el indice de sobrevivencia y la frecuencia

de mutacion

e Los efectos de los residuos implican un gran peligro para los organismos
expuestos, con altas probabilidades de dafio al material genético tanto en

células sométicas de las alas como del cuerpo en general.
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