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RESUMEN

La contaminacién de los cuerpos de agua por metales derivados de la industria minera
es un problema muy importante de salud publica en el mundo. En México, existen varios
sitios contaminados a lo largo de todo el pais, cuyo riesgo es desconocido. Huautla,
Morelos es una regién minera por tradicion, donde se estima que existen cerca de 780
mil toneladas de desechos téxicos ricos en metales, aunado a esto, Morelos presenta
suelos ricos en minerales con altos contenidos de arsénico y plomo, lo que podria estar
contaminando el agua del lugar. Por lo que el objetivo del presente estudio fue medir las
concentraciones de As, Cd, Cu, Pb y Zn en el agua de bebida y en la sangre periférica
de los individuos expuestos, asi como evaluar los efectos genotoxicos de los mismos.

La concentracion de metales en agua y sangre se determinaron por el método de
espectrofotometria de absorcidbn atomica y el dafio genotoxico por la técnica de
electroforesis en gel de células Unicas, o ensayo cometa, la cual es reconocida como un
biomarcador de efecto temprano, y es utilizada ampliamente para monitorear individuos
expuestos ocupacional o ambientalmente a diferentes agentes genotdxicos. Los
resultados obtenidos indican que sélo la concentracién de arsénico en sangre y en agua
de bebida exceden el limite maximo permisible establecido por las agencias reguladoras
internacionales y la Norma Mexicana NOM-127-SSA1-1994, respectivamente. Asi

mismo, se encontré una correlacion positiva y significativa entre la concentracion de



arsénico en la sangre y la induccién de rompimientos de cadena sencilla del ADN, por lo
que, la concentracion de As en sangre puede ser utilizada como biomarcador de
exposicion al metaloide presente en el agua de bebida. Ademas, se encontraron
diferencias significativas en el nimero de rompimientos de cadena sencilla del ADN en
el grupo expuesto, comparado con el testigo. Estos resultados confirman que el arsénico
induce genotoxicidad en linfocitos de sangre periférica en los individuos expuestos, lo

qgue implicaria riesgos a la salud en la poblaciéon de Huautla, Morelos.

Palabras Clave: arsénico, hidroarsenicismo, sangre periférica, linfocitos, rompimientos

de cadena sencilla, dafio genotéxico, ensayo cometa, biomarcador, Huautla, Morelos.



1. INTRODUCCION

1.1 La Mineria

La mineria es la obtencion selectiva de minerales y otros materiales provenientes de la
corteza terrestre, ésta también corresponde a la actividad econOomica primaria
relacionada con la extraccion de elementos (Hartwig et al., 2006) .La mineria se divide
en metalica y no metalica. En la primera se encuentran el aluminio (Al), cobre (Cu),
hierro (Fe), magnesio (Mg), manganeso (Mn), niquel (Ni), oro (Au), plata (Ag), platino
(Pt), plomo (Pb), titanio (Ti), uranio (U) y zinc (Zn); y en la segunda, los elementos no
metalicos, que son el azufre (S), carbon (C), cloruros, nitratos, 6xidos y sulfuros, entre
otros (Duffus, 2002; Hartwig et al., 2006).

La mineria en México es una de las actividades econémicas de mayor tradicion y
contribuye, en gran medida, con el desarrollo econémico del pais, suministrando
insumos a industrias como la construccién, metallrgica, siderurgica, quimica y
electronica, la industria minera nacional es mayoritariamente metalica, y se dedica
principalmente a la produccion de Cu, Zn, Ag y Pb (Hartwig, 1995), y se concentra en
trece entidades: Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco
Jalisco, Michoacéan, Morelos, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora y Zacatecas (Hartwig,

1995; Velasco et al., 2005).

1.2 Contaminacion por actividad minera
La contaminacion es la presencia o introduccién de cualquier sustancia o forma de

energia, en tales concentraciones, que puede provocar dafos, irreversibles o no, en el



medio (Carrizales et al., 1999). A nivel mundial, la contaminacién del agua, aire y suelo
es uno de los problemas mas importantes, pues limita el aprovechamiento de los
recursos naturales para la flora y la fauna (Grether et al., 2006).

Como consecuencia de varios siglos de esta actividad en nuestro pais, se han
contaminado el suelo, el aire y los cuerpos de agua, principalmente por: derrames,
fugas, incendios, acumulacion clandestina de residuos peligrosos y manejo inadecuado
del cierre de minas y de jales (Velasco et al., 2004).

Estos Ultimos se definen como acumulaciones de residuos sélidos generados
durante los procesos mineros; es decir, después de remover los minerales de las menas
(volumen de roca que contiene minerales como los sulfuros, silicatos, 6xidos y metales),
que quedan expuestos a la intemperie y, por lo tanto, entran en contacto con el agua de
lluvia y cuerpos de agua superficiales y subterraneos (Mendoza, et al., 2002; Romero et
al., 2002). Los jales se caracterizan por presentar altas concentraciones de Ag, Cu, Pb,
Zn, As, Cd, Mn y Fe (Mendoza et al., 2002), de los cuales el Pb, Cu, Cd, As y Zn son
considerados metales pesados, ya que tienen una densidad mayor de 5 g/cm® en su
forma elemental, y son potencialmente toxicos, aun en bajas concentraciones

(Anderson, 2003; Velasco et al., 2004).

1.3 Contaminacion de agua por actividad minera
El agua es considerada como contaminada cuando sus caracteristicas naturales estan
alteradas, de tal modo que la hace total o parcialmente inadecuada para el uso al que

es destinada (Carrizales et al., 1999).



La actividad minera, durante todo su proceso, genera desechos que contaminan
el ambiente con gran facilidad. En el caso del agua, ésta se contamina directamente, al
depositar los desechos sobre ella, por derrames o por sedimentacion de los mismos; o
indirectamente, a través de la contaminacién del suelo (Mejia et al., 1999; Velasco et al.,
2004). Los principales contaminantes de estos desechos son los metales; por ejempilo, el
Pb, Zn, Hg, Ni, Cd y el arsénico (As), qgue son muy téxicos para la flora y fauna, terrestre

y acuatica (Calvo et al., 2003).

En general, la actividad minera ha generado enormes cantidades de desechos
toxicos que contaminan el agua subterrdnea y superficial, sobre todo, en paises en
desarrollo como Brasil, China, India, Peru, Argentina, México, Bangladesh, Tailandia,
Chile y Hungria (WHO, 2006).

En México, se han producido cantidades muy grandes de residuos peligrosos. Por
ejemplo, en Guanajuato, la explotacién de plata y oro ha generado mas de 1,200,000
toneladas de residuos peligrosos que contienen As, Cu, Zn, Cd, y Pb, y que se
encuentran a la intemperie, por lo que, por medio de la lixiviacién, contaminan los
cuerpos de agua, tal como sucede en algunas regiones de Sonora y Sinaloa (Carrillo-
Chavez et al., 2001); en Zimapan, Hidalgo, aun se desconoce la cantidad de desechos
mineros que se han generado, pero se estima que existen cerca de 6,930 mg de As por
cada kilogramo de jale, y que dichos desechos contaminan el agua del lugar (Méndez y
Armienta, 2003); en la region de Taxco, Guerrero se han reconocido siete depositos de
jales que suman un total de 25 millones de toneladas de residuos cuyos contaminantes
son Ag, Cu, Pb, Zn, As, Cd y Mn, se sabe también que los pozos de agua cercanos a los

jales estan contaminados con dichos elementos (Armienta et al., 2003). Un ejemplo mas



se encuentra en el estado de Morelos, en donde, por varias décadas, se explotaron
principalmente Ag, Pb y Zn. Los distritos mineros mas explotados en el estado, por sus
contenidos de minerales metalicos, se ubican en el municipio de Tlaquiltenango (Velasco
et al.,, 2005). Durante el proceso de extraccidbn se generaron grandes cantidades de
residuos y de material no procesado rico en Pb, Cd y Mn solubles, que se encuentran a
la intemperie y al borde de algunos arroyos (Velasco et al., 2004).

Las normas oficiales mexicanas que regulan la contaminacion ambiental NOM-
003-CNA-1996 y NOM-004-CNA-1996 consideran metales contaminantes del agua al Al,
As, Cd, cobalto (Co), Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, vanadio (V) y Zn (Calvo et al., 2003; Craft
et al., 2006).

Las sales solubles en agua, que provienen de los metales como el Cd, Hg y Pb,
son muy toxicas y acumulables por los organismos que los absorben; éstos, a su vez,
son fuente de contaminacion de las cadenas alimenticias (Mendoza et al., 2002; Romero
et al., 2002).

Por otro lado, las aguas residuales no tratadas, provenientes de minas, llegan a
los rios, mientras los desechos contaminan las aguas subterraneas. Asi mismo, cuando
se abandonan metales toxicos en el ambiente, contaminan el suelo y se acumulan en las
plantas y los tejidos organicos (Mendoza et al., 2002; Craft et al., 2006).

Para el caso del As, éste se puede encontrar de forma natural en suelos como los
histosoles, ultisoles y en aquellos donde la roca madre esta compuesta por minerales
como la arsenopirita, escorodita, nicolita, gersdorfita, esmaltita y realgarita, pero también
llega al ambiente a través de la extraccion de Ag, Cu, Pb y Zn (Chen et al., 2002;

Velasco et al., 2004; Ornelas y Marquez, 2006). Cuando el arsénico entra en contacto



con el suelo o agua o subterranea, puede terminar en los cuerpos de agua cercanos, o
bien, contaminar de manera directa el agua superficial (Anderson, 2003).

La peligrosidad de los metales pesados es mayor que cualquier otro elemento,
debido a que no son quimica ni bioldgicamente degradables, una vez emitidos pueden
permanecer en el ambiente durante cientos de afios y, ademas, su concentracion en los
seres vivos aumenta en la medida que son ingeridos por otros, por lo que la ingesta de
plantas o animales contaminados puede provocar sintomas de intoxicacion (Romero et

al., 2002).

1.4 El caso de Huautla, Morelos

Huautla es una region localizada en el municipio de Tlaquiltenango, al sur del estado de
Morelos. En la zona se explotaron alrededor de seis minas durante los siglos XVIIl 'y XIX,
de las cuales se obtuvo, principalmente, Pb y Ag (Dorado et al., 2005). Durante los afios
50, la compariia “Exploradora de Minas S.A.” explotdé cuatro minas en Tlaquiltenango.
Actualmente, dichas minas no estan en operacion y se localizan dentro de una zona que
ha sido clasificada como Reserva de la Biosfera, por lo que es muy dificil que reinicien
su actividad (Velasco et al., 2005).

Debido a la explotacion de la riqueza natural en minerales azufrados de Pb y Ag
que hay en Huautla, se estima que existen alrededor de 780 mil toneladas de residuos
en los cuales el principal contaminante es el plomo, ademas de otra cantidad de material
rico en Cd y Mn (Velasco et al.,, 2004). Existen dos jales en la regién, localizados
geograficamente, en los 18°26° Ny 99°01°0, que s e encuentran a tan solo 500 m del

poblado de Huautla, dispuestos a la intemperie y al borde de una serie de pequefios



arroyos que forman el Arroyo Grande que desemboca en el Rio Amacuzac (Velasco et
al., 2005). De acuerdo con los resultados de Velasco et al. (2004), dichos jales poseen
elevadas concentraciones de As y Pb (139.2+149 y 2297.94833.2 mg/kg,
respectivamente), las cuales se encuentran por arriba de los limites maximos permisibles
propuestos por la PROFEPA en 2006 (20 mg/kg para As y 200 mg/kg para Pb), que se
encuentran en forma de coloides, lo que favorece su movilizacion y, por lo tanto, la
contaminacién de los cuerpos de agua cercanos, lo que significa un riesgo para la salud
humana. Ademas, se sabe que, debido a la actividad minera, los suelos de la regién
presentan contaminacion por As, Pb, Hg y Ag (Velasco et al., 2004). Aunado a esto, los
suelos de Morelos contienen de manera natural minerales ricos en arsénico, como la
arsenopirita (Velasco et al., 2004; Velasco et al., 2005).

Lo anterior favorece un escenario donde el arsénico podria ser uno de los

principales contaminantes del agua en esta zona.

1.5 El arsénico

El arsénico es un metaloide que se encuentra ampliamente distribuido de manera natural
en la corteza terrestre. Es un sdlido de color gris o blanco que se localiza en el grupo 15
de la tabla periddica, su nimero atomico es 33, tiene un peso molecular de 74.92 g/mol,
presenta un punto de fusién de 817 °C y un punto de ebullicién de 613 °C, y tiene una
densidad de 5.77 g/cm® (G6mez-Caminero et al., 2001; Petrusevski et al., 2007). El As
posee cuatro estados de oxidacion (-3, 0, +3 y +5) ,y generalmente en el suelo y rocas
se encuentra como sulfuro de arsénico o como arsenato (AsOs:) combinado con

metales, en el agua o ambientes oxigenados se presenta como arsenato y en



condiciones reductoras se encuentra como arsenito (AsOs:) (Hering y Chiu, 2000;
Petrusevski et al., 2007). El compuesto inorgéanico del arsénico mas comun en el aire es
el tribxido de arsénico (As,0O3), mientras que una variedad de arsenatos y arsenitos se
encuentran en el suelo, agua y alimentos (Gémez-Caminero et al., 2001); dentro de los
compuestos organicos del As estan el &cido monometilarsénico (AMM), el &cido
dimetilarsinico (ADM), las sales de ambos acidos, y el &cido 3-nitro-4-hidroxifenilarsénico

(roxarseno) (Goyer et al., 1999).

1.6 El Arsénico y efectos en la salud humana

El andlisis de los efectos téxicos del As es complicado, pues éstos dependen de la
movilidad del arsénico, la cual varia segun su estado de oxidacién, estructura quimica y
solubilidad en el medio biolégico en que esté presente (Petrusevski et al., 2007). Los
compuestos inorganicos del arsénico son mas toxicos que los compuestos organicos,
debido a que: presentan valencias (+3 y +5) que les permiten combinarse y reaccionar
con otros elementos que pueden ser esenciales (Chen et al., 2002; Reichard et al.,
2007); no son solubles en el medio bioldgico, por lo que se acumulan y permanecen
durante mas tiempo dentro del organismo (contrario a lo que sucede con el As organico,
que es excretado en su mayoria por la orina) (Hering y Chiu, 2000); vy, al ser
metabolizados, con el fin de convertirlos a compuestos solubles, generan metabolitos
secundarios y radicales libres que resultan aln mas téxicos que la molécula original
(Petrusevski et al., 2007). Ademas, la toxicidad del As inorganico aumenta conforme
disminuye su estado de oxidacion, por lo que los arsenitos son mas toxicos que los

arsenatos; mientras que en los compuestos organicos, la toxicidad aumenta con el grado



de metilacion, pues los compuestos mas metilados presentan mayor reactividad
bioquimica y pueden interactuar con el oxigeno molecular, generando radicales libres
(Hering y Chiu, 2000; Petrusevski et al., 2007).

Debido a que el arsénico es un elemento abundante en la naturaleza y a su
toxicidad, la exposicion a este metaloide ha generado diversos efectos en la salud
humana, los cuales pueden ser agrupados por los sistemas que afecta:

* Respiratorio. Irritacion de las membranas mucosas de la nariz y garganta,
laringitis, bronquitis y rinitis (Goyer et al., 1999; Vahter, 2008).

e Cardiovascular. Diabetes (Gomez-Caminero et al., 2001), pie negro (Tseng et al.,
1968, 1995, 1996), arritmia cardiaca, isquemia cardiaca y cerebrovascular, y
anemia (Goyer et al., 1999; Vahter, 2008).

» Gastrointestinal. Nauseas, vomito, diarrea y hemorragia gastrointestinal (Goyer et
al., 1999).

* Nervioso. Cefalea, letargia, confusibn mental y alucinaciones (Vahter, 2008).

e Dérmico. Dermatitis, hiperqueratosis y formacién de zonas hiperqueratosas en
manos y brazos, y zonas hiper e hipopigmentadas en cabeza, cuello, espalda,
ufias y dientes (Cdl et al., 1999; Duffus, 2002).

Ademas, se ha visto que el arsénico es un agente teratdgeno (Gomez-Caminero
et al., 2001; Duffus, 2002) y puede causar muerte por envenenamiento (Gomez-
Caminero et al., 2001; Vahter, 2008). En 1980 fue el primer carcinégeno para humanos
(grupo 1A) clasificado por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC)

(Abernathy et al., 1999).



1.7 El arsénico y genotoxicidad en humanos
Se han realizado muchos estudios a cerca de los efectos genotoxicos del arsénico, tanto
organico como inorganico, bajo condiciones in vitro e in vivo, y en una gran variedad de
tipos celulares. En general, los estudios sefialan que el arsénico es capaz de producir
dafio al ADN, principalmente rompimientos de cadena sencilla (Valverde et al., 1999; Li
et al., 2001; Sordo et al., 2001), y que éstos pueden ser detectados utilizando el ensayo
cometa (Li et al., 2001; Hartwig et al., 2006, Lewinska et al., 2007), sin embargo, es
dificil identificar el mecanismo de accion que utiliza el As para provocar dicho dafio, por
lo que se han propuesto varios.

Se ha comprobado que en linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos
a As inorganico en el agua de bebida, en concentraciones de 0.010 mg/L o mayores, se
generan sitios abasicos a través de las especies reactivas de oxigeno que se producen
durante su metabolismo (Smith et al., 2000; Yamanaka et al., 2004; Valenzuela et al.,
2005). De la misma manera ocurre en linfocitos y células epiteliales incubadas con
arsénico inorganico a una concentracion de 2.4 uM (Li et al., 2001). También se sabe
que en individuos expuestos a estas mismas concentraciones de arsenico en el agua de
bebida, dicho metaloide oxida y altera las enzimas de reparacion del ADN, haciéndolas
deficientes (Guillamet et al., 2004) y provocando la formacién de sitios retardados de
reparacion, que también son detectados con el ensayo cometa (Sordo et al., 2001; Meza
et al., 2004). El arsénico es capaz de unirse a las cadenas de ADN, ya sea insertandose
entre las bases de la molécula (por medio de los puentes de hidrogeno), a través de los
enlaces fosfodiester, o uniéndose al nitrogeno 7 de la guanina (Reichard et al., 2007),

formando asi lo que se conoce como cruzamientos intracadena (entre bases de la



misma cadena) e intercadena (entre las cadenas de ADN) (Mussali, 2001), ambos
procesos generan fuerzas de tension entre los enlaces del ADN, provocando que se
contraiga o expanda la doble hélice (Olive et al., 1993; Goémez-Caminero et al., 2001).
De la misma manera, se ha visto que, en células epiteliales, fibroblastos y linfocitos, los
compuestos inorganicos del arsénico, como el arsenito, generan aductos en el ADN, es
decir, se unen a sus bases; estos aductos son reparados por medio de la excision de
nucleétidos (Andrew et al., 2006), dejando sitios abéasicos (Roy y Saha, 2002). También
se sabe que el As actla como agente alquilante, es decir sustituye un grupo carboxilo
por un grupo alquilo en las bases del ADN; puede ser que el As incorpore uno o dos
grupos alquilo en la base, formando aductos, o que incorpore un grupo alquilo que una a
dos bases entre si, generando cruzamientos inter e intracadena (Gichner et al., 2000); y
como agente intercalante, formando enlaces covalentes con el ADN y provocando
cruzamientos intercadena, o interfiriendo con los procesos de replicacion y transcripcion
(Moore et al., 1996; Thomas et al., 2004).

Aunque los mecanismos de accion antes mencionados son distintos, todos son
capaces de producir rompimientos de cadena sencilla del ADN, estos podrian
representar uno de los factores que contribuyen a la inestabilidad cromosémica.

Por otro lado, se ha visto que el arsénico induce también rompimientos de cadena
doble del ADN (Li et al., 2001; Rossman, 2003; Hartwig et al., 2006; Lewinska et al.,
2007), aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas (Ostrosky et
al., 1991; Gonsebatt et al., 1997; Hartwig et al., 2006), y micronucleos en células

epiteliales y en linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos al arsénico, en el
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agua de bebida, en concentraciones de 0.005-0.050 mg/L (Gonsebatt et al., 1997; Li et
al., 2001).

En cuanto a los efectos mutagénicos del arsénico, existe controversia, pues
algunos autores mencionan que dicho metaloide no provoca mutaciones puntuales
(Moore et al., 1996; Gomez-Caminero et al., 2001; Mei et al., 2003), mientras que otros
aseguran que si las provoca, y que esto ocurre en genes relacionados con el ciclo
celular, como p53 (Hsu et al., 1997; Roy y Saha, 2002; Lewinska et al., 2007).

Por dltimo, se han observado alteraciones en los patrones epigenéticos
(hipometilacion) del ADN provocadas por exposicién cronica al arsénico en el agua de
bebida, en concentraciones mayores a 0.025 mg/L, lo que afecta la transcripcion de

genes relacionados con la reparacion del ADN vy el ciclo celular (Reichard et al., 2007).

1.8 Técnicas para evaluar genotoxicidad: Ensayo com  eta

Existen muchas técnicas para evaluar el dafio al ADN, dentro de las mas utilizadas
estan: Aberraciones cromosOmicas, Micronucleos, Ames (revertantes de histidina),
Intercambio de cromatidas hermanas, Elusion alcalina y, en los ultimos afios se ha
utilizado la Electroforesis en gel de células unicas o Ensayo cometa (Zhao et al, 1998;
Valverde et al., 1999; Tice et al., 2000; Kopjar et al., 2006).

La técnica de ensayo cometa fue propuesta por Ostling y Johanson (1984), para
detectar dafio al ADN en células individuales. Consisti6 en una electroforesis de
microgeles, donde las células fueron embebidas en agarosa y lisadas con detergentes
para liberar al ADN, éste fue sometido a electroforesis bajo condiciones neutras (pH 9.5)

y tefiido con un fluorocromo que permitié observar la figura de un cometa, con cabeza y
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cola. Durante los ultimos afios, esta técnica ha sufrido varias modificaciones, como el pH
de la solucion de lisis, el pH de la solucion de electroforesis y el tiempo de
desenrrollamiento del ADN, entre otros (Mussali et al., 2005). De acuerdo con el pH de
las soluciones, actualmente se conocen tres variantes del ensayo cometa, cada una
permite detectar rompimientos de distinto origen (Mussali et al., 2005), como se muestra

en el cuadro 1.

Tabla 1. Dafios detectados en el ADN segun el pH

pH 7 12.1-12.3 13
Tipo de De cadena doble De cadena sencilla  De cadena sencilla
rompimiento Sitios retardados de  Sitios alcali-labiles
reparacion Sitios retardados de
reparacion

En cuanto a las aplicaciones que posee esta técnica, se han realizado estudios
tanto en animales y plantas, como en humanos; en estos ultimos, se han evaluado los
niveles de dafo al ADN en individuos que fuman tabaco (Olive et al, 1993; Kopjar, 2006),
que han estado expuestos, de manera ambiental o laboral, a agentes quimicos (Poli et
al., 1999; Valverde et al., 1999), y que se han sometido a tratamientos meédicos con
radiacion o drogas antiblasticas (Pitarque et al., 1999; Gichner et al., 2000), en la
identificacion de agentes carcind6genos genotdxicos y no genotoxicos (Li, et al., 2001) y

para estudiar los mecanismos de accion de nuevas drogas y agentes antineoplasicos
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(Mussali et al, 2005), ademas, se ha utilizado para evaluar la capacidad de reparacion
del ADN y como biomonitor ambiental (Gillian et al, 1995; Rojas et al., 1999; Tice et al.,
2000).

El monitoreo humano implica la utilizacibon de marcadores moleculares y
biolégicos como indicadores de exposicion a los agentes que se encuentran en el
ambiente, y puede llevar a la identificacion de exposiciones potencialmente peligrosas
antes de que aparezcan efectos en la salud, asi como al establecimiento de los limites
de exposicion para minimizar riesgos (Valverde et al., 1999). Existen varios tipos de
biomarcadores, dentro de los cuales se encuentran los de exposicion, susceptibilidad y
de efecto temprano, como es el caso del Ensayo cometa, que indica una respuesta o
dafio temprano provocado por un agente que aun no ejerce efectos sobre la salud (Sotil
et al., 2007).

Dentro de las ventajas que posee esta técnica, podemos mencionar que detecta
hasta 15,000 rompimientos de ADN por célula, el tamafio de las muestras bioldgicas
necesario es muy pequefio (1.5 x10* células) con respecto a otras técnicas, el material
de laboratorio es de bajo costo, se puede realizar en todo tipo celular eucarionte, y bajo
condiciones in vivo e in vitro (Mussali et al., 2005). Como desventaja, se puede decir que
se debe conocer a profundidad la edad, dieta, ocupacién e historia clinica de cada uno
de los individuos examinados, pues de estas variables depende el dafio genotdxico
basal de cada individuo, y se debe realizar un analisis de regresion para conocer como
se relaciona cada una de estas variables con el dafio genotoxico.

Otros factores que se deben tomar en cuenta para realizar el Ensayo Cometa son

los relacionados con el estilo de vida, debido a que se ha reportado que el consumo de
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alcohol y consumo de tabaco tienen influencia diferencial sobre los resultados obtenidos
(Navasumrit et al., 2000; Guo et al., 2001; Péschl et al.,, 2004; Hoffman et al., 2005;

Ishikawa et al., 2007).
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2. JUSTIFICACION

A pesar de la gran cantidad de desechos que la actividad minera ha generado en
nuestro pais, de que no hay un manejo adecuado del cierre de minas y de la frecuente
contaminacién de los cuerpos de agua asociada a esto, no se han realizado estudios
que evallen la presencia de metales en el agua de bebida en la poblacion de Huautla,
Morelos y los efectos genotdxicos de los mismos, lo cual es necesario, para que, en
caso de estar afectados, los individuos de esta poblacion reciban la informacion y
atencion pertinentes, ademas de que no se han realizado estudios de este tipo en la

Zona.
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3. HIPOTESIS

Si los suelos de la region de Huautla, Morelos son ricos en minerales que contienen As 'y
los jales producidos por actividad minera en esta zona han generado mas de 780 mil
toneladas de desechos, donde dominan el As, Cu, Pb y Zn, se espera que los cuerpos
de agua aledafios a esta regién se encuentren contaminados por algunos de estos

elementos.

Si la comunidad de Huautla, Morelos esta sometida a una exposicion cronica a
dichos metales por medio del agua de bebida, se espera encontrar la presencia de los
mismos en la sangre periférica de los individuos, ya que ésta es considerada como un
biomarcador de exposicién (Valentine, 1979; Morton y Dunnette, 1999; Schoen et al.,

2004; Vahter, 2008).

Si la comunidad de Huautla, Morelos esta sometida a una exposicion cronica a
dichos metales (e.g., As, Cu, Pb y Zn) por medio del agua de bebida, y estos metales
son genotéxicos, se espera encontrar dafio al ADN (rompimientos de cadena sencilla) en

linfocitos de sangre periférica de los individuos expuestos a través del agua de bebida.

Se espera que en las poblaciones humanas analizadas exista una influencia de la
edad, del consumo de tabaco y la ingesta de alcohol sobre la induccién de dafio al, pues
esto se ha observado de forma frecuente en otros estudios (Hyland et al., 2002; P&schl

et al., 2004; Hoffman et al., 2005; Fracasso et al., 2006; Ishikawa et al., 2007).
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4. OBJETIVOS

General
» Evaluar el dafio al ADN en linfocitos de sangre periférica de los individuos

expuestos a metales en el agua de bebida, en la poblacion de Huautla, Morelos.

Particulares
* Medir la concentracion de metales en el agua de bebida y en sangre periférica
tanto de la poblacién expuesta como de la poblacién testigo, mediante la técnica
de Espectrofotometria de Absrocion Atdmica.
» Evaluar los efectos genotoxicos de los metales presentes en el agua de bebida y
sangre periférica de los individuos de la poblacion expuesta y testigo, mediante la

técnica de Electroforesis en gel de células Unicas alcalina o ensayo cometa.
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5. METODOLOGIA

5.1 Poblacion testigo

La comunidad Ajuchitlan se localiza dentro del municipio de Tlaquiltenango, en el estado
de Morelos, se ubica geograficamente a los 1828 | atitud N y 9920’ longitud O, cuenta
con una extension territorial de 229 Km?, su altitud varfa de los 900 a los 2,260 msnm,
presenta una poblacion de 241 habitantes y su vegetacion es caracteristica de la selva
baja caducifolia y el clima es semiseco y célido (Garcia et al., 2000). Esta poblacion se
escogid como grupo control debido a que presenta las mismas caracteristicas
ecoldgicas, socioeconOmicas y de estilo de vida que la poblacion expuesta, a diferencia
de que su sistema de abastecimiento de agua de bebida proviene de fuentes

independientes a las de la poblacion expuesta.

5.2 Poblacién expuesta

La poblacién de Huautla es una region localizada en el estado de Morelos, dentro del
municipio Tlaquiltenango, geograficamente se ubica en los 1837  latitud N y 98°14
longitud O, es un terreno accidentado con una superficie de 59 km?, cuyas altitudes
varian de los 700 a los 2,240 msnm, y la vegetacion que presenta es de selva baja
caducifolia y su clima es calido. La regidon es una joya de recursos bidticos y esta
protegida como una Reserva de la Biosfera, pues alberga numerosas especies
vegetales endémicas (Leal et al., 2002), ademas de que en 2006 fue declarada como

Patrimonio de la Humanidad (UNESCO, 2006). Huautla cuenta con una poblacién de
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1,114 habitantes, cuya principal ocupacion es la agricultura y ganaderia, y su nivel
socioecondmico es bajo (Velasco et al., 2004; Velasco et al., 2005).

El agua de bebida que abastece a la poblacion de esta region proviene del
interior de la mina “Pajaro verde”, la cual fue cerrada desde 1993 (Leal et al., 2002), de
aqui, el agua es entubada a un depdsito donde es clorada y, después, es distribuida a

las casas.

5.3 Consentimiento informado

El consentimiento informado se obtuvo por escrito de cada uno de los voluntarios
participantes, por duplicado, a través del cual se hizo de su conocimiento los objetivos
del estudio, sus alcances y repercusiones sobre su salud, indicando que el estudio es

totalmente voluntario (Apéndice I).

5.4 Cuestionario

Se aplicé un cuestionario detallado a cada uno de los individuos participantes en el
estudio, para obtener datos generales sobre la poblacion, como el tiempo de residencia
en el lugar, la utilizacién del agua de la mina y del depdésito, historia clinica del individuo,
ocupacion pasada y actual, habitos alimenticios, y estilo de vida (consumo de alcohol y/o

tabaco), asi como la exposicion a algun otro tipo de agente genotéxico (Apéndice II).
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5.5 Criterios de inclusion
Se seleccionaron 22 de 71 individuos encuestados de la poblacién expuesta y 11 de 30
individuos encuestados de la poblacion testigo, los cuales cumplieron con los siguientes
criterios de inclusion:
* Sexo masculino
« Edad de entre 20 y 50 afios
« Tiempo de residencia en el lugar mayor a 10 afios
* Que no se encontraran bajo ningln tratamiento médico
* Que no se hayan sometido a radiografias en los tres meses previos a la toma de
muestras
* Que no se encontraran expuestos a algun otro agente genotoxico
* Que beban agua de los depdsitos locales (agua no contaminada), para el caso de
la poblacion testigo
* Que beban agua proveniente de la mina, para el caso de la poblacién expuesta

» Sin diagnoéstico de enfermedad neoplasica

5.6 Toma de muestras de agua

Para la poblacion testigo, se tomé un total de 27 muestras de agua provenientes de tres
depdsitos en tres dias diferentes, en época de lluvia y sequia. En el caso de la poblacion
expuesta, se tomaron 18 muestras de agua provenientes de la mina “Pajaro Verde” y del
deposito en tres dias diferentes, en época de lluvia y sequia. EI método de muestreo se
realizé de acuerdo con lo establecido por la Norma Oficial Mexicana para toma de

muestras de agua (NOM 014-SSA1-1993). Se colocaron 2 mL HNO3 suprapuro en cada
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frasco y las muestras fueron transportadas en hielo al Laboratorio de Quimica Analitica

de la Facultad de Quimica, UNAM.

5.7 Toma de muestras de sangre

Se tomaron 22 muestras de sangre de los individuos de Huautla y 11 muestras de
sangre de los individuos de Ajuchitlan, por el método de puncién venosa. Se colocaron
cinco ml de sangre entera en tubos con K,EDTA, los cuales se transportaron en hielo al
laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica, UNAM para la determinacion
de metales en sangre. Para realizar el ensayo cometa, se tomaron tres ml de sangre
entera en tubos con heparina, los cuales que fueron envueltos en papel periédico y
transportados al Laboratorio de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina,

UNAM , donde se procesaron inmediatamente.

5.8 Medicion de metales en agua y sangre

La determinacion de metales en agua y sangre se realizé por el método de
Espectrofotometria de Absorcion Atomica. Para el caso del Pb y Cd, se empled el
modelo Perkin ElImer 3100 equipado con una cama de granito HGA600, para el caso del
Zn y Cu, el modelo Perkin EImer equipado con flama 2380, y, para el caso del As, el
modelo Perkin Elmer 3100 equipado con un generador de hidruros MHS-10. Los
experimentos se llevaron a cabo por el Laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad

de Quimica, UNAM.
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5.9 Prueba de viabilidad celular

Antes de realizar el ensayo cometa, se llevé a cabo una prueba de viabilidad celular por
fluorocromos, la cual permite asegurar que el dafio observado con el ensayo cometa es
genotdxico y no citotoxico. Esta prueba se hizo para cada individuo, tanto de la
poblacion testigo como de la poblacién expuesta. Se tomaron 3 L de sangre periférica 'y
fueron mezclados con 3 pL de solucion de FDA (Diacetato de fluoresceina y Bromuro de
etidio), se colocaron en una laminilla, esta fue observada con un microscopio Optico de
fluorescencia Olympus BMX60 bajo filtro azul y se obtuvo el porcentaje de células
viables (vivas) y no viables (muertas) para 100 células de cada individuo.

Si las células fluorescen de color verde, se les considera viables, esto se debe a
que el diacetato de fluoresceina penetra la membrana y entra a la célula, donde es
metabolizado por el lisosoma, los productos resultantes de este metabolismo son los que
presentan dicho color. En el caso de que las células fluorescan en color rojo, se les
considera no viables, pues el bromuro de etidio solamente puede entrar a la célula a
través de los poros de membrana que se forman cuando ésta ha perdido su integridad,

es decir, cuando la célula esta en proceso de muerte (Strauss, 1991).

5.10 Electroforesis en gel de células Unicas

Se realiz6 el Ensayo cometa a pH 13. Se tomaron 10 pL de sangre periférica, los cuales
fueron mezclados con 75 pL de agarosa de bajo punto de fusion al 0.5 %, se colocaron
75 yL de esta mezcla en una laminilla, previamente cubierta con 150 pL de agarosa

regular al 0.5%, deslizando un cubreobjetos sobre la agarosa y dejando gelificar sobre
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hielo durante unos minutos se obtuvieron los microgeles, después de retirar el
cubreobjetos, una capa de 75 pL de agarosa de bajo punto de fusién fue agregada como
la anterior. Las laminillas fueron colocadas en solucion de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM
Na2EDTA, and 10 mM Tris-base, pH 10, 4°C) durante una hora. Después fueron
colocadas en una camara de electroforesis horizontal, donde se dej6é desenrollar el ADN
durante 20 minutos en solucion amortiguadora de electroforesis (300 mM NaOH and 1
mM Na2EDTA, pH> 13). Se realiz6 la electroforesis durante 10 minutos a 25 V y 300
mA, bajo luz ténue indirecta. Después de la electroforesis, las laminillas fueron
neutralizadas con Tris 0.4 M pH 7.5 y fijadas con etanol durante cinco minutos.
Finalmente se colocaron 50 yL de una solucién de 20 pg/mL de Bromuro de etidio
y un cubreobjetos sobre el gel. La migracién del ADN se midié en un microscopio de
fluorescencia Olympus BMX60 y con una reglilla colocada en uno de los oculares, en

términos de la longitud de la cola, para 100 células de cada individuo.

5.11 Analisis estadistico
Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) para evaluar el efecto del cuerpo de agua
(pozo vs mina) y de la estaciéon (lluvia vs sequia) sobre la concentracion de As en el
agua.

Se utiliz6 un ANDEVA de una via para determinar el efecto del arsénico en
sangre, tanto para la poblacion expuesta como para la poblacién testigo, en la induccion

de dafio al ADN en linfocitos de sangre periférica, medida por el Ensayo cometa.
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Posteriormente se realiz6 una prueba post-hoc de Tukey para determinar las
diferencias entre los niveles de dafio al ADN en la poblacién control y la media de dafio
al ADN de cada individuo de la poblacion expuesta.

Se llevo a cabo un analisis de regresion lineal para identificar la relacién entre las
diferentes concentraciones de arsénico en sangre y el dafio genotéxico. Otra regresion
se realizd6 para cada una de las poblaciones estudiadas, para determinar la relacion
entre el nivel de dafio al ADN y el habito de fumar tabaco, la ingesta de alcohol y la
edad. Los datos fueron transformados con logaritmo natural por tratarse de un analisis
parameétrico (Zar, 1999).

Los andlisis se realizaron utilizando el programa STATISTICA 6.0 (STATSOFT,

1998).
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6. O RESULTADOS

6.1 Concentracion de metales en el agua de bebida
Los resultados indican que ninguno de los metales medidos en el agua de bebida de los
tres pozos, en la localidad de Ajuchitlan, Morelos (poblacién testigo), rebasa los limites

maximos permisibles (LMP), de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-

1994.
Cuadro 2. Promedio de la concentracién de metales en el agua de bebida
de la poblacion testigo (mg/Lte.e.)
Epoca de lluvia Epoca de sequia
Metal Pozo Pozo LMP
1 2 3 1 2 3
Pb N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.01
As N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 0.025
Cu N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 2.0

Zn 0.01+0.015 0.03+0.01 0.02+0.008 0.07 +0.021 0.03 £0.0120.05+0.002 5.0

Cd N.D N.D N.D. N.D. N.D. N.D. 0.005

N.D. = No detectable
LMP = Limite Maximo Permisible
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En general, la concentracion de los metales medidos en el agua de bebida de la
poblacion expuesta no rebasa el LMP segun la Norma Mexicana NOM-127-SSA1-1994,
a excepcion del arsénico, cuyos niveles de As registrados en la mina superan nueve
veces los limites establecidos por la Norma Mexicana antes mencionada, y 22.5 veces
los estandares internacionales (0.01 mg/L) (WHO, 2001; EPA, 2001, 2006; FAO, 2006),
mientras que los niveles de arsénico en el depdésito rebasan ocho veces los limites de la
Norma Mexicana y 19.5 veces los establecidos por las organizaciones internacionales

(cuadro 3).

Cuadro 3. Promedio de la concentracion de metales en el agua de bebida
de la poblacion expuesta (mg/Lze.e.)

Epoca de lluvia Epoca de sequia
Metal Mina Depdsito Mina Deposito LMP
Pb 0.007 £0.001 N.D N.D. N.D. 0.01

As 0.242 £ 0.006 0.244 +0.004 0.222 + 0.005 0.240+£0.009  0.025

Cu N.D. N.D. N.D. N.D. 2.0
Zn 0.1 +0.006 0.03 +0.00 0.03+ 0.007 0.05+0.01 5.0
Cd N.D N.D N.D. N.D. 0.005

N.D. = No detectable
LMP = Limite Maximo Permisible
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No se detectd un efecto significativo del depédsito (mina vs depdsito) de agua
(F3819=1, p > 0.05) ni de la estacionalidad (lluvia vs sequia) (F2637=1, p > 0.05) sobre las

concentraciones de As en el agua de bebida.

6.2 Concentracion de metales en la sangre

De acuerdo a los LMP establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-199-SSA1-
2000, para individuos adultos no expuestos ocupacionalmente, las concentraciones de
Pb (0.2 pg/mL), Cu (1.0 pg/mL), Cd (0.5 pg/mL) y Zn (6.6 pg/mL) en sangre de los
individuos de la poblacién testigo se encuentran por debajo. Las concentraciones de As
en sangre tampoco rebasan el LMP (0.05 pg/mL) (Smith et al., 2000; ATSDR, 2006; Hall

et al., 2006) (cuadro 4).

-27-



Cuadro 4. Concentracion de metales en sangre de individuos de la

poblacién testigo (ug/mL)

LMP

Individuo Pb Cu Zn Cd As
0.2 1.0 6.6 0.5 0.05
A 0.12 1.3 5.6 N. D. N. D.
B 0.12 1.2 7.7 N. D. N. D.
C 0.18 1.3 6.7 N. D. N. D.
D 0.12 1.2 7.7 0.002 N. D.
E 0.04 1.3 8.3 N. D. N. D.
F 0.11 0.9 7.4 N. D. N. D.
G 0.12 11 5.9 N.D N. D.
H 0.20 0.9 6.5 N.D N. D.
I 0.12 1.2 6.7 N.D N. D.
J 0.20 0.8 6.3 N.D N. D.
K 0.24 0.9 6.6 N.D N. D.
T+e.e. 0.071+.010 0.987+0.032 6.432+0.245 N. D. N. D.

N. D. = No detectable

LMP = Limite Maximo Permisible
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Los resultados de la concentracion de metales en sangre de los individuos
expuestos indican que los metales medidos no sobrepasan los LMP establecidos por la
Norma Mexicana NOM-199-SSA1-2000 para Pb, Cu, Zn y Cd, a excepcion del As,
donde se observa que 11 de los 22 individuos evaluados presentan concentraciones

elevadas (>0.05 pg/mL) de dicho metaloide (cuadro 5).
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Cuadro 5. Concentracion de metales en sangre de individuos de la

poblacién expuesta (ug/mL)

LMP
Individuo Pb Cu Zn Cd As

0.2 1.0 6.6 0.5 0.05
1 0.04 1 6.6 N.D. 0.02
2 N.D. 0.9 9 N.D. 0.05
3 0.03 1.1 51 N.D. 0.05
4 0.09 1 54 N.D. 0.03
5 0.05 0.9 5.8 N.D. 0.14
6 0.1 0.8 6.3 N.D. 0.20
7 0.08 0.9 5.1 N.D. 0.03
8 0.14 1 6 N.D. 0.04
9 N.D. 0.9 5.1 N.D. 0.04
10 N.D. 1 N.D. 0.09
11 0.13 1 N.D. 0.06
12 0.07 0.9 7.2 N.D. 0.09
13 0.06 0.9 11 N.D. 0.04
14 0.06 1 6.5 N.D. 0.05
15 0.05 0.8 6.3 N.D. 0.06
16 0.03 0.8 6.7 N.D. 0.07
17 0.05 0.7 7.1 N.D. 0.09
18 N.D. 0.6 7.2 N.D. 0.03
19 0.16 0.9 4 N.D. 0.03
20 0.17 0.7 5.6 N.D. 0.02
21 N.D. 0.6 7 N.D. 0.04
22 N.D. 0.8 6.3 N.D. 0.02

TIte.e. 0.060+£0.010 0.870+0.030 6.420+0.310 N.D. 0.060+0.009

N. D. = No detectable

LMP = Limite Maximo Permisible
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6.3 Viabilidad celular
El porcentaje de viabilidad celular de los linfocitos de las muestras de sangre periférica
tomadas resulté mayor al 95%, tanto para los individuos de la poblacion testigo (95 +

6.017 %) como para los de la poblacion expuesta (96 + 3.674 %).

6.4 Genotoxicidad

En la figura 1 se muestran fotografias representativas de los cometas obtenidos de los
linfocitos de sangre periférica del grupo control; cada una corresponde a un individuo
distinto. Se observan nucleos completamente cerrados y algunos nucleos con el dafio

genotoxico basal.
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Figura 1. Nucleoides cerrados, sin dafio genotoxico, correspondientes a los individuos de
la poblacion testigo, obtenidos por la técnica de ensayo cometa a pH alcalino (200X).

En la figura 2 aparecen los cometas de linfocitos de sangre periférica de los
individuos del grupo expuesto a As en el agua de bebida; cada fotografia corresponde a

un individuo distinto. Se pueden observar nicleos con distinto grado de dafio.
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Figura 2. Nucleoides con diferente grado de dafio genotoxico correspondientes a los
individuos de la poblacion expuesta, obtenidos por la técnica de ensayo cometa a pH
alcalino (200X).

Los resultados del analisis de dafio al ADN realizado mediante el ensayo cometa
pH13 en linfocitos de sangre periférica revelan una diferencia estadisticamente
significativa (F1320s=1431.83, p<0.001) en la induccion de rompimientos de cadena

sencilla entre el grupo expuesto y el grupo testigo (Fig. 3).
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También se encontré6 que cada uno de los individuos de la poblacion expuesta
difiere significativamente de la poblacién control, en cuanto a los rompimientos de

cadena sencilla (F=245.63, p<0.001) (fig. 4).

6.5 Relacion entre la concentracion de As en sangre vy el nivel de dafio individual
Se encontrd una correlacién positiva y significativa (r=0.46, r’=0.22, p<0.05) entre el
nivel de dafio (rompimientos de cadena sencilla) y la concentracién de As en sangre de

cada individuo de la poblacién expuesta.

6.6 Efecto de la edad, consumo de alcohol y consumo de tabaco en la induccion
de dafo al ADN

Para la poblacion testigo, no se encontr6 un efecto de la edad (F46=1.155, p>0.05),
consumo de alcohol (F;9=0.527, p>0.05) o consumo de tabaco (F; ¢=1.037, p>0.05) en
los niveles de dafio al ADN observados. Mientras que para la poblacién expuesta se
registrd6 un efecto significativo del consumo de alcohol (F315=5.391, p<0.05) en los
niveles de dafio ADN, pero no de la edad (F315=1.836, p>0.05) o consumo de tabaco

(Fs,16=3.354, p>0.05).

-35-



7. DISCUSION

7.1 Contaminacion del agua por arsénico en Huautla, Morelos

Los resultados obtenidos para las concentraciones de metales en el agua de bebida de
la poblacién de Huautla, revelan que solo el As rebasa el LMP establecidos por la Norma
Mexicana NOM-127-SSA1-1994 y las organizaciones internacionales.

Lo antes mencionado puede deberse a fuentes de contaminacién naturales y
antropogénicas.

En lo que concierne a las posibles causas naturales, éstas incluyen, por un lado,
los suelos ricos en minerales que contienen arsénico, como la arsenopirita, que presenta
el estado de Morelos (Velasco et al.,, 2005), y, por el otro, que el sistema de
abastecimiento de agua potable del poblado de Huautla, el cual se obtiene desde el
interior de una mina (Leal et al., 2002).

Dentro de las causas antropogénicas se tiene que Huautla, Morelos es una region
minera por tradicion, de la cual se obtuvieron minerales metalicos como Pb, Ag y Zn
durante mas de 200 afios (Dorado et al., 2005), y como consecuencia de esta actividad,
se generaron dos jales compuestos por mas de 780 mil toneladas de desechos téxicos
ricos en metales como As, Cd, Mn y Pb (Velasco et al., 2004; Velasco et al., 2005).

Lo anterior es soportado por estudios realizados en diversos lugares del pais,
como Jalisco (Hurtado y Gardea, 2006), Guanajuato (Carrillo-Chavez et al., 2001;
SAPASMA, 2006), Guerrero (Mendoza et al.,, 2002; Armienta et al., 2003), Hidalgo
(Méndez y Armienta, 2003; Valenzuela et al., 2005; Soto-Pefa et al., 2006) y Sonora

(Meza et al., 2004), entre otros; y alrededor del mundo, como es el caso de India
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(Mahata et al., 2003 ; Banerjee et al., 2008), Bangladesh (Smith et al., 2000), Espafa
(Calvo et al., 2003), Estados Unidos de América (Meliker et al., 2007) y Chile (Chung et
al., 2002), donde la combinacion de factores naturales y antropogénicos dan como
resultado la contaminacion de los cuerpos de agua por. Ademas, se sabe que, como
consecuencia de esta misma actividad, los suelos de la regién estan contaminados con
As y Pb (Velasco et al., 2004; Velasco et al., 2005), elementos que podrian movilizarse

y, por lo tanto, contaminar los cuerpos de agua cercanos.

7.2 Concentracion de arsénico en el agua de bebida  de Huautla, Morelos

Las concentraciones de As obtenidas en el agua de bebida de la poblacién de Huautla
fueron de =0.242+0.006 mg/L para la mina y £=0.244 + 0.004 mg/L para el depdsito,
las cuales rebasan el LMP, como se mencion¢ anteriormente.

Estos valores se encuentran por debajo de los reportados por Soto-Pefia et al.
(2006) (0.412 mg/L) en la region de Zimapan, Hidalgo, por Valverde et al. (1999) (0.410
mg/L) y Ostrosky et al. (1991) (0.390 mg/L) en el estado de Coahuila, y debajo de los
registrados por Carrillo-Chavez et al. (2001) y la SAPASMA (2006) (0.300 mg/L) en San
Miguel de Allende, Guanajuato. Pero si comparamos las concentraciones obtenidas en
este trabajo con las reportadas por Meza et al., 2004 (0.025-0.043 mg/L) en el estado de
Sonora, por Valenzuela et al. (2005) (0.117 mg/L) en Zimapan y otras regiones de
Hidalgo, y con las registradas por Hurtado y Gardea (2006) (0.113-0.262 mg/L) en
diversas regiones de Jalisco, se puede observar que los niveles de As en el agua de

Huautla se encuentran por arriba de ellas.
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Las evidencias mencionadas anteriormente permiten observar que los resultados
encontrados en este trabajo se encuentran dentro de los intervalos de concentracion de
As en agua de bebida encontrados alrededor de nuestro pais.

Por otro lado, la exposicion que presenta esta poblacion es crénica, es decir,
estos individuos han estado expuestos al As, por lo menos, 10 afios, ya que desde el
cierre de la mina, comenzé el consumo de agua de esta fuente (CONANP-SEMARNAT,

2005).

7.3 Concentracién de As total en sangre periférica: Un biomarcador util
En cuanto a las concentraciones obtenidas para el As en sangre, se observo que el 50%
de los individuos expuestos presentan concentraciones elevadas (0.060+0.009 pg/mL),
lo que puede deberse a que la sangre no es uno de los 6rganos blanco del As,
solamente es transportado en ella a través de la albumina y transferrina, por lo que
permanece en la sangre durante poco tiempo (30-72 horas) después de la exposicion
(Goyer et al., 1999; Roy et al., 2002; Meza et al., 2004; Thomas et al., 2004; Reichard et
al., 2007). Aun asi, el nivel promedio de As en sangre de los individuos de Huautla,
Morelos rebasa el LMP establecido por Smith et al. (2000), ATSDR (2006) y Hall et al.
(2006), que es de 0.050 pg/mL; por lo que esta poblacion se encuentra expuesta al As
mediante el agua de bebida.

El hidroarsenicismo es un problema que presentan muchas poblaciones alrededor
del mundo, y nuestro pais no esta excluido. Este fenomeno ha sido ampliamente
estudiado por diversos investigadores (Ostrosky et al., 1991; Valverde et al., 1999;

Chung et al., 2002; Calvo et al., 2003; Mahata et al., 2003; Meza et al., 2004; Valenzuela
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et al., 2005; Meliker et al., 2007; Banerjee et al., 2008), sin embargo, existen solamente
seis estudios que relacionen las concentraciones de As total en sangre, de los
individuos expuestos, con las concentraciones de As en el agua de bebida. Por ejemplo,
se han encontrado concentraciones de As en sangre de 0.010 pg/mL en individuos
expuestos a concentraciones de 0.100 y 0.125 mg/L de As en el agua de bebida (Hall et
al., 2006; Gamble et al., 2007); concentraciones de 0.046 y 0.049 pg/mL de As en
sangre en individuos que beben agua con As a concentraciones de 0.300 y 1.70 mg/L,
respectivamente (Wu et al., 2001; Pandey et al., 2007); Valentine 1979, Vahter, 1986 y
1988 encontraron que en sangre el As varia de 0.050 a 0.060 pg/mL en individuos que
estan expuestos a una concentracion de 0.390 mg/L de As en el agua de bebida; por su
parte, Vahter et al., 1995 observd una concentracién de 0.076 pg/mL de As en sangre
periférica de personas expuestas a 0.200 mg/L de As en el agua.

Los estudios antes mencionados apoyan los encontrados en el presente trabajo,
pues éstos se encuentran dentro de los intervalos que se han encontrado en otros
estudios.

Nuestros resultados muestran que existen diferencias significativas entre las
concentraciones de As total en sangre periférica de los individuos expuestos, lo que
sugiere factores de susceptibilidad individual, como los sistemas enzimaticos, de dieta y
edad, entre otros, ya que éstos varian entre individuos y entre poblaciones (Chung et al.,
2002; Schoen et al; 2004; Kopjar et al., 2006). Por ejemplo, una dieta rica en alimentos
marinos, como pescados y mariscos, donde se puede acumular el As, permite una
elevada concentracion del elemento en el organismo (Abernathy et al., 1999). Por otro

lado, existe evidencia de que si un individuo presenta deficiencia en la sintesis de S-
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adenosilmetionina o colina, enzimas necesarias para el metabolismo de este metaloide,
que es realizado en el higado, no sera capaz de realizar el metabolismo del arsénico,
por lo que, éste sera regresado al torrente sanguineo, donde podra ser detectado (Hall
et al., 2007; Vahter, 2008). En cuanto a la edad, se ha visto que entre mayor es la
misma, menor es la capacidad de metabolizar el As, por lo que éste puede permanecer
mas tiempo en la sangre (Vahter, 1988; Chung et al., 2002; Vahter, 2008). Ademas,
pueden existir diferencias individuales en cuanto a la exposicion a dicho metaloide, si
ésta es cronica, los niveles del mismo en sangre pueden permanecer sin modificacion
(Valentine et al., 1979; Vahter, 1988; Tchounwou et al.,, 2004; Vahter, 2008).
Relacionado con ésto, se ha observado que la permanencia de este metaloide en la
sangre también esta determinada por el tipo de As que se ingiere. Después de la
exposicion, el As inorganico tiene una vida media biolégica de 72 horas, mientras que el
As orgéanico presenta una vida media menor a 30 horas (Petrusevski et al., 2007), de
esta manera, la concentracidbn de arsenico inorganico detectada en la sangre puede
variar.

Los factores antes mencionados pueden estar provocando las variaciones
interindividuales en los niveles de As en sangre en la poblacién de Huautla, Morelos.

Por otro lado, biomarcadores utilizados como indicadores de exposicion, los
niveles de As en orina, cabello y uiias han sido ampliamente investigados y utilizados
con este fin (Goyer et al., 1999; Basu et al., 2005; Gamble y Liu, 2005; Hughes, 2006;
Sun et al., 2007; Vahter, 2008). En lo que se refiera a los niveles de As en sangre, éstos
no han sido aceptados del todo como indicadores confiables de exposicion, por lo que

pocos autores los han utilizado, esto se debe a que la vida media del As en sangre es
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corta (30-72 horas) (Karagas et al., 2000) y a que en este fluido es muy dificil determinar
especies particulares del metaloide, por lo que, se ha publicado que esta medicion
solamente puede reflejar exposiciones en dias recientes y a dosis elevadas, es decir,
exposiciones agudas (Sun et al., 2007). Por su parte, Valentine (1979), Morton y
Dunnette (1999), Schoen et al. (2004) y Vahter (2008) proponen que, en exposiciones
cronicas al metaloide, las concentraciones del mismo en sangre se mantienen
constantes, por lo que resulta un excelente biomarcador en este tipo de exposicion.

Para el caso de las exposiciones crénicas al As en el agua de bebida, aunque
sean muy pocos los autores que las han estudiado, existe controversia en cuanto a la
utilizacion de la concentracion de As en sangre como biomarcador. Por ejemplo,
Valentine et al. (1999) y Smith et al. (2000), afirman que no existe relacion alguna entre
las concentraciones de As en agua de bebida y en sangre; mientras que Vahter (1986,
1988, 1995 y 2008), Morton y Dunnette (1999), Hall et al. (2006) y Gamble et al. (2007)
han encontrado que mientras mayor sea la concentracion de As en el agua, mayor es la
de la sangre, y que esta ultima es un biomarcador Gtil de exposicion crénica al arsénico
en el agua de bebida.

Por otro lado, se han reportado otros parametros que se relacionan con el As en
sangre, ademas del As en el agua de bebida. Por ejemplo, Goyer et al. (1999), ATSDR
(2005) y Hughes (2006) han encontrado evidencias de que la concentracion de As en
cabello y uflas presentan una correlacion positiva y significativa con la concentracion de
As total en sangre periférica de individuos expuestos; y Pellizzari et al. (2001) Chung et

al. (2002), Meza et al. (2004), Gamble et al. (2005), Hughes (2006), Sun et al. (2007) y
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Vahter (2008) han observado el mismo tipo de correlacion, pero con las concentraciones
de metabolitos del As en orina y piel.

Aungue estos biomarcadores han sido ampliamente estudiados, muy poco se
sabe sobre la relacién que existe entre la concentracion de As en sangre y sus efectos
genotoxicos. En este estudio se encontré una correlacion positiva y significativa (r=0.46,
r’=0.22, p<0.05) entre la concentracién de arsénico en sangre y el nivel de dafio, es
decir, mientras mayor es la concentracién de As en sangre, mayor es el nivel de dafio
genotoxico, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Vuyyuri et al. (2006). Por
lo que, éste es uno de los primeros estudios que encuentra una correlacion positiva y
significativa entre la concentracién de As en sangre y el dafio genotoxico.

Los datos presentados en este estudio apoyan que la concentracion de As total
en sangre periférica puede ser utilizada como un biomarcador util y confiable de
exposicion a dicho metaloide a través del agua de bebida, tal como lo refieren Vahter
(1986, 1988, 1995 y 2008), Morton y Dunnette (1999), Hall et al. (2006), y Gamble et al.

(2007).

7.4 Rompimientos de cadena sencilla inducidos por A s en individuos expuestos en

Huautla, Morelos

Los linfocitos de sangre periférica de los individuos expuestos de Huautla, Morelos

presentan dafio genotoxico, segun los resultados obtenidos con el ensayo cometa.
Existen otros estudios que evallan la genotoxicidad del As en individuos

expuestos a él mediante el agua de bebida, utilizando el Ensayo cometa alcalino; estos

se han realizado en linfocitos de sangre periférica de individuos expuestos a diferentes
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concentraciones del metaloide durante largos periodos de tiempo (mas de 10 afios). Por
ejemplo, Valverde et al. (1999) reporta una concentracion de As en el agua de bebida de
0.410 mg/L en su poblacién de estudio, Basu et al. (2005) encontré una concentracion
de 0.247 mg/L, Navoni et al. (2005) una concentracion de 0.130 mg/L y Banerjee et al.
(2008) una concentracion de 0.224 mg/L de As en el agua, y todos ellos reportan
diferencias significativas en los rompimientos de cadena sencilla del ADN de los
individuos expuestos, comparados con el grupo control, mientras que Gebel (2001) y
Gradecka et al. (2001), quienes encontraron concentraciones de As mayores a 0.200
mg/L en el agua de bebida, no las reportan, lo que puede atribuirse a diferencias de
susceptibilidad entre poblaciones, la cual esta condicionada por la dieta, estado de
salud, actividad fisica y capacidad para metabolizar el As, la cual depende de los niveles
de enzimas como la S-adenosilmetionina, colina y metionina, que son las responsables
de metilar al arsénico.

Para el caso de Huautla, las diferencias en la induccién de rompimientos de
cadena sencilla son estadisticamente significativas comparadas con el control, por lo
que se puede decir que en esta poblacion el As en el agua de bebida presenta un efecto
genotoxico en los linfocitos de sangre periférica de los individuos expuestos, revelado
como rompimientos de cadena sencilla.

De la misma manera, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles de dafio individual dentro de la poblacién de Huautla, con respecto al
control. Esto puede deberse a que los individuos se encuentran expuestos de manera
diferencial al As a través del agua de bebida y a ciertos factores del estilo de vida, que

son los mismos que determinan las diferencias entre las concentraciones de As en
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sangre, aunque su efecto es distinto. Por ejemplo Basu et al. (2005), Navoni et al. (2005)
y Banerjee et al. (2008) reportan que los individuos con una dieta balanceada y buen
estado de salud y condicion fisica, presentan niveles de dafio menores que aquellos
individuos que no cumplen con estas condiciones. Por su parte, Poschl et al. (2004),
Hoffman et al. (2005) e Ishikawa et al. (2007) mencionan que el estilo de vida tiene
efectos importantes sobre el dafio observado, por ejemplo, afirman que los individuos
gue consumen alcohol y/o tabaco presentan niveles de dafio mas elevados que los que
no los consumen. En cuanto a la edad, se sabe, que mientras mayor es esta, menor es
la capacidad de reparacion del ADN, por lo que se pueden encontrar niveles mas
elevados de dafio que en los jovenes (Chung et al., 2002; Petrusevsky et al., 2007),
aunqgue otros autores, como Bolukbas et al. (2006) y Chen et al. (2007), no reportan la
existencia de una relacion entre la edad y el dafio genotoxico. En cuanto al metabolismo
del As, se dice que en los individuos que presentan menor capacidad para metilar al
metaloide, debido a que tienen niveles bajos de S-adenosilmetionina, metionina o colina,
el dafio genotdxico es menor, pues los metabolitos del As son mas téxicos que el que se
ingiere (Basu et al., 2001; Rossman, 2003; Basu et al., 2005; Hughes, 2006). Todos
estos factores determinan el nivel de dafio que presenta cada individuo dentro de una
poblacion, que es lo que podria estar sucediendo en Huautla, Morelos.

En cuanto a los mecanismos por los cuales el As puede provocar rompimientos
de cadena sencilla del ADN, existen varias posibilidades.

Uno de estos mecanismos es a través de la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERQO’s) y los radicales libres (RL) a los que las primeras pueden dar lugar, de

esto se sabe que el As es capaz de interactuar con complejos enzimaticos antioxidantes



como el glutation (GSH), la tioredoxina y la superoxido dismutasa (SOD), inhibiendo su
actividad y provocando un incremento en la cantidad de ERO’s como el peroxido de
hidrégeno (Basu et al.,, 2001; Rossman, 2003); también puede activar a la NAD(P)H
oxidasa, una enzima localizada en la membrana de células endoteliales y otras, que se
encarga de catalizar la reduccion de O, a i6n superoxido y otras ERO’s (Schoen et al.,
2004; Hughes, 2006); ademas, durante el metabolismo del metaloide se generan ERO’s
y RL (Smith et al., 2000; Yamanaka et al., 2004; Valenzuela et al., 2005). El aumento en
la cantidad de ERO’s y RL genera, por un lado, la oxidacion de bases del ADN, que
durante la reparacion son transformados en sitios abasicos (Basu et al., 2001; Basu et
al., 2005; Hughes, 2006) que son revelados como rompimientos de cadena sencilla del
ADN durante el Ensayo cometa pH13.

Por otro lado, el As y sus metabolitos son capaces de unirse a las cadenas de
ADN, ya sea insertandose entre las bases de la molécula, a través de los enlaces
fosfodiester, o uniéndose al nitrégeno 7 de la guanina (Reichard et al., 2007), formando
cruzamientos intra e intercadena (Rossman, 2003); estos dos generan fuerzas de
tension entre los enlaces del ADN (Olive et al., 1993; Gémez-Caminero et al., 2001), lo
que puede provocar la formacién de rompimientos de cadena sencilla del mismo. De la
misma manera, se ha visto que los compuestos inorganicos del arsénico, como el
arsenito, generan aductos en el ADN, que son reparados por medio de la excision de
nucleétidos (Andrew et al., 2006), dejando sitios abasicos (Roy y Saha, 2002) que son
interpretados como rompimientos de cadena sencilla; sin embargo este mecanismo esta
en controversia, pues Navoni et al. (2004), Schoen et al. (2004) y Banerjee et al. (2008)

afirman que el As no es capaz de generar aductos.
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También se sabe que el As actia como agente alquilante, es decir sustituye un
grupo carboxilo por un grupo alquilo en las bases del ADN; puede ser que el As
incorpore uno o dos grupos alquilo en la base, formando aductos, o que incorpore un
grupo alquilo que una a dos bases entre si, generando cruzamientos intra e intercadena
(Gichner et al., 2000; Andrew et al., 2006); como agente intercalante, formando enlaces
covalentes con el ADN y provocando cruzamientos intercadena, que resultan en
rompimientos en la cadena sencilla (Moore et al., 1996; Thomas et al., 2004).
Relacionado con los procesos antes mencionados, el As provoca la oxidacion de
algunas enzimas de reparacién del ADN, como la glicosilasa, APE-1 endonucleasa, ARN
polimerasa Il, ADN polimerasa (3 y las ligasas, pero principalmente la Poli(ADP)ribosa
polimerasa (PARP) involucrada en la reparacion por excision de bases (Basu et al.,
2001; Rossman, 2003; Guillamet et al., 2004; Schoen et al., 2004; Basu et al., 2005;
Hughes, 2006), de esta manera, el As induce una deficiencia en la reparacién de los
rompimientos de cadena sencilla del ADN y favorece la formacién de sitios retardados
de reparacion, que también son detectados con el Ensayo cometa (Sordo et al., 2001,
Meza et al., 2004).

Recientemente, se han comenzado a estudiar las alteraciones epigenéticas que
este metaloide puede ocasionar. Aunque son muy pocas las evidencias encontradas, se
dice que, debido a que el metabolismo del As y la metilacion del ADN comparten
procesos como el realizado por la S-adenosilmetionina (SAM), el As demanda, casi en
su totalidad, el consumo de la SAM, por lo que ésta se produce en exceso y se acumula,
provocando una hipermetilacion en ciertas regiones del ADN y silenciando genes como

p53 (Basu et al., 2005; Hughes, 2006), y dado que p53 esta involucrado en la reparacion
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(Rossman, 2003), se pueden estar generando y acumulando dafios como los

rompimientos de cadena sencilla.

7.5 Influencia del estilo de vida en los resultados obtenidos con el Ensayo cometa
En el caso de la poblacién control, no se encontré efecto por la edad, consumo de
alcohol o consumo de tabaco en los niveles de dafio al ADN obtenidos.

Para la poblacion expuesta, no se observd un efecto significativo por la edad o
consumo de tabaco, lo que puede deberse a que, si bien es cierto que conforme avanza
la edad disminuyen los mecanismos de reparacién y mantenimiento del ADN, también
es cierto que la susceptibilidad individual participa, por lo que individuos de diferentes
edades pueden presentar los mismos niveles de dafio genotdxico y viceversa, y esto
esta condicionado, entre otras causas, por el metabolismo, la dieta y la actividad fisica,
tal como lo mencionan Bolukbas et al. (2006) y Chen et al. (2007); ademas, la cantidad
de tabaco que consumen estos individuos es pequefia (de uno a tres cigarrillos por dia)
y solamente en individuos donde los niveles de consumo de éste son elevados (de dos a
tres cajetillas por dia) se han observado influencias en el nivel de dafio genotoxico (King
et al., 1997; Pitarque et al., 1999; Hyland et al., 2002; Hoffman et al., 2005; Fracasso et
al., 2006).

Por otro lado, se registré un efecto significativo (Fs 14=5.391, p<0.05) del consumo
de alcohol en los niveles de dafio al ADN encontrados en los individuos de la poblacién
expuesta, resultado que concuerda con los obtenidos en otros estudios (Navasumrit et
al., 2000; Pdschl et al., 2004; Ishikawa et al., 2007). Esto podria ser atribuido a que el

alcohol induce la produccién de ERO’s durante su metabolismo (Pdschl et al., 2004;
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Ishikawa et al., 2007), que, como ya se menciond anteriormente, generan rompimientos
de cadena sencilla del ADN que son detectados con el ensayo cometa pH 13. Ademas,
en esta poblacién el consumo de alcohol es elevado (mayor a tres veces por semana),
por lo que sus efectos se reflejan al cuantificar los rompimientos de cadena sencilla del
ADN. Ademas de las ERO’s, Navasumrit et al. (2000) y Péschl et al. (2004), mencionan
que el dafio genotdxico observado en individuos que ingieren bebidas alcohdlicas pude
deberse a los metabolitos secundarios que genera el etanol, como el acetaldehido, y a
los niveles de las enzimas encargadas de este metabolismo, como la alcohol
deshidrogenasa-2 y acetaldehido deshidrogenasa, que son diferentes en cada individuo.
Por su parte, Ishikawa et al. (2007) afirma que, como producto de las ERO’s producidas
durante el metabolismo del alcohol, los niveles de antioxidantes como las vitaminas C y
E disminuyen, por lo que puede observarse mayor dafio genotéxico. Por otro lado, el
efecto del consumo de alcohol en el dafio genotdxico evaluado por el ensayo cometa,
se ha observado en poblaciones donde dicho consumo es elevado (mas de dos veces
por semana), tal como es el caso de la poblacion de Huautla, Morelos (Navasumrit et al.,
2000).

Estos resultados reafirman la importancia de tomar en cuenta los aspectos del
estilo de vida de cada individuo de la poblacion que se estudia para poder relacionarlos
con el dafio genotdxico, pues cada poblacion responde diferente a la exposiciéon a As en

el agua de bebida, como se puede observar en este trabajo.
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7.6 Riesgos Yy soluciones

El monitoreo humano involucra la utilizacion de biomarcadores como indicadores de
exposicion a los agentes que se encuentran en el ambiente. Por lo tanto, este monitoreo
podria llevar a la identificacion de exposiciones potencialmente peligrosas antes de que
se manifiesten efectos en la salud, que es lo que se logra con biomarcadores como el
Ensayo cometa (Rojas et al., 1999).

En este estudio se encontré6 que los individuos de la poblacion de Huautla,
Morelos se encuentran expuestos a As en el agua de bebida y que este tiene efectos
genotoxicos en linfocitos de sangre periférica de los mismos, y que hay una relacion
positiva y significativa entre el arsénico en sangre y la induccion de rompimientos de
cadena sencilla. Lo anterior propone que el As esta provocando un dafio que,
posteriormente, podria dar lugar a efectos negativos en la salud, y que los individuos
presentan mayor riesgo a desarrollar enfermedades relacionadas con el arsénico, como
dafo reproductivo, enfermedades cardiovasculares, dérmicas y neoplasias, por lo que es
necesario realizar estudios a mediano y largo plazo para evidenciar los riesgos que corre
esta poblacion.

Por todo lo anterior, se plantean varias soluciones para disminuir el riesgo de
enfermedad en esta poblacion:

1) El tratamiento del agua de bebida con métodos fisicos, como la 6smosis inversa y
nanofiltracion, que involucran la utilizacion de membranas sintéticas permeables
al metaloide (Goyer et al., 1999) y donde se logra remover hasta el 95% del As

presente (EPA, 1997). También pueden utilizarse tratamientos quimicos, donde
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minerales absorbentes de As, como la hematita y zeolita, lo capturan y facilitan su
remocion del cuerpo de agua (EPA, 1997; IMTA, 2006).

2) Los cuerpos contaminados con As pueden ser limpiados con procesos biolégicos,
es decir, puede ser utilizada la bioremediacion. El Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua (IMTA), en 2006, comenzé el desarrollo de un proceso de
remocion del arsénico de los cuerpos de agua, se ha planteado la utilizaciéon de
bacterias que sean capaces de absorber y almacenar el metaloide.

3) Cambiar la utilizacion del agua de la mina por aquella proveniente de pipas o
pozos potables.

Sin embargo, el costo de estos tratamientos es elevado y no se encuentran al
alcance de esta poblacion, por lo que se proponen otras posibles soluciones, como:

1) Como el metabolismo de este metaloide, llevado a cabo con el fin de solubilizarlo
y facilitar su excrecién, requiere del proceso de metilacion (Rossman, 2003;
Petrusevski et al., 2007; Reichard et al., 2007), puede ser que esta toxicidad se
vea reducida si se ingieren compuestos como la colina, metionina y S-
adenosilmetionina, que son donadores de grupos metilo (Hering y Chiu, 2000;
Reichard et al., 2007), aunque se debe tomar en cuenta que, la mayoria de las
veces, los compuestos metilados de este metaloide resultan mas téxicos que el
As en su forma ingerida (Rossman, 2003; Yamanaka et al., 2004; Petrusevski et
al., 2007; Vahter, 2008), por lo que, no han podido ser implementados como
terapia para las poblaciones expuestas a As. Una dieta abundante en alimentos

gue contienen antioxidantes, como los vegetales, podria disminuir el efecto
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genotoxico del As, contrarrestando las ERO’s producidas durante el metabolismo
del mismo (Goldfrank et al., 1998; Petrusevski et al., 2007).

2) Se ha propuesto la utilizacion de agentes quelantes del As, como el selenio y
compuestos ricos en grupos sulfhidrilo, por los que el As tiene gran afinidad, como
el dimercaprol, D-penicilamina y N-acetilcisteina, como tratamientos para
personas expuestas a través del agua de bebida, debido a que unen al metaloide
y lo neutralizan, disminuyendo su actividad biologica (Tintinalli et al., 1996;
Ellenhorne, 1997; Goldfrank et al., 1998). Otro de los tratamientos que se
encuentran bajo investigacion es la utilizacién de analogos del dimercaprol que
sean solubles en agua y menos toxicos que este, como el &cido 2,3-
dimercaptosuccinico y el acido dimercaptopropano sulfénico (Petrusevski et al.,
2007; Vahter, 2008).

3) Para mitigar los efectos toxicos del As, se puede reducir la absorcion del mismo,
administrando sustancias que se unan al metaloide en el tracto intestinal. Por
ejemplo, el carbon activado ha sido utilizado para este propésito, y como el As
pentavalente es un analogo del fosfato (Tintinalli et al., 1996; Ellenhorne, 1997;
Goldfrank et al., 1998), la administracion de sustancias que unen al fosfato, como
el hidroxido de aluminio (Goyer et al., 1999), podrian resultar utiles.

No obstante, todas estas propuestas siguen en prueba, por lo que se necesita
realizar mas investigaciones de este tipo para poder esclarecer una solucion adecuada

al problema de hidroarsenicismo.
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8. CONCLUSIONES

La concentracion de arsénico en el agua de bebida de la poblacion de Huautla,
Morelos, sobrepasa el LMP, por lo que esta poblacidn esta expuesta a arsénico
mediante este recurso. Esto representa un problema méas de hidroarsenicismo en

México.

La concentracion promedio de arsénico en la sangre periférica de los individuos
expuestos rebasa el limite maximo sugerido, lo cual corrobora la exposicion a este

metaloide.

Hay un efecto altamente significativo del arsénico sobre la induccién de
rompimientos de cadena sencilla del ADN en linfocitos de sangre periférica de
individuos expuestos a través del agua de bebida, comparado con los individuos

de la poblacion control.

Existe una correlacion positiva entre la concentracién de arsénico en sangre y el
nivel de dafio que presenta cada individuo de la poblacion de Huautla, Morelos, lo
gue corrobora a este biomaracador como Util y confiable para evaluar exposiciéon

al arsénico.

Se registré un efecto estadisticamente significativo del consumo de alcohol en los

niveles de dafio al ADN en los individuos de la poblacién expuesta, resultado que
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puede ser atribuido a los efectos genotoxicos del mismo y a que su consumo es

elevado en dicha poblacion.

» Existe una gran diferencia entre los niveles individuales de dafio al ADN, lo que

podria deberse a la susceptibilidad individual para el metabolismo del As.

» Este es el primer estudio que refiere contaminacion del agua de bebida por

arsénico en la zona de Huautla, Morelos y riesgo a la salud.
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9. APENDICE |

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTU DIO DE INVESTIGACION MEDICA

Titulo del Protocolo: “Estudio sobre la induccién de dafio al ADN en sangre periférica y epitelio bucal de
individuos expuestos a metales en el agua de bebida en una poblacién de Huautla, Morelos”

Investigador Principal: Bi6l. Patricia Mussali Galante / Dra. Teresa Imelda Fortoul van der Goes

Nombre del paciente:

Descripcion / Objetivo del Estudio

A usted se el esta invitando a participar en un estudio de investigacién que tiene los siguientes objetivos:
conocer si el agua de bebida que utilizan los habitantes de Huautla se ha contaminado por los jales y si
esta situacion ha ocasionado algun dafio en los linfocitos (células de la sangre) o en las células de la boca.
Antes de participar en este estudio de investigacién, debe usted comprender los riesgos y beneficios para
decidir si desea participar. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase en la libertad
de preguntar para aclarar cualquier duda que tenga respecto al estudio o al procedimiento.

Este documento contiene informacién detallada sobre el estudio de investigacién. Una vez que ha
comprendido el estudio, se le pedird que firme esta hoja de consentimiento, si es que usted desea
participar. Se le entregara una copia firmada y fechada de esta forma.

Procedimiento del estudio

En caso de aceptar su participacion en el estudio, se le realizaran algunas preguntas sobre sus
antecedentes médicos y estilo de vida, el cual tendra una duracion aproximada de 45 min. Posteriormente
se le pedira una muestra de sangre periférica (del brazo), se tomara la muestra en tubos vacutainer de 6
mL estériles. En otro dia se les pedira una muestra de raspado bucal, lo que implica raspar el cachete una
vez de cada lado, lo cual tendra una duracion de 5 segundos.

Beneficios del estudio

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha observado que los jales abandonados
al aire libre y sin control pueden representar un riesgo para la salud humana, por que contienen
compuestos que pueden ser téxicos, los cuales se pueden respirar o ingerir, por lo que es importante
saber si esto esta ocurriendo en esta poblacion.

Con este estudio usted conocera si presenta algin dato en las células que estudiemos, de haber estado
en contacto con el agua contaminada por los jales y si representa éstos, un riesgo para su salud. Por lo
gue, este estudio permitira que en un futuro puedan beneficiarse del conocimiento obtenido.

Riesgos asociados al estudio

Este estudio consta de las siguientes fases:
1.- Contestar un cuestionario el cual solo implica tiempo y no representa ningun riesgo.



2.- Tomar una muestra de sangre. Debido a que la cantidad de muestra es poca (6 mL), es dificil que se
presente algln sintoma. Aunque es poco probable, puede presentarse un pequefio hematoma (morete) en
el sitio de la toma de muestra.

3.- Tomar la muestra de epitelio bucal no implica ningun riesgo.

NOTA: Todo el material utilizado seréa estéril, por lo que no hay riesgo de algun tipo de contaminacién.

Participacién voluntaria

La participacion en este estudio es voluntaria y por tanto puede usted decidir participar o no en esta
investigacion, sin estar sujeto a alguna sancion y sin que se vea afectada la atencion médica presente y
futura.

Si usted decide participar, en cualquier momento podré cambiar de opinion y retirarse del estudio.

Pago:
Usted no recibird pago alguno por su participacion en este estudio.

Costos adicionales:
No habréa costos adicionales para usted como resultado de su participacion en este estudio. Ninguna de
las pruebas de laboratorio tendra alguin costo para usted.

Confidencialidad:
La informacién obtenida en este estudio sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

Derechos de los participantes:
Si tiene alguna duda relacionada a la investigacion mientras ésta se realiza, podra contactar a la Dra.
Teresa Imelda Fortoul van der Goes o a la Biol. Patricia Mussali Galante para que sus inquietudes sean
resueltas (56-232360 / 56-232184) en el Departamento de Biologia Celular y Tisular, Edificio A, 3er piso,
Facultad de Medicina, UNAM.
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CONSENTIMIENTO

Yo, , he leido y comprendido la informacién anterior y
mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que la
informacion obtenida en el estudio puede ser publicada o difundida con fines cientificos, sin embrago,
también entiendo que mis datos personales no seran publicados y que seran mantenidos con estricta
confidencialidad.

Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta
forma de consentimiento.

Firma del participante o representante legal Fecha
Testigo Fecha
Testigo Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o representante)

He explicado al sujeto nombrado anteriormente la naturaleza y los propdsitos de la Investigacion, le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He preguntado si tiene alguna
duda y he contestado a las preguntas en la medida de lo posible.

Firma del Investigador Fecha
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10. APENDICE Il

CUESTIONARIO APLICADO A LOS INDIVIDUOS DE LA POBLAC ION
DE AJUCHITLAN, MORELOS (POBLACION TESTIGO)

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y TISULAR, FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD
NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

“ESTUDIO SOBRE LA INDUCCION DE DANO AL ADN EN SANGRE PERIFERICA, DE INDIVIDUOS
EXPUESTOS A METALES EN EL AGUA DE BEBIDA, EN UNA POBLACION DE HUAUTLA, MORELOS”.

CLAVE
RESPONSABLES
Dra. Teresa Fortoul Van der Goes
Biol. Patricia Mussali Galante.

CUESTIONARIO PARA PARTICIPANTES

INSTRUCCIONES:

1.- Favor de leer cuidadosamente todas las preguntas y si tiene alguna duda, favor de preguntar a la
persona que le aplica el cuestionario.

2.- Favor de contestar de forma clara y con letra legible

3.- Favor de contestar las preguntas en el espacio que se le asigna.

A.- DATOS GENERALES

Nombre completo

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)
Sexo: Femenino Masculino
Edad Fecha de nacimiento / /

Dia mes afio
Peso Estatura
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Estado civil: casado soltero divorciado otro

Direccion

Teléfono casa No tengo teléfono

Escolaridad: primaria secundaria preparatoria universidad
ninguna,

Ocupacion

¢,Desde hace cuanto tiempo reside usted en el poblado de Ajuchitlan?

Menos de 5 afios Entre 5 y 10 afios entre 10 y 20 afos

afios Desde mi nacimiento hasta ahora

B.- ESTILO DE VIDA

Es usted fumador? Si No

En caso de que la respuesta haya sido (SI), favor de contestar lo siguiente:
¢Desde hace cuanto tiempo empez6 usted a fumar?

¢ Cuantos cigarros fuma al dia?

Menos de una cajetilla Una cajetilla Mas de 1 cajetilla
cajetillas
Ingiere usted bebidas alcohdlicas? Si No

En caso de que la respuesta haya sido (SI) favor de contestar lo siguiente:

Con que frecuencia ingiere bebidas alcohdlicas?
Todos los dias Dos veces por semana Una vez a la semana
mes raramente

Ha estado en contacto con algdn compuesto quimico en los Ultimos tres meses
Si No
¢,Con cuales agentes ha tenido contacto? ¢ Pesticidas?

mas de 20

Mas de dos

Una vez al

C.- CONSUMO DE AGUA.

¢,De donde toma el agua que utiliza para beber? Favor de marcar solamente una opcién con una paloma

()

1.- Utilizo agua embotellada de la tienda mas cercana.
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2.- Utilizo agua embotellada de la tienda méas cercana y algunas veces de los pozos del
pueblo de Ajuchitlan.

3.- El agua que utilizo para beber solamente proviene de los pozos de Ajucitlan.

D.- HISTORIA CLINICA
Tiene usted hijos? Si No ¢ Cuantos?

En caso de que la respuesta anterior haya sido "SI”, favor de contestar lo siguiente:
Como ha sido el desarrollo de embarazo de su pareja?

Normal Con dificultades
En caso de haber presentado alguna dificultad ¢ Cual? Favor de especificar

Ha tenido problemas para tener hijos? Si No
En caso de que la respuesta anterior haya sido”SI”, favor de contestar lo siguiente:

Desde hace cuanto tiempo ha presentado esta condicion?

Ha consultado a algiin médico? Si No

¢,Cual fue el diagnostico o la explicacion que le dio el médico acerca de esto?

Esta usted bajo algun tratamiento? Si No
Cual?
¢Alguna vez su pareja ha presentado abortos? Si No

Numero de abortos

¢Algun medico le ha dicho la razon de estos abortos? Si No
En caso de ser “SI”, favor de
especificar

E.- SALUD DE LOS HIJOS:

Considera usted que el desarrollo de sus hijos ha sido normal? Si No
¢ Que tipo de problema de salud han presentado sus
hijos?
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¢Ha acudido a algin médico? Si No

Le han dicho la raz6n por cual su hijo presenta o ha presentado este problema?

Escolaridad de los hijos:

Hijo 1.- primaria secundaria
ninguna
Hijo 2.- primaria secundaria
ninguna
Hijo 3.- primaria secundaria
ninguna
Hijo 4.- primaria secundaria
ninguna,

Dentro de su familia, sabe usted de

Canceres o tumores Si No
Diabetes Si No
Problemas de presion Si No
Azlcar en la sangre Si No
Problemas de piel Si No
Problemas de dentadura Si No

preparatoria

preparatoria

preparatoria

preparatoria

Alguna otra enfermedad la cual no se haya mencionado?

universidad

universidad

universidad

universidad

F.- ANTECEDENTES LABORALES

¢, Cudl es su trabajo actual?

Si es usted campesino o se dedica al campo, ¢cuales son los pesticidas que utiliza?

¢Cada cuanto los utiliza?

SAlguna vez trabaj6é en una mina? Si

Si la respuesta anterior es si favor de contestar lo siguiente:

¢Hace cuanto tiempo trabajo usted en una mina?

¢,Cuantos afios trabaj6 en la mina

¢ Cudl es o era el nombre de la mina?
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Durante las jornadas de trabajo, utilizaba alguna proteccion (mascaras, cubrebocas ) Si No

G.- SALUD DEL VOLUNTARIO

¢Ha sufrido de alguna enfermedad o padecimiento?

Cudl

¢Desde hace cuanto tiempo?

cToma algin  medicamento o tratamiento en este momento? @ Si No
¢Cual

¢Desde hace cuanto tiempo?

¢Se ha practicado algin examen médico que involucre radiacion, (radiografias) en los Ultimos tres
meses? Si No

H.- HABITOS ALIMENTICIOS

¢ Consume usted vegetales? Si No

De los vegetales que consume, ¢se encuentran los vegetales verdes? (Brocoli, espinacas, calabazas,
chicharos, ejotes, chayote etc..) Si No

Si su respuesta es “SI” favor de contestar lo siguiente

¢,Cada cuanto los consume? (ya sea por separado 0 en combinacién)
Muy frecuente
Algunas veces
rara vez

¢Consume usted carne, pollo, pescado? Si No

Si su respuesta es “Sl” favor de contestar lo siguiente

¢,Cada cuanto los consume? (ya sea por separado 0 en combinacién)
Muy frecuente
Algunas veces
rara vez

¢Cual es el alimento que usted cree que consume con mayor
frecuencia?
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CUESTIONARIO APLICADO A LOS INDIVIDUOS DE LA POBLAC ION
DE HUAUTLA, MORELOS (POBLACION EXPUESTA)

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR Y TISULAR, FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD
NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.

“ESTUDIO SOBRE LA INDUCCION DE DANO AL ADN EN SANGRE PERIFERICA, DE INDIVIDUOS
EXPUESTOS A METALES EN EL AGUA DE BEBIDA, EN UNA POBLACION DE HUAUTLA, MORELOS".

CLAVE
RESPONSABLES
Dra. Teresa Fortoul Van der Goes
Biol. Patricia Mussali Galante.

CUESTIONARIO PARA PARTICIPANTES

INSTRUCCIONES:

1.- Favor de leer cuidadosamente todas las preguntas y si tiene alguna duda, favor de preguntar a la
persona que le aplica el cuestionario.

2.- Favor de contestar de forma clara y con letra legible

3.- Favor de contestar las preguntas en el espacio que se le asigna.

A.- DATOS GENERALES

Nombre completo

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)
Sexo: Femenino Masculino
Edad Fecha de nacimiento / /

Dia mes afio
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Estado civil: casado soltero divorciado otro

Direccion

Teléfono casa No tengo teléfono

Escolaridad: primaria secundaria preparatoria universidad
ninguna,

Ocupacion

¢Desde hace cuanto tiempo reside usted en el poblado de Huautla?

Menos de 5 afios Entre 5 y 10 afios entre 10 y 20 afios

afios Desde mi nacimiento hasta ahora

B.- ESTILO DE VIDA

Es usted fumador? Si No

En caso de que la respuesta haya sido (SlI), favor de contestar lo siguiente:
¢Desde hace cuanto tiempo empez6 usted a fumar?

¢ Cuantos cigarros fuma al dia?

Menos de una cajetilla Una cajetilla Mas de 1 cajetilla
cajetillas
Ingiere usted bebidas alcohdlicas? Si No

En caso de que la respuesta haya sido (SI) favor de contestar lo siguiente:

Con que frecuencia ingiere bebidas alcohdlicas?
Todos los dias Dos veces por semana Una vez a la semana
mes raramente

Ha estado en contacto con algdn compuesto quimico en los Ultimos tres meses
Si No
¢, Con cuales agentes ha tenido contacto?

mas de 20

Mas de dos

Una vez al

C.- CONSUMO DE AGUA.

¢,De donde toma el agua que utiliza para beber? Favor de marcar solamente una opcién con una paloma

()

1.- Utilizo agua embotellada de la tienda mas cercana.
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2.- Utilizo agua embotellada de la tienda mas cercana y algunas veces del depésito del
pueblo de Huautla.

3.- El agua que utilizo para beber solamente proviene del depdsito del pueblo de Huautla.
Si usted eligié la opcion 3, favor de contestar lo siguiente:

¢ Sabe usted de donde proviene el agua del depésito? Si No
¢ Esta agua proviene de la mina PAJARO VERDE? Si No

¢Desde hace cuanto tiempo usted utiliza esta agua para beber?

¢ Para que otros fines utiliza esta agua?

D.- HISTORIA CLINICA
Tiene usted hijos? Si No ¢ Cuantos?

En caso de que la respuesta anterior haya sido”SI”, favor de contestar lo siguiente:
Como ha sido el desarrollo de embarazo de su pareja?

Normal Con dificultades
En caso de haber presentado alguna dificultad ¢ Cual? Favor de especificar

Ha tenido problemas para tener hijos? Si No
En caso de que la respuesta anterior haya sido”SI”, favor de contestar lo siguiente:

Desde hace cuanto tiempo ha presentado esta condicion?

Ha consultado a algiin médico? Si No

¢,Cual fue el diagnostico o la explicacion que le dio el médico acerca de esto?

Esta usted bajo algun tratamiento? Si No
Cual?
¢Alguna vez su pareja ha presentado abortos? Si No

Numero de abortos

¢Algan medico le ha dicho la razon de estos abortos? Si No
En caso de ser “SI”, favor de
especificar
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E.- SALUD DE LOS HIJOS:

Considera usted que el desarrollo de sus hijos ha sido normal? Si No

¢ Que tipo de problema de salud han presentado sus
hijos?

¢Ha acudido a algin médico? Si No

Le han dicho la raz6n por cual su hijo presenta o ha presentado este problema?
Escolaridad de los hijos:

Hijo 1.- primaria secundaria preparatoria universidad
ninguna,

Hijo 2.- primaria secundaria preparatoria universidad
ninguna,

Hijo 3.- primaria secundaria preparatoria universidad
ninguna,

Hijo 4.- primaria secundaria preparatoria universidad
ninguna

Dentro de su familia, sabe usted de

Canceres o tumores Si No

Diabetes Si No

Problemas de presion Si No

Azlcar en la sangre Si No

Problemas de piel Si No

Problemas de dentadura Si No

Alguna otra enfermedad la cual no se haya mencionado?

F.- ANTECEDENTES LABORALES

¢ Trabajo usted en la mina “PAJARO VERDE"? Si No

Si su respuesta es “Sl”, favor de contestar lo siguiente:

¢,Cuanto tiempo trabajo usted en la mina? (afios)

¢ Cuanto duraba su jornada de trabajo? (horas)

¢JUtilizaba usted alguna  proteccibn  (mascaras, guantes, etc.) durante su jornada

laboral?
¢Desde hace cuanto tiempo dejo de trabajar en la mina?
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¢Cual es su empleo
actual?

G.- SALUD DEL VOLUNTARIO

¢Ha sufrido de alguna enfermedad o padecimiento?

¢Cual

¢Desde hace cuanto tiempo?

sToma algln  medicamento o tratamiento en este momento?  Si No
Cuadl

¢Desde hace cuanto tiempo?

¢Se ha practicado algin examen médico que involucre radiacion, (radiografias) en los Ultimos tres
meses? Si No

H.- HABITOS ALIMENTICIOS

¢ Consume usted vegetales? Si No

De los vegetales que consume, ¢se encuentran los vegetales verdes? (Brocoli, espinacas, calabazas,
chicharos, ejotes, chayote etc..) Si No

Si su respuesta es “Sl” favor de contestar lo siguiente

¢Cada cuanto los consume? (ya sea por separado 0 en combinacién)
Muy frecuente
Algunas veces
rara vez

¢Consume usted carne, pollo, pescado? Si No

Si su respuesta es “SI” favor de contestar lo siguiente

¢,Cada cuanto los consume? (ya sea por separado 0 en combinacién)
Muy frecuente
Algunas veces
rara vez

¢Cual es el alimento que usted cree que consume con mayor
frecuencia?
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