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Resumen

Reyna-Rosas, E. 2009. Evaluacion de los cambios nucleares en el epitelio bucal de los
individuos expuestos a metales en el agua de bebida en Huautla, Morelos. Tesis de
Licenciatura. Universidad Nacional Autonoma de México.

La industria minera representa una de las mayores fuentes econdmicas tanto a nivel
mundial como nacional aportando cerca del 0.9% del PIB mundialmente. Sin embargo la
obtencion de metales trae consigo una gran cantidad de desechos, representando para
Meéxico el 65% del total de los desechos industriales producidos. Estos desechos son
fuente de contaminacion de suelo, aire y agua por el deposito de metales en ellos. De
manera particular, la ingesta de esta agua contaminada por metales entre ellos el arsénico,
puede ocasionar distintas alteraciones celulares, por lo que existen diversas técnicas para
evaluar este tipo de dafo, entre ellas se encuentra el analisis de micronticleos y cambios
nucleares en el epitelio bucal, el cual es considerado como un biomarcador de dafio
temprano.

El presente trabajo se realizd en los poblados de Huautla y Ajuchitlan, ambos
pertenecientes al municipio de Tlaquiltenango dentro del estado de Morelos, México.
Lugar minero hasta la década de los 90" y donde se generaron grandes cuerpos de jales,
por lo que los objetivos del estudio fueron evaluar las concentraciones de metales en agua
de bebida y sangre periférica asi como el andlisis de los cambios nucleares presentes en el
epitelio bucal de los grupos expuesto y control, por causa de la ingesta de agua
contaminada por metales.

El Unico metal analizado que rebas6 los niveles permitidos(NOM-127-SSA1-1994), fue
el arsénico en el grupo expuesto, reportando cantidades que rebasan hasta nueve veces los
limites permisibles por la misma norma y hasta 22 veces las normas internacionales como
la EPA (2004) y ATSDR (2005). Sin embargo para los demds metales analizados,
ninguno rebaso los niveles permitidos tanto en el grupo expuesto como en el control. Lo
mismo sucedi6 en las muestras de sangre ya que so6lo el arsénico (As) en el grupo
expuesto estuvo por arriba de los limites permisibles. Con respecto a los cambios
nucleares, se analizaron células binucleadas, cariorrexis, picnosis, yemas nucleares y
microntcleos. Siendo sélo el cambio de cariorrexis en el que no se presentan diferencias
estadisticamente significativas.

Los resultados reportados en este estudio revelan una grave problematica de
contaminacion del agua por causa del As en el poblado de Huautla, Morelos, ademas de
estar ocasionando distintas alteraciones nucleares en el epitelio bucal de los mismos
pobladores. Lo cual, pudiera hacer a los individuos de Huautla mas susceptibles a
desarrollar enfermedades relacionadas con una alta frecuencia de micronucleos y cambios
nucleares. Por lo que, el presente estudio es importante debido a que es el primero de este
tipo en esta zona.



. INTRODUCCION

1.1. Mineria

La mineria es una actividad importante para la economia de muchos paises como
Tailandia, Zimbabwe, Estados Unidos, Canadé, Australia, India y México entre otros,
representando hasta el 0.9% del Producto Interno Bruto (MPC 2003). En particular para
México, esta actividad se ha desarrollado formalmente desde el siglo XVIII y
actualmente este sector es el primer lugar en inversion a exploracion minerometalurgico
a nivel latinoamericano (Gobierno de México 2008). Cabe mencionar que la mineria
consume cerca de un décimo de la energia total utilizada en el mundo y los deshechos
producidos por ésta actividad, son mayores que los producidos por cualquier otra
industria, siendo para México productora del 65% del total de los residuos industriales
producidos (Mejia et al. 1999, Cortinas de Nava 2006).

La mineria se puede realizar a cielo abierto o subterranea, se caracteriza por
procesos de extraccion simples o complejos que utilizan soluciones capaces de separar
los metales deseados de los sedimentos extraidos, esto genera residuos que son conocidos
como jales o colas, producto de la mezcla de reactivos quimicos con las rocas que
contienen a los minerales (Cruz et al. 2004, Gutiérrez y Moreno 2005).

Los residuos obtenidos, pueden encontrarse como lodos liquidos o material fino
que se asemeja a suelos. Son depositados en contenedores propios para estos compuestos
o en su defecto, en las inmediaciones de las minas y plantas de beneficio, en muchos de

los casos sin medidas de seguridad, provocando la contaminacion de los recursos



naturales como aire, suelo y agua (Mejia et al. 1999, Carrizales et al. 2004, Cruz €t al.

2004, Cortinas de Nava 20006).

1.2. Contaminacion de agua por actividad minera

La contaminacion de cuerpos de agua por la actividad minera, se debe a la mezcla entre
residuos provenientes de la obtencion de metales y el agua. La unién entre estos
elementos puede darse por arrastre y transporte de los desechos mineros por parte de la
accion fluvial, provocando que se generen depositos en cuerpos de agua. La toxicidad y
especiacion (interaccion de los metales con los elementos quimicos del agua) va a
depender de las caracteristicas del metal y el agua (Razo et al. 2004). Por ejemplo si se
sitian en aguas suaves o duras (determinados por la cantidad de iones de calcio y
magnesio) van a modificar las unidades de pH y alcalinidad del agua, por lo tanto
intervienen en la biodisponibilidad (facilidad de absorber el metal por un organismo) de
los metales (Camacho y Gamboa 2003). Entre los desechos mineros, los metales pesados
son considerados los mas peligrosos y toxicos para la salud, debido a su persistencia en
el ambiente y donde su densidad llega a ser cinco veces mayor que el agua donde son
contenidos (Camacho y Gamboa 2003). Los metales con mayor presencia en aguas
contaminadas son mercurio (Hg), plomo (Pb), cromo (Cr), niquel (Ni), cadmio (Cd),
cobalto (Co), cobre (Cu) y zinc(Zn) ademas de encontrar metaloides como el arsénico
(As). Su toxicidad es mayor en aguas suaves que en aguas duras debido a su

biodisponibilidad (Camacho y Gamboa 2003).



10

Otro aspecto a considerar del acarreo de metales por efecto fluvial, es la
formacion de drenaje acido, debido a los sulfuros contenidos en los jales, los cuales se
convierten en elementos potencialmente toéxicos (EPTs). Estos componentes son una de
las principales causas de la contaminacion de cuerpos de agua (Mejia et al. 1999,
Carrizales et al. 2004, Razo et al. 2004, Gutiérrez y Moreno 2005, Cortinas de Nava
2006).

Asi mismo, las propiedades que contienen los drenajes 4cidos se deben al pH
acido y a los aniones de sulfuro y carbonato que presentan los metales. Sin embargo, en
muchos casos, la oxidacion de los sulfuros no provoca drenaje acido, debido a que esto
ocurre por el balance de los minerales productores de acidos (sulfuros) y los minerales
consumidores del acido (carbonatos, hidroxidos y feldespatos) como neutralizadores
(Cruz et al. 2004).

El mecanismo antes mencionado, puede estar ocurriendo en distintos cuerpos de
agua, como son: a) aquellos en contacto directo con las minas activas, b) tanques de
almacenamiento de agua fluvial, ¢) canales de agua provenientes de minas y d) pozos por
donde esté circulando el agua.

Otro aspecto que influye en la concentracion y tipo de metales en agua
contaminada por desechos, es el tipo de mina con la que se tenga contacto (primero, si es
de origen subterranea o superficial, y segundo el tipo de técnicas que se utilicen para la
recuperacion de los productos finales de estas minas) ademas de que prevalecera la
contaminacion de cuerpos de agua por metales como cadmio, cobre, plomo, zinc y

arsénico (Cortinas de Nava 2006).
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Uno de los metales mas estudiados por sus impactos ecoldgicos (contaminacion
de suelos de cultivos, absorcion por plantas y la disolucion en cuerpos de agua) y dafio a
la salud por exposicion al agua de bebida es el arsénico (Cooper y Gillespie 2001,
Carrizales et al. 2004, Florea 2004, Andrew et al. 2006), el cual se describe a
continuacion.

1.2.1. Arsénico:

El arsénico es un metaloide con una valencia que puede ir desde -3, hasta +5, su masa
atomica es de 74,922, entalpia de evaporacion de 34,76kJ/mol, punto de fusion de 817 y
punto de ebullicion de 887 °K. Las propiedades antes mencionadas le impiden a este
metaloide ser destruido de la naturaleza, por lo que, solo es transformado en distintas
isoformas (e.g. As V y As IIl) o separado de particulas con las que interactuaba
originalmente (Salnikow y Zhitkovich 2008).

Otra via en que el As puede ser depositado en el agua, es a través de la disolucion
de las rocas de origen sulftrico, actividad volcdnica e industrias quimicas (e.g.
produccion de vidrio, semiconductores y fundicion de metales) (ATSDR 2005, Vahter
2008).

En depositos de agua bien oxigenadas, el As se localiza superficialmente,
encontrando principalmente arsénico V, que es la especie mas frecuente. De manera
contrastante, el As III es la forma predominante en lugares poco oxigenados, como en
sedimentos de lagos profundos o en agua subterranea, donde las condiciones son
reductoras. Otra caracteristica del As, es que en condiciones de pH 4cidos las
concentraciones encontradas del metaloide disuelto son mayores que aquellas

encontradas en aguas con condiciones basicas (Razo et al. 2004, Salnikow et al. 2008).
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Las concentraciones de arsénico en agua se dan de la siguiente manera: en las de
origen natural (e.g. lagos y mares), las valores van de 0.001 a 0.002 pg/ml; en areas con
actividad volcanica o depodsitos de minerales sulthidricos, las concentraciones se
presentan en rangos de hasta 12 pg/ml, al igual que en donde existe contaminacion por
fuentes antropogénicas, como la actividad minera, industrial o agricola (debido a que
algunos de los fertilizantes contienen arsénico), se han reportado concentraciones que

van desde 0.5ug/ml a 25pg/ml (ATSDR 2005).

Los desechos mineros son factores importantes para la contaminacion de los
cuerpos de agua (e.g. la arsenopirita). Sin embargo hay que considerar que la movilidad
del arsénico no estd determinada por el pH, ya que los intervalos de estos compuestos

pueden ir de 1-12, lo que los puede hacer estables una vez en el agua (Razo et al. 2004).

A continuacion se describen estudios de contaminacion de agua por As: Vuyyuri
et al. (2006) evalud la contaminacion de agua por As de forma industrial en el poblado de
Hyderabad, India. El recurso es ocupado para ingesta, usos agricolas y domésticos. El
autor reporta valores que rebasan de 2-200 veces la norma permitida por la EPA (2004)
de 0.010pg/ml.

De la misma manera podemos mencionar otros casos con una problematica
similar, uno de ellos es Taiwan, donde se han encontrado cantidades en el agua de bebida
que rebasan los niveles permitidos (0.17-0.80png/ml) con intervalos de 0.17-0.80 pg/ml en

distintos poblados como Putai , Peimen entre otros(ATSDR 2005).



13

Chile, es uno mas de los paises que presenta poblados (Calama, San Pedro de
Atacama, Toconao) con elevadas cantidades de Arsénico en agua de bebida que oscilan
entre 0.6-0.8pug/ml (Martinez 2004). Tondel (1999) encontr6 altas concentraciones de
arsénico (0.01-2.04 pg/ml )en el agua de bebida en distintas poblaciones de Bangladesh
como Faridpur, Jessore, Narayongong y Nawabgong.

En nuestro pais también se registran casos de contaminacién por As (siendo
importante resaltar que se encuentra dentro de los cuatro primeros paises que se dedican a
exportar Arsénico al mundo) (ATSDR 2005), aunque la principal causa de contaminacién
de agua por As en México es ocasionada por fuentes naturales (Blas 1995, Gonsebatt et
al. 1997, Razo et al. 2004)

En cuanto a los multiples casos que se presentan en México podemos citar el caso
de la Comarca Lagunera, Coahuila, donde se encontraron cantidades muy altas de As en
agua de bebida (0.420pg/ml) que sobrepasan los niveles permitidos por NOM-127-SSA1-
1994 que son de 0.025pg/ml (Blas 1995). En Hermosillo, Sonora, se han encontrado
concentraciones de arsénico en cuerpos de agua que sirven para ingesta y usos personales
registrando cantidades que rebasan hasta 100 veces la norma mexicana (2.839ug/ml de
arsénico en agua) (Pefia y Garcia 2006). En Villa de la Paz-Matehuala, San Luis Potosi,
de igual manera se encontraron pozos contaminados de uso comun por diversos metales,
entre ellos el arsénico (4.80-7pg/ml) (Monroy 2002). Aunado a esto, otro estudio en Villa
de la Paz reporta valores de arsénico en tanques de almacenamiento de agua de
0.256pg/ml rebasando mas de 10 veces la norma mexicana (Razo et al. 2004, Carrizales

et al. 2004).
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Asi, mas de dos millones de individuos de los estados de Chihuahua, Coahuila,
Durango, Hidalgo, Nuevo Leon, Puebla, San Luis Potosi y Morelos se encuentran

expuestos a agua contaminada con Arsénico y otros metales (CONAGUA 2005).

1.3. El caso de Huautla, Morelos

Huautla se encuentra en el municipio de Tlaquiltenango dentro de la Reserva de la
Biosfera Sierra de Huautla (decretado como tal en 1999 por la SEMARNAP) (Dorado et
al. 2005). Ha representado para el municipio, una de las comunidades mas importantes
debido a la explotacion minera (SEMARNAT 2004, Dorado et al. 2005).

La mineria en la zona de Huautla data aproximadamente de 1580, donde se
empezaron a explotar principalmente recursos minerales para la extraccion de plata (H.
Ayuntamiento Constitucional de Tlaquiltenango Morelos 2003).

En esta region se encuentra la mina “Pajaro Verde”, la cual explotaba yacimientos
metaliferos principalmente de plata, zinc, galena, plomo, cobre y oro. Particularmente fue
importante por el procesamiento de minerales azufrados de plata y plomo. Esta mina
junto con otras presentes en esta region (San Francisco, Plomosa, Animas entre otras),
produjeron alrededor de 780 mil toneladas de residuos. Los principales contaminantes de
estos desechos son el plomo y el arsénico, ademas de otros materiales no procesados que
llevan cadmio, cromo, niquel y manganeso (SEMARNAP 2000).

Actualmente se han detectado dos jales en la zona, los cuales se depositaron en las
inmediaciones de las minas, el jal mas grande o principal se encuentra localizado a 500
metros del poblado de Huautla y el secundario o més pequefio a un kildmetro

(SEMARNAT 2004), con niveles altos de plomo (2297mg/kg), cadmio (10mg/kg) y
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arsénico (139mg/kg), estos jales a su vez, se encuentran cerca del cuerpo de agua Arroyo
Chico, el cual es utilizado principalmente para la agricultura (H. Ayuntamiento
Constitucional de Tlaquiltenango Morelos 2003, SEMARNAT 2004). Cabe destacar que
el arsénico y el plomo encontrados en estos jales, se encuentran por arriba de los niveles
permitidos por la PROFEPA (1998) (20mg/kg de arsénico en zonas residenciales y
40mg/kg en zonas industriales y para el plomo es de 200mgkg y 1500mg/kg
respectivamente) (SEMARNAT 2004).

Asimismo, los jales se encuentran depositados al aire libre sin las condiciones
adecuadas para su manejo y resguardo (SEMARNAT 2004). Por otro lado, dentro de la
mina abandonada “Péjaro Verde”, existe un cuerpo de agua que ha servido para abastecer
al pueblo con este servicio, el cual, solo es distribuido por medio de una tuberia de la
mina a un depdsito comun, donde es almacenado y distribuido a la mayoria de los
pobladores de Huautla (Dorado et al. 2005, H. Ayuntamiento Constitucional de

Tlalquintenango Morelos 2003).

1.4. Contaminacion de cuer pos de agua por ar sénico

Alrededor del todo el mundo se encuentran lugares con distintos cuerpos de agua
contaminados por As, los cuales son utilizados para consumo humano, usos personales,
riego de sembradios, entre otros. Afectando a miles de personas, siendo reportadas
50,000,000 de personas en Bangladesh, 1000,000 en la India, 437,000 en Chile y 400,000
en México, entre algunos de los paises con mayor incidencia, por lo que actualmente es

considerado un problema de salud ptblica (ATSDR 2005).
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En algunos de estos paises se han encontrado cantidades de As en agua de bebida
que suelen rebasar los niveles permitidos por la EPA (Enviromental Protection Agency,
2004) (0.005-0.020pg/ml ) y la WHO (World Health Organization, 2001) (0.01pug/ml).
En EUA, se han reportado concentraciones de 1.312ug/ml (Warner et al. 1994), en
Bangladesh las concentraciones van de <0.01pg/ml a 2.04pg/ml (Tondel et al. 1999), en
Chile se reportaron concentraciones de 0.750ug/ml (Martinez et al. 2004), en la India los
valores encontrados son de hasta 247ug/ml (Basu et al. 2005), en México también se han
documentado distintos estados con altas concentraciones de As en agua de bebida, como
en la region de la Comarca Lagunera con 0.408pug/ml (Gonsebatt et al. 1997), en Sonora
0.305ug/ml  (Wyatt et al. 1998) Por su parte, en Villa de la Paz-Matehuala, San Luis
Potosi se reportan cantidades de 0.265ug/ml, 4.8ug/ml y 7ug/ml de As (Monroy et al.
2002), y en Torredn dentro de la region lagunera con 0.027ug/ml de As en agua (Méndez
et al. 2008), los cuales rebasan los niveles permitidos por la norma mexicana, la cual

establece 0.025pg/ml (NOM-127-SSA1-1994).

1.5 Efectosala salud por consumo de agua con ar sénico

La ingesta de agua contaminada por As es un problema a nivel mundial, provocando
efectos sobre la salud, estos efectos se mencionan a continuacion.

Pueden presentarse efectos a nivel gastrointestinal provocando inflamacion
intestinal, necrosis de la mucosa, hemorragias internas o diarrea con sangre. A nivel
cardiovascular se pueden presentar cardiomiopatias que resultan en un shock cardiaco,

padecer cambios vasculares que provoquen gangrenas o muertes ocasionadas por
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enfermedades cardiovasculares, como la enfermedad vascular periférica (PVD) también
llamada enfermedad del pie negro, endémica de la India (Chang et al. 2004). Una de las
manifestaciones mas recurrentes son las lesiones en la piel (cambios de pigmentacion en
partes del cuerpo sin exposicion, hiper e hipopigmentacion y queratosis), las cuales se
han observado en relacion con la dosis ingerida (Tondel et al. 1999). También se ha
encontrado la enfermedad de Bowen (carcinoma epidermoide) en paises como la India
(Gosh et al. 2006).

Ademas, puede provocar anemia, fibrosis de higado, enfermedades pulmonares
cronicas, lesiones ulcerativas y gangrena en los dedos de los pies (Basu et al. 2004 2005)
y ser fuertemente asociado en la formacion de diversos canceres principalmente cancer de

pulmoén o de piel (Warner et al. 1994).

1.6. Arsénicoy genotoxicidad en humanos
Los distintos padecimientos provocados por el arsénico tienen que ver con la capacidad
de éste de actuar como agente genotoxico, ya que el arsénico inorganico es clasificado
como clastogénico, debido a que es capaz de producir dafios cromosdémicos
como: aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas y micronuicleos
en distintos tipos celulares (ATSDR 2005).

El arsénico puede estar generando dafio al ADN de dos maneras, directa e
indirecta.
1.6.1. Dafio al ADN de forma indirecta
1.6.1.1. La creacion de especies reactivas de oxigeno (EROS), es la principal forma de

causar genotoxicidad de forma indirecta, por parte de los metabolitos del As (acido metil-
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arsonico (MMAYV), acido metil-arsenoso (MMALIII), acido dimetil-arsénico (DMAV) y
acido dimetil-arsenoso (DMAIII)), las cuales van a interactuar con la cadena de DNA
provocando rompimiento de las cadenas a través de la oxidacion de las bases, por lo que
al ser eliminadas las bases dafiadas se pueden producir rompimientos del DNA, ademas
de que las EROS son capaces de inhibir enzimas (DNA polimerasa beta (DNA polf), AP
endonucleasa (APE1), poli (ADP ribosa) polimerasa- 1 (PARP)) implicadas en los
procesos de reparacion generando mas dafios al DNA (Sykora et al. 2007, Zhang et al.
2007).

Aunado a esto, se ha demostrado que las especies de arsénico que se encuentran
mayormente metiladas (MMAYV, DMAV, MMAIIl y DMAIII ordenadas de acuerdo al
dafio provocado al DNA) son mas reactivas y téxicas, ya que estos compuestos son
menos estables y facilmente pueden reaccionar con el oxigeno y generar EROS que
posteriormente provoquen el dafio al DNA (Andrewes et al. 2003).

Las enzimas implicadas en el proceso de reparacion por eliminacion de bases
(BER) es uno de los blancos que ataca el arsénico por medio de EROS, mencionandose a
continuacion dos de ellas. La DNA polimerasa beta (DNA polf) es una de las principales
enzimas en los procesos de BER, debido a su participacion en la sintesis e incorporacion
de nucledtidos a las cadenas dafiadas del DNA, otra enzima de gran importancia es la AP
endonucleasa (APEI) por colaborar en la extraccion de las bases dafiadas, ademas de
funcionar como un factor redox en respuesta a estrés oxidativo, por lo que la generacion
de EROS afecta la actividad de esta enzima (Sykora et al. 2007).
1.6.1.2. La unién de arsénico con los grupos sulfhidrilos (-SH) de las proteinas y

enzimas implicadas en los procesos de reparacion incluyendo las de BER, es igualmente
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importante en la generacion de dafios al ADN como los provocados por las EROS,
debido a que el As presenta una gran afinidad por estos grupos y la elevada presencia de
grupos —SH en las proteinas en general, hacen de esta unién un aspecto importante para
el dano al DNA (Li et al. 1999, Hughes 2006, Yi et al. 2007, Zhang et al. 2007, Vahter
et al. 2008).

1.6.1.3. La poli (ADP ribosa) polimerasa-1, es una enzima nuclear que cataliza el ataque
covalente de largas cadenas de poli-ADP ribosa con NAD, de gran importancia debido a
que facilita la reparacion de DNA en respuesta a dafio gendmico percibido por la enzima.
Sin embargo, la sobreexpresion de la PARP altera las reservas de NAD (precursor de
ATP) provocando muerte celular por deficiencia energética. El arsénico puede sobre
expresarla y afectarla a través de la generacion de EROS, debido a que la activacion de
PARP, es dependiente de estas moléculas (Kang et al. 2004, Park et al. 2007). Por otra
parte, el arsenito (AslIl) al presentar gran afinidad por grupos sulthidrilos (también
llamados dedos de zinc de las proteinas) adquiere, especificamente, afinidad por la PARP
en sus dos dedos de zinc (Cys3, Hisl) que son utilizados para el reconocimiento de
rupturas en las cadenas de DNA, lo que deja una menor actividad de la proteina (Hartwig
2002).

1.6.1.4. El Aspuede dafiar al citoesqueleto, en particular es modificador de microtibulos
al inhibir la actividad enzimatica de las tubulinas (alfa y beta), ya que los polimeros de
tubulina son inhibidos por la interaccion del As con sus grupos sulfhidrilos ocasionando
incapacidad para su correcto funcionamiento y ensamblaje de los microtubulos, ademas
de consumir GTP, necesario para la formacion de microtubulos. EIl arsénico,

especificamente no desestabiliza la tubulina ya formada, sino que inhibe la tubulina libre
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que esta por formar nuevos microtubulos, ocasionando que durante el proceso de division
mitdtica la segregacion cromosOmica ocurra de una manera errénea y se origine
inestabilidad genética (Li et al. 1999, Carré et al. 2002).

1.6.1.5. Dafio en la expresion genética como son XRCC1, MGMT y hMSH2 genes que
estan implicados en la regulacion de los procesos de reparacion de rompimientos de
cadena simple y reparacion por eliminacion de bases, ya que estos procesos cumplen la
funcion de corregir los dafios ocasionados al DNA por agentes alquilantes y radiacion

ionizante (Zhang et al. 2007).

1.6.2. Dafio al DNA de forma directa.

La segunda forma que tiene el arsénico de dafiar al DNA es de forma directa.

1.6.2.1. Formacion de aductos por la unién al DNA (Bau et al. 2002, Kligerman et al.
2003). Esto principalmente en el Nitrogeno 7 y Oxigeno 6 de la guanina, ademas de
generar intercalacion con el DNA, intercruzamientos (unién con ambas cadenas) o
intracruzamientos (unién en un punto de la cadena) que provocan una modificacion
estérica para la sintesis del DNA (Mussali 2001).

1.6.2.2. Alquilacion del DNA al formar enlaces covalentes entre los grupos alquilos del

arsénico y las bases nitrogenadas de éste (Florez et al. 1997).

1.7. Pruebasde genotoxicidad

Los dafios mencionados anteriormente por parte del As que se generan en el ADN

pueden ser evaluados por distintas técnicas para medir genotoxicidad.
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1.7.1. Prueba de Ames. Se basa en la utilizacion de cepas mutantes de la bacteria
Salmonella tiphimurium. Esta cepa es incapaz de sintetizar histidina por si misma, por lo
que necesita de un medio de cultivo con este aminoacido. Los agentes quimicos
administrados son capaces de provocar mutaciones que permitan el sintetizar “de novo”
histidina y crecer. Mostrando a mayor cantidad de colonias un mayor potencial

mutagénico del agente quimico (Sherman et al. 1992, OECD 2005)

1.7.2. Aberraciones cromosomicas. Es una técnica capaz de revelar dafio citogenético a
causa de un agente quimico o radiaciones ionizantes por medio de la identificacion de
cambios estructurales o numéricos en los cromosomas (Arboleda et al. 2004, OECD
2005). Es ampliamente utilizada para el estudio de poblaciones expuestas a agentes
genotoxicos que puedan causar mutaciones. Es ampliamente recomendada por
asociaciones como la Environmental Protection Agency (EPA) para biomonitoreo de

poblaciones humanas (Arboleda et al. 2004).

1.7.3. Intercambio de croméatidas hermanas. Esta técnica es capaz de detectar
rompimientos, re-uniones de ambas cadenas del ADN en las cromatidas hermanas como
resultado del dafio ocasionado por agentes quimicos como metales. Al igual que las
técnicas anteriores, es un biomarcador sensible a agentes quimicos genotdxicos y

biomonitoreo de poblaciones humanas (EPA 1996).

1.7.4. Electroforesis de células Unicas en gel. Es una herramienta en estudios de
reparacion de DNA, biomonitoreo de poblaciones y pruebas de genotoxicidad a partir de
dafios provocados por agentes quimicos o radiacion (Olive y Banath 1993, Ross et al.

1995, Mussali et al. 2005). Permite detectar rompimiento de doble cadena del DNA o en
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el caso de condiciones alcalinas se pueden detectar rompimientos de cadena sencilla y

sitios sensibles al alcali (Wojewddzka et al. 2002, Razo et al. 2004, Mussali et al. 2005).

1.7.5. Técnica de micronucleos. Es ampliamente utilizada para pruebas de genotoxicidad
y actualmente ha cobrado un gran auge debido a su sensibilidad para detectar sustancias
clastogenas. Es recomendada por organizaciones como la EPA 1998, Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD 1997) y la Food and Drug
Administration (FDA) 2000 para evaluar genotoxicidad, y biomonitoreo en humanos
expuestos a factores quimicos o fisicos de manera natural u ocupacional; los
micronucleos pueden ser contabilizados con facilidad y los tipos celulares utilizados para
detectar el dafio cromosdmico son variados, tales como linfocitos, fibroblastos y epitelios
como el oral, nasal o urotelial (Guzman 1997, Kirsch-Volders 2001, Pastor et al. 2002,
Montero et al. 2003, Celik y Kanik 2006). La técnica ayuda en la discriminacion si el
dafio es ocasionado por un agente clastogeno o aneugeno debido a que puede mostrar si
un micronucleo contiene un cromosoma entero o una porcion del cromosoma, de ser lo
primero se debe a un agente clastogeno y el segundo a uno aneugénico (Kirsch-Volders

2001).

Los Micronucleos son causados por agentes quimicos o fisicos, la formacion de
estos es el resultado de la fragmentacion cromosdmica, éste puede contener una porcion
del cromosoma o un cromosoma entero, se forma durante la divisidon celular en anafase,
esto provoca una disfuncion en el proceso de segregacion cromosomica, ya sea por el mal
funcionamiento de huso mitotico, la ruptura de las cadenas de DNA o al no poder ser

reparados aquellos dafios en el ADN, llevando a la formacion de un micronucleo. Esta
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porcién de ADN va a ser excluida del nucleo principal y liberada en el citoplasma,
rodeada de una membrana y localizado en las proximidades del nucleo (Warner et al.

1994, Celik et al. 2006, Yi et al. 2007).

Por otra parte, se sugiere que la formacion puede ocurrir tanto fase S o M (Sintesis
o Mitosis) del ciclo celular, ya que durante la fase de sintesis, la célula empieza a
sintetizar toda una gama de proteinas que le servirdn en las fases siguientes asi como a
duplicar su material genético, esta duplicacion se puede dar de manera incorrecta
resultando en una amplificacion génica causando un exceso de material que debe ser
eliminado, estas porciones seran liberadas al citoplasma a partir de la formacion de una

yema nuclear y finalmente un micronucleo (Lindberg et al. 2007).

1.8. Micronucleosy cambios nuclearesen células del epitelio bucal.

Una de las células mas utilizadas para evaluar microntcleos son: linfocitos de sangre
periférica, células descamadas de epitelio bucal o urotelial. Las células del epitelio bucal

fueron utilizadas en nuestro estudio ya que presentan las siguientes ventajas:

El epitelio bucal, es un tejido a estudiar ya que evidencia los dafios provocados en
la capa basal, que migran hacia la capa superficial, estos cambios son rapidamente
observados gracias a su recambio celular mencionado, por lo tanto, a diferencia de otros
epitelios, el bucal no necesita de estimulantes mitdticos para revelar los dafios
ocacionados al ADN, aunado a que mas del 92% de los canceres son de origen epitelial y
finalmente por ser el primer 6érgano en contacto con agentes quimicos por la via oral

(Vargas et al. 1995, Celik et al 2003).
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Las caracteristicas histologicas que presentan son: un epitelio de revestimiento
que se encuentra en la cavidad bucal localizado principalmente en el paladar blando, el
piso de la boca y las mejillas, es plano estratificado no queratinizado conteniendo 3 capas
principales, el estrato basal (con células poliédricas y un ntcleo esférico muy grande),
intermedio (con células de tipo poliédricas y cilindricas con un nicleo de menor medida)
y superior (células aplanadas con un nticleo alargado llegando a encontrarse en la parte
mas superficial células sin ntcleo ya muertas). Durante su formacion, las células
germinativas que se encuentran en el estrato basal, se van diferenciando y proliferando,
para posteriormente avanzar a los estratos superiores e ir remplazando a las células
muertas. Este recambio es de rdpida duracion y se da aproximadamente en 25 dias

(Guzman 1997, Estrada et al. 2002).

Aunado a la técnica de micronucleos, se pueden analizar distintos cambios
nucleares que se presentan como respuesta a una alteracion citotoéxica o genotoxica

provocadas por la exposicion oral a metales (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Cambios nucleares en células de epitelio bucal. Modificado de Thomas et al. 2007.

Binucleacion

Cariorrexis

Picnosis

Y ema nuclear

Micronucleo

Presentan dos nucleos por célula y
se encuentran cercanos. Ambas
células tienen morfologia igual

Estas células se caracterizan por
una agregacion de cromatina,
conduciendo a la fragmentacion
del nticleo.

Son células con el nucleo
contraido, alta densidad del
material nuclear y suelen estar
muy tefiidos

El nucleo presenta  una
constriccién en un extremo. Se
forma un brote nuclear muy
cercano al nucleo y conectados.
Con las mismas propiedades
tintoriales.

Presentan un ntcleo principal y
uno o mas nucleos pequefios
productos del fraccionamiento
cromosomico.

MN

Estos cambios pueden ser por efectos citotoxicos, encontrando, de manera

progresiva, células en cariorrexis y picnosis, asi como la aparicion de células binucleadas;

los dos primeros cambios son propios de necrosis, donde ocurren en procesos de pre-

queratinacion que representan respuestas a dafios celulares, que pueden ir desde la
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masticacion diaria de alimentos, hasta exposiciones a agentes quimicos. En el caso de
cambios nucleares formados por efectos genotdxicos encontramos a la formacion de
yemas nucleares y a los microntcleos. Las yemas nucleares pueden ser consideradas
como un estadio anterior a los micronucleos, aunque esta fase puede permanecer asi sin

la necesaria formacion del micronticleo (Ramirez et al. 2002).

1.9. Antecedentes

1.9.1. Exposicion oral aarsénicoy efectosa la salud

La ingesta de agua contaminada por As en poblaciones humanas puede provocar diversos
efectos sobre la salud, como son dafos a nivel gastrointestinal, cardiopatias, anemias,
fibrosis de higado, problemas de piel (e.g., queratosis) y desarrollar cancer de pulmén o
piel, entre otros. Asimismo, en diversas partes del mundo se han reportado casos de
hidroarsenisismo, los cuales representan una problematica en la salud humana. Algunos

de estos casos se mencionan a continuacion.

1.9.1.1. Estudiosa nivel internacional

Warner et al. (1994), analizaron un poblado de Nevada, EUA con el propdsito de evaluar
los posibles dafios genotoxicos por el As asociados a la frecuencia de micronticleos en
epitelios como son el bucal y de vejiga en dos grupos de pobladores (18 personas por
grupo). Uno de los grupos se encontraba expuesto a agua contaminada con As con
valores de 1.312pg/ml, mientras que el grupo testigo registrd valores de 0.016pg/ml. El
estudio mostré6 una mayor frecuencia de microndcleos en el epitelio de vejiga de los

individuos expuestos (2.79MN/1000 células) con respecto a los testigos (1.57MN/1000
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células), indicando diferencias estadisticamente significativas entre los grupos y para el
caso del epitelio bucal no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos
estudiados. Los autores sugieren que el incremento en el dafio genotoxico en el epitelio
de vejiga se debe a la ingesta cronica de agua con As y en contraste con esto, las
frecuencias de micronucleos en epitelio bucal no revelan una relaciéon con la ingesta
cronica, lo anterior sugiere un posible desarrollo de cancer de vejiga en aquellas personas

expuestas al agua contaminada con As.

Tondel et al. (1999) realizaron un estudio en Bangladesh con el propoésito de
determinar la relacion entre las dosis de agua ingerida con arsénico y los problemas de
salud ocasionados por esta exposicion. En total se examinaron a 1,481 personas
residentes de cuatro villas (Faridpur, Jessore, Narayongong y Nawabgong). En general,
las muestras de agua recolectadas en los cuatro distritos, mostraron distintas
concentraciones de As en intervalos de 0.01pg/ml a 2.04ug/ml. Del total de personas
expuestas, el 29% manifestaron lesiones en la piel (cambios de pigmentacion en partes
del cuerpo sin exposicion, hiper e hipopigmentacién, queratosis). Los autores
concluyeron que hay una relacion entre dosis ingerida y la prevalencia de lesiones de piel

por arsénico.

Por su parte, Martinez et al. (2004) realizaron un estudio en la localidad de
Antofagasta al norte de Chile, con el proposito de aportar informacion sobre el posible
riesgo genotoxico asociado a la ingesta de agua con As. En total, se evaluaron a 216
personas, de las cuales 106 eran residentes de Antofagasta (grupo expuesto) y 111 de

Concepcidén como grupo testigo, reportando valores de 0.750ug/ml de As en el agua de
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bebida de las personas expuestas, y 0.002 pg/ml en el grupo testigo. Se aplico la técnica
de micronucleos en linfocitos de sangre periférica, para revelar el posible dafio
genotdxico provocado por el As. Se registraron diferencias significativas en la frecuencia
de micronucleos entre el grupo expuesto y testigo, siendo mayor en los individuos
expuestos (14.4 MN/1000 células) que en los testigos (11.9 MN/1000 células). Los
autores concluyen que los resultados reportados muestran un riesgo genotoxico asociado
a la exposicion a arsénico, el cual es modulado por las diferencias metabolicas en las

personas que consumen este recurso.

Por otro lado, Basu et al. (2004) realizaron un estudio en cuatro poblados
pertenecientes al distrito de Parganas (Gaighata, Habra, Deganga, Baduria), al oeste de
Bengal, India, con el objetivo de evaluar y comparar las frecuencias de micronucleos en
distintos tipos celulares de personas residentes con problemas de hidroarsenisismo. Se
tomaron para el estudio 163 pobladores, donde se reportaron concentraciones de As en
agua de 0.214pg/ml en comparacion con las cantidades reportadas del poblado de Contai
localizado al este de Midnapur, el cual presenta intervalos de As en agua de 0.007-
0.009ug/ml. Se tomaron muestras de linfocitos de sangre periférica, epitelio bucal y
urotelial para medir la frecuencia de micronucleos en ambos grupos, reportando en
linfocitos 9.34 MN/1000c¢lulas en los expuestos y 1.66 MN/1000 células en los testigos;
en las células de mucosa 5.94 MN/1000 células en los expuestos y 1.28 MN/1000 células
en los testigos; y finalmente para las células uroteliales encontraron 6.65 MN/1000
células en los expuestos y 1.41 MN/1000 células en los testigos. Concluyendo los autores
que los individuos expuestos al agua con altos niveles de arsénico, presentan mayor

frecuencia de micronticleos que los del grupo testigo en todos los tipos celulares
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analizados y haber diferencias estadisticamente significativas, ademas de manifestar
problemas en la piel, anemia, fibrosis de higado, enfermedades pulmonares cronicas,

lesiones ulcerativas y gangrena en los dedos de los pies.

De igual forma, Gosh et al. (2006) estudiaron a los pobladores de Parganas y
Nadia en Bengal, India, para evaluar los dafos ocasionados por el As y determinar las
diferencias genéticas entre individuos expuestos a este recurso que muestran sintomas.
Para el estudio se analizaron 422 personas expuestas a arsénico en agua de bebida,
dividiendo en dos grupos a los individuos, 244 sintomaticos y 178 asintomaticos. Los
datos obtenidos de las muestras de agua muestran cantidades de 0.246pg/ml en el grupo
de personas sintomaticas, 0.202pug/ml en las personas asintomaticas y 0.007ug/ml en el
grupo testigo. Los efectos del consumo de esta agua se analizaron con la técnica de
aberraciones cromosomicas en linfocitos y microntcleos en epitelio bucal, urotelial y
linfocitos. Observando que de los tres tipos celulares, los linfocitos presentaban una
mayor frecuencia de micronticleos que los otros dos (9.13 MN/1000cel, 5.62
MN/1000cel, 6.01 MN/1000cel, para linfocitos, epitelio bucal, células uroteliales
respectivamente) y estos a su vez una frecuencia mayor que los individuos controles. Con
respecto al ensayo de aberraciones cromosdmicas los individuos expuestos presentaron
un frecuencia mayor que los testigos (0.092 AC/cel y 0.024 AC/cel respectivamente).
Como conclusion, los autores mencionan que las personas sintomaticas presentan mayor
dafio genotoxico que las personas asintomaticas, sin embargo estas personas son
igualmente afectadas por el arsénico y susceptibles a dafios genotoxicos. Asi como la
importancia que representan las variaciones génicas para tolerar los dafios provocados

por el As.
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1.9.1.2. Estudios realizados en poblaciones mexicanas.

Blas (1995) analizé el agua de bebida de los poblados de Santa Ana y Nazareno,
Coahuila, para evaluar los dafos genotdxicos provocados por el As en muestras de
epitelio bucal de individuos expuestos a agua contaminada por este metaloide. Se
tomaron para el estudio 61 pobladores, 30 de Santa Ana como grupo expuesto y 31 de
Nazareno como testigos, donde encontrdé cantidades de arsénico en el agua de 0.420
pug/ml en el poblado expuesto y 0.037ug/ml en el poblado testigo. Se tomaron muestras
de células epiteliales de vejiga y se analizaron por medio de la técnica de microntucleos.
Encontrando 2.22 MN/2500 células en los expuestos y 0.48 MN/2500 células en los
testigos. La autora concluye que los pobladores de Santa Ana presentan un mayor dafio
genotoxico en las células epiteliales de vejiga que las personas del grupo testigo, como
consecuencia de la ingesta cronica del agua contaminada por As, ademas de padecer
posteriormente alguna enfermedad asociada al As o desarrollar algin tipo de cancer.

Por su parte Gonsebatt et al. (1997), realizaron un estudio en el poblado de Santa
Ana, Coahuila, con el objetivo de evaluar el dano genotoxico inducido por el As
contenido en el agua de bebida en distintos tipos celulares (bucal, vejiga y linfocitos) con
el uso de microntcleos y aberraciones. En el estudio participaron 65 individuos (30
expuestos y 35 testigos), y se reportaron cantidades de As de 0.408ug/ml en el agua de
bebida de la poblacién expuesta y en la poblacion testigo (Nazareno) se reportaron
cantidades de 0.029ug/ml. En general los autores reportan, en el epitelio bucal la
frecuencia 2.21 MN/1000 células en el grupo expuesto y 0.56 MN/1000 células en el
testigo; en el epitelio urotelial 2.22 MN/1000 células en personas expuestas y 0.48

MN/1000 células en los testigos. Para el caso de las aberraciones cromosomicas se
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encontraron 7.12% aberraciones en los expuestos contra 2.96% de los testigos.
Concluyendo los autores que la ingesta de altas concentraciones de As, ocasiona dafios
clastogénicos y aneugénicos en los tipos celulares analizados, ademas de mencionar que
las células epiteliales al estar en contacto directo con el agente carcindgeno, presentan un
incremento en MN estadisticamente significativo, principalmente las de origen urotelial,
debido a que se encuentra en contacto tanto con especies inorgdnicas y metiladas del As

y las del epitelio bucal solo con las inorgénicas.
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I1. JUSTIFICACION

Los metales son una fuente importante de contaminacion de los recursos naturales en el
mundo y en México, ya sea de forma natural o industrial. A pesar de ello y de que la
contaminacion por metales en e agua de bebida es considerada como un problema de
salud publica en nuestro pais, no hay estudios que evalUen la concentracién de metales en
el agua de bebida y sus posibles efectos en la salud de los pobladores de Huautla,
Morelos, aunado a que este sitio fue decretado como “Reserva de la Biosfera Sierra de
Huautla” y patrimonio de la humanidad (UNESCO 2006). Por lo que es importante llevar
a cabo este estudio para que en caso de que la poblacion esté afectada reciba la
informacién y atencién necesarias ademas de sefialar un posible problema a nivel

ambiental y salud que deba ser tomado en cuenta.
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[Il. OBJETIVOS
General

— Medir la concentracién de metales en agua de bebida y en sangre periférica
tanto de la poblacién expuesta (Huautla, Morelos) como de la poblacién
control (Ajuchitldn, Morelos). Asi como evauar los cambios nucleares en el
epitelio bucal de ambas poblaciones.

Particulares

— Analizar las concentraciones de metales en agua de bebida por medio de
espectro fotometria de absorcion atémica.

— Analizar |as concentraciones de metales en sangre periférica de los pobladores
de la poblacion expuesta y control por medio de la técnica de espectro
fotometria de absorcion atémica.

— Evaluar las frecuencias de micronlcleos y cambios nucleares por medio de la
técnica de micronucleos en € epitelio bucal tanto de los pobladores de la

poblacion expuesta como de la poblacion control.
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V. METODOLOGIA

4.1. Poblacién expuesta: Huautla, Morelos

La zona de estudio se encuentra dentro de la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla que
estd ubicada al sur del estado de Morelos con una cobertura de 59 mil ha y con una altura
de los 700 a 2200 m s.n.m., clima semicalido subtropical. Presenta una poblacion total
aproximada de 1500 personas siendo los hombres la mayoria y localizada dentro del

Municipio de Tlaquiltenango.
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En el poblado se encuentran varios jales. El principal se encuentra a medio
kilometro del poblado con una altura de 70m, largo de 180m y ancho de 80m. Un jal
secundario se encuentra a 1km del poblado.

El agua que se consume en Huautla, como se mencioné con anterioridad, es
proveniente de un cuerpo de agua dentro de la mina abandonada “pajaro verde”. Esta ha
sido utilizada para abastecer a la mayoria de la comunidad por medio de una tuberia que
va desde la mina hasta un depodsito para su almacenamiento sin un tratamiento previo y
consumo (Dorado 2005, H. Ayuntamiento Constitucional de Tlalquintenango Morelos

2003) (Fig 1).

4.2. Pablacion control: Ajuchitlan, Morelos
Se encuentra dentro del municipio de Tlaquiltenango, su clima es calido subhiimedo con
lluvias en verano y sujeta a la conservacion ecoldgica de la sierra de Huautla. Su
poblacion consiste de aproximadamente 500 personas (IMTA 2006). El estilo de vida y
condiciones socioecondmicas son similares a la poblacion expuesta, aunado a esto los
afluentes de agua son totalmente independientes a los de Huautla, por lo que se eligio

como poblacion control (IMTA 2006) (Fig. 1).
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igura 1. Se muestran las dos poblaciones de estudio, Huautla (expuesto) y Ajuchitlan (control). Tomado de:

H. Ayuntamiento Constitucional de Tlalquintenango Morelos.
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4.3. Hoja de consentimiento informado

Se elabord una hoja de consentimiento informado para la realizacion del estudio tanto
en el poblado de Huautla, como en Ajuchitldn con el fin de comunicar y proteger a
los pobladores sobre el procedimiento del estudio, sus posibles riesgos y beneficios
para finalmente proceder de manera voluntaria.

4.4. Cuestionario

Se hicieron 71 cuestionarios en Huautla y 30 en Ajuchitlan, de los cuales se eligieron
22 personas de la poblacion expuesta y 11 de la poblacion control; los aspectos que
abarco el cuestionario fueron los siguientes:

Edad, estado civil, alimentacion, historia clinica, ocupacion (pasada y presente),
consumo de alcohol y/o tabaco, tipo de agua consumida, exposicion a agentes
quimicos, exposicion a plaguicidas, tipo de plaguicidas, uso de medicamentos, entre
otros.

4.5. Criteriosdeinclusion.

Cuadro 2. Criterios de inclusion

Poblacion control: Ajuchitlan Poblacion expuesta: Huautla

e 11 hombres e 22 hombres

e 20- 50 afos de edad e 20- 50 anos de edad

e beban agua de los 3 pozos de donde e Dbeban agua de la mina “p4ajaro
se tomaron las muestras verde”

e 10 o més afos de residencia en el e 10 o mas afios de residencia en
lugar el lugar

e bajo ningun tratamiento médico e bajo ningun tratamiento médico
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4.6. Toma de muestras de sangre

Se tomo una muestra por cada donador (expuestos y controles) de aproximadamente Sml
de sangre entera en tubos vacutainer, posteriormente se pusieron en un recipiente con
hielo y se transportaron al laboratorio para la medicion de metales por medio de
espectrofotometria de absorcion atdmica en el laboratorio de Quimica Analitica de la
Facultad de Quimica, UNAM.

4.7. Toma de muestras de agua

Se tomaron un total de 36 muestras en el poblado de Huautla. Tres muestras de agua en la
mina y 3 del deposito en tres dias diferentes durante la época de sequia y esta misma
cantidad de muestras en época de lluvias siendo 9 muestras de la mina 'y 9 del depdsito,
por temporada. Posteriormente se recolectaron 54 muestras de Ajuchitlan de 3 distintos
pozos por cada pozo se tomaron 3 muestras por tres dias en la temporada de sequia,
dando 27 muestras en sequia y 27 en temporada de lluvias. Las muestras se recolectaron
en frascos de plastico lavados con anterioridad con una mezcla de agua y HNO;
suprapuro. A cada muestra se le midid la temperatura y el pH, se colocaron en una hielera
y se transportaron al laboratorio para ser analizadas por espectrofotometria de absorcion
atomica en el laboratorio de Quimica Analitica de la Facultad de Quimica, UNAM.

4.8. Tomas de muestras de epitelio bucal

Los donadores se enjuagaron la boca; se les realizaron dos raspados, uno por cada mejilla
con un portaobjetos previamente lavado, por cada portaobjetos se realizé un frotis para

obtener 4 muestras por donador siendo 22 individuos expuestos y 11 controles.
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4.9. Analisisde Micronucleosy cambios nucleares en € epitelio bucal
4.9.1. Preparacion delas muestras
Las muestras se fijaron con metanol al 80% durante 24 horas en vasos de Kopplin a
4°C. Se dejaron hasta secar al aire libre. Se tifieron con 5ml de colorante de Giemsa,
durante 5 minutos, se enjuagaron varias veces con agua corriente quitando el exceso

de colorante para finalmente dejarlas secarse al aire.

4.9.2. Evaluacion microscépica

Para el analisis microscopico se utilizd un microscopio optico con un lente ocular de
10 aumentos y un objetivo de 40 aumentos. En casos donde fuera necesario una mejor

apreciacion para la discriminacion se utilizo el objetivo de 100 aumentos.

Cada uno de los casos se analizé siguiendo los siguientes criterios:

= Micronucleos: de 1/5 a 1/16 del nucleo principal, no refringentes, tincion y
forma similar al nticleo principal.

= Cariolisis: disolucion total del ntiicleo dejando una silueta de la posicion en
donde se encontraba.

= Cariorrexis: rompimiento del nicleo en varios trozos.

= Binucleacion: dos ntcleos idénticos dentro de una célula.

= Picnosis: presentar una tincidbn mas oscura y tamafo mdas pequeio del
nucleo.

= Yemas nucleares: cuerpo micronuclear unido por una conexion

nucleoplasmica con el nucleo principal.
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Durante el analisis se contabilizaron 2000 células por cada individuo en ambos grupos

estudiados.

4.9.3. Andlisisestadistico

Se realizaron andlisis de varianza (ANdeVA) de una via para evaluar el efecto del As en
la poblacion expuesta sobre la induccién en diferentes cambios nucleares (células
binucleadas, yemas nucleares, picnosis y micronucleos). Los datos en porcentaje fueron
transformados con arcosenoV% para que los datos presenten una distribucion normal y

homocedasticidad (Zar, 1999). Asimismo, se realiz6 estadistica descriptiva.
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V. RESULTADOS

5.1. Presencia de metales en muestras de agua de la poblacion expuesta y control.

Los resultados obtenidos de las muestras tomadas en el deposito de agua del poblado de
Huautla revelan que las cantidades de plomo (Pb), cobre (Cu), zinc (Zn), y cadmio (Cd)
no rebasan los limites permisibles por la NOM-127-SSA1-1994 la cual establece que los
limites son 0.01pg/ml, 2pug/ml, Spg/ml y 0.005pg/ml para cada metal respectivamente y
en ambos periodos de recolecta (secas y lluvia). Por el contrario para el caso del arsénico
los valores muestran que en temporada de sequia, en el agua habia una concentracion de
0.240pug/ml y en la época de lluvias los niveles encontrados eran de 0.244 pg/ml
rebasando en ambos casos hasta por 10 veces el nivel permitido por la norma mexicana
(0.025pg/ml) (Cuadro 3).

De las muestras de agua tomadas de la mina abandonada, se encontraron que al
igual que en el caso del deposito, las concentraciones de Pb, Cu, Zn y Cd no rebasan
ninguno de los niveles maximos permitidos por la norma mexicana, pero el arsénico
rebasa hasta 9 veces el valor de la norma al encontrar 0.222pug/ml en el agua de la
temporada de sequia y 0.242 pg/ml en la de lluvia (Cuadro 4).

Con respecto al poblado control, las muestras analizadas en ambas temporadas
de recolecta, no revelan cantidades de ninguno de los metales analizados que sobrepasen

los niveles méaximos permitidos (Cuadro 5 y 6).
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Cuadro 3. Concentraciones de metales en muestras de agua tomadas del depodsito del
pueblo de Huautla. Promedio + desviacién estdndar de nueve muestras por temporada

(ug/ml).

Pb As Cu Zn Cd
Limite 0.01 0.025 2 5 0.005
permisible
Temporada
de sequia ND 0.240+0.009 |ND 0.05+£0.010 |ND
X *d.e.
Temporada
de lluvia ND 0.244+0.004 |ND 0.03+0.00 ND
X +d.e.

ND: no detectable

Cuadro 4. Concentraciones de metales en muestras de agua tomadas de la mina del
pueblo de Huautla. Promedio + desviacion estindar de nueve muestras por temporada

(ng/ml).

Pb As Cu Zn Cd
Limite 0.01 0.025 2 5 0.005
permisible
Temporada
de sequia ND 0.222+0.005 |ND 0.03+0.007 |ND
X £d.e.
Temporada
de lluvia 0.007+0.001 |0.242+0.066 |ND 0.01£0.006 |ND
X +d.e.

ND: no detectable

Cuadro 5. Concentraciones de metales en muestras de agua obtenidas del pueblo de
Ajuchitlan en temporada de sequia. Promedio + desviacion estdndar de 27 de muestras

(ug/ml).

Pb As Cu Zn Cd
Limite 0.01 0.025 2 5 0.005
permisible
Pozol ND ND ND 0.07+0.21 ND
X td.e.
Pozo2
X +d.e. ND ND ND 0.03+0.012 |[ND
Pozo3
X +d.e. ND ND ND 0.05+0.002 |[ND

ND: no detectable
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Cuadro 6. Concentraciones de metales en muestras de agua obtenidas del pueblo de
Ajuchitlan en temporada de lluvias. Promedio + desviacion estandar de 27 de muestras

(ug/ml).

Pb As Cu Zn Cd
Limite 0.01 0.025 2 5 0.005
permisible
Pozol ND ND 0.10+0.015 |ND
X +d.e. ND
Pozo2
X +d.e. ND ND ND 0.03+0.01 ND
Pozo3
X +d.e. ND ND ND 0.02+0.008 |ND

ND: no detectable

5.2. Andlisis de las muestras de sangre

Las muestras de sangre tomadas a los 22 pobladores de Huautla tuvieron un promedio
para el caso del Arsénico de 0.058 pg/ml lo que rebasa 8 veces los niveles permitidos por
la ATSDR (2000) de 0.007 ug/ml y 0.004 pg/ml reportados por Ryan et al. (2000),
mientras que para los casos de Pb, Cu, Zn y Cd, las cantidades encontradas fueron de
7.86 pg/dl, 0.872 pg/ml, 6.418 pg/ml, <0.003 pg/ml respectivamente, las cuales se
encuentran por debajo de los niveles permitidos 10 pg/dl, 1.6 pg/ml, 1.6 pg/ml, 7 pg/ml,
0.003 pg/ml para cada caso respectivamente (West Midlands Toxicology Laboratory
2005) (Cuadro 7). Otros datos revelan limites permisibles de 10 ug/dl para Pb (American
Conference of Governmental Industrial Hygienists TLVs and BEIs 2008), 2.2 ng/ml para
Cu (Ryan y Terry 1997). 12 pg/ml para Zn (Ryan y Terry 1997) y 0.005 pg/ml para Cd
(American Conference of Governmental Industrial Hygienists TLVs and BEIs 2008),

De la poblacion de Ajuchitlan, los resultados obtenidos no muestran ningin valor que

rebase los limites permitidos (Cuadro 8).
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Tabla 7. Concentraciones de metales en muestras de sangre tomadas de los pobladores de
Huautla. Promedio + desviacién estandar de de 22 de muestras (ug/ml).

Pb As Cu Zn Cd
Limite 10 0.007 0.7-1.6 6-7 0.003
permisible

7.86+3.94 0.058+3.94 |0.872+0.13 [6.418+1.43 |ND
X £d.e.

ND: no detectable

Tabla 8. Concentraciones de metales en muestras de sangre tomadas de los pobladores de
Ajuchitlan. Promedio + desviacion estandar de 11 de muestras (pg/ml).

Pb As Cu Zn Cd
Limite 10 0.007 0.7-1.6 6-7 0.003
permisible

0.115+£0.04 |ND 1.185+0.14 |7.042+1 0.002
X +d.e.

ND: no detectable

5.3. Analisis de los cambios nucleares en las muestras de epitelio bucal

De todos los cambios analizados, las células binucleadas, yemas nucleares, picnosis y
MN mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y
expuesto (F;6=0.99 P<0.01) (F1=11.52 P<0.001) (F;=7.14 P<0.01) (F;=5.56
P<0.05) respectivamente (Figs. 4b, 5b, 6a y 6b). Para el caso de las células sin dafio, no
hubo diferencias estadisticamente significativas entre grupos, mostrando un porcentaje de
80% de células sin ningln tipo de dafo (Fig. 4a). Asimismo, las células con cariorrexis
no presentan diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (F;=0.01

P<0.05) (Fig. 5a, 2 y 3).
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Figura 2 ay b) células que presentan yemas nucleares indicadas por las flechas. ¢ y d) células binucleadas indicadas por las
flechas. e) célula con cariorrexis indicada por la flecha. f) acercamiento de célula con cariorrexis.
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Figura 3. a) Multiples células picnoticas indicadas por las flechas. b) célula de un individuo control. ¢ y d) células con
micronucleos indicados por las flechas. e) célula con tres micronticleos alrededor del ntcleo principal indicados por las flechas.
f) célula binucleada con presencia de un microntcleo indicado por la flecha.
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Figura 4. A) Porcentaje de células sin dafio celular entre el grupo control y el expuesto, sin
obtener diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (F;¢=3.28, P>0.05). B)
Porcentaje de células binucleadas entre ambos grupos, obteniendo diferencias estadisticamente
significativas (F;4=6.99, P<0.01). * = diferencia estadisticamente significativa con respecto al
otro grupo.
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Figura 5. A) Porcentaje de células con cariorrexis entre el grupo control y el expuesto,
encontrando no haber diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (F;¢=0.01,
P>0.05). B) Porcentaje de células con yemas nucleares entre ambos grupos, obteniendo
diferencias estadisticamente significativas (F;¢=11.52, P<0.001). * = diferencia estadisticamente
significativa con respecto al otro grupo.
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Fig 6. A) Porcentaje de células con picnosis entre el grupo control y el expuesto, encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (F; ¢=7.14, P<0.01). B) Porcentaje
de células con micronucleos entre ambos grupos, obteniendo diferencias estadisticamente
significativas (F;4=5.56, P<0.05). * = diferencia estadisticamente significativa con respecto al
otro grupo.
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VI. DISCUSION

6.1. Arsénico en el agua de Huautla, Morelos

Las elevadas cantidades de arsénico en el agua tanto de la mina como del depdsito, nos
sefialan la grave problematica que presenta el poblado de Huautla, Morelos. Por una
parte, los jales depositados en las inmediaciones del poblado, podrian representar una
fuente de contaminacion del suelo y agua por lixiviacion de metales, sin embargo en
nuestro estudio, no suelen ser el principal factor que esté contaminando el agua del
poblado, ya que las caracteristicas especificas de los jales de Huautla, hacen que la
lixiviacion de los metales sea minima debido a que lo suelos son arcillosos, esto quiere
decir que los jales gracias a su capacidad de intercambio cationico (CIC) -el cual se
define por la capacidad que tiene un suelo de retener cationes electrostaticamente-, y
como la mayoria de los metales se comportan como cationes, el material puede ser
retenido, ademds de que los suelos que presentan mayor CIC, estan determinados por la
cantidad de arcillas, siendo aquellos con mayor cantidad de arcillas los que tengan un
mayor numero de cargas negativas y de ahi, el que puedan atrapar los metales
(SEMARNAT 2004).

Por otro lado, la principal causa de contaminacion de agua por As que se ha
reportado, alrededor del mundo y en nuestro pais, es aquella de origen natural (Warner €t
al. 1994, Blas 1995, Gonsebatt et al. 1997, Wyatt et al. 1998, Tondel et al. 1999, Chang
et al. 2004, Martinez et al. 2004, Sambyal et al. 2004, Andrew et al. 2006, Ghosh et al.
2006) muchos de estos casos, son debido a la presencia de rocas volcanicas o

sedimentarias asociadas a arsenopirita, pirita y sulfuros de arsénico.
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En Morelos, la localizacion geografica hace notar que sélo las rocas igneas y
sedimentarias se encuentran presentes, siendo las de tipo volcanico las que tienen un
origen reciente y mas abundantes, ademds de que en Huautla la presencia de rocas igneas
extrusivas las hacen sujetas de explotacion minera o industrial. Es importante mencionar
que los yacimientos presentes en la zona son de origen hidrotermal, lo que nos hace
proponer a esta region, tomando en cuanta cada una de las caracteristicas geologicas,
como una zona expuesta a distintos metales presentes en la corteza y que estan en
contacto con el agua de la region, contaminandola principalmente con arsénico; por otra
parte, en las minas de Huautla, los minerales predominantes son la acantita, calcita,
calcolita, galena y plata los cuales se encuentran frecuentemente asociados al arsénico, de
ahi que al estar en contacto con el agua, el arsénico también pueda ser solubilizado por

las condiciones oxido-reductivas del medio.

6.2. Arseénico en sangre delos pobladores de Huautla, Mor elos

Las concentraciones de As en sangre total, reflejan la exposicion de los individuos de
Huautla, Morelos al As en el agua. El arsénico una vez ingerido, se une con la porcion
globina de la hemoglobina y permanece en la sangre hasta después de 24 horas para
posteriormente ser distribuido a otros 6rganos como el higado, rifidén o bazo (Blas 1995).
Sin embargo los principales tejidos donde podemos encontrar cantidades de arsénico

depositadas, son en el pelo y las ufias; también se encuentra en la orina.

Las cantidades en pelo y ufas, se deben a la facilidad de unién del arsénico por

los grupos sulfhidrilos de la queratina, lo que hacen a estos un sitio blanco de
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almacenamiento, al igual que la orina por ser el principal sitio por el donde se excreta al
arsénico (Hall et al. 2006). Debido a esto, cada uno de ellos, ha sido utilizado como un
biomarcador de exposicion en humanos, pues ayudan a evidenciar al As mas facilmente
que en otros tejidos. Las concentraciones encontradas en cada tejido, suelen revelar
distintos tipos de exposicion; para el caso de las ufias y el pelo, el almacenamiento e
incorporacion del arsénico se presentan después de una exposicion aproximadamente de
3 meses y para la orina refleja la excrecion del arsénico y no una actual ingesta del
metaloide, ademas de que las concentraciones de creatinina en la orina hacen que las
proporciones de arsénico varien (Blas 1995), por estas razones, se han buscado otro tipo
de biomarcadores que ayuden revelar las concentraciones y tipo de exposicion a las que

se encuentran expuestos las personas.

La sangre ha sido propuesta y utilizada como biomarcador de exposicion a
arsénico por consumo de agua contaminada, debido a las caracteristicas que presenta, ya
que puede eliminar rapidamente al arsénico por el rindn (aproximadamente después de 24
a 72 horas de haberlo ingerido por el organismo) haciendo que las concentraciones
encontradas sefialen una reciente exposicion al metaloide por lo que lo hacen
potencialmente factible el utilizarlo como un biomarcador de exposiciones agudas al As
(Chen et al. 2005, Hall et al. 2006, Hughes et al. 2006, Gamble et al. 2007, Hall et al.
2007). Pero en condiciones de exposicion cronica, de igual forma se han encontrado
concentraciones de As en sangre, por lo que no sélo puede ser considerado como
biomarcador de exposiciones agudas sino también a exposiciones pasadas y prolongadas.
Esto se debe a que la sangre recibe entradas de As no solo de la exposicion reciente

exogena sino también de compartimentos de tejido, haciendo un mejor reflejo de la carga



51

total de arsénico en el individuo. También se ha observado una asociacion positiva entre
las cantidades de As en sangre y las cantidades de oxidantes en plasma, de la misma
forma, hay una relacion inversa a los antioxidantes en plasma, y con esto un mayor dafio
oxidante a bases y proteinas, por lo que la utilizaciéon de la sangre como biomarcador de

exposicion resulta favorable (Hall et al. 2006).

Varios estudios han propuesto a la sangre como biomarcador de exposicion,
obteniendo distintos resultados. Hughes (2006) encontré una baja relacion entre la
cantidad de arsénico en el agua y la encontrada en la sangre de las personas expuestas de
0.0025 a 0.031 ug/ml de arsénico en agua, las concentraciones en la sangre fueron <0.002
ug/ml y en otro grupo de personas expuestas a 0.2 pg/ml de As en el agua, reporta niveles
en la sangre de 0.008ug/ml. Gamble et al. (2007) reporta en Bangladesh niveles de As en
el agua de 0.435 ug/ml y personas expuestas muestran 0.0098 pg/ml de As en la sangre.
Hall et al. (2007) reporta en mujeres de Bangladesh concentraciones de As en sangre de
0.011 pg/ml que ingieren agua contaminada con As de 0.09 pg/ml. Para nuestro estudio
el valor encontrado de As en la sangre de los pobladores de Huatla es de 0.058 pg/ml y

0.24 pg/ml de As en el agua.

Por lo anterior, podemos mencionar que la utilizacion de sangre como
biomarcador de exposicion a As por ingesta de agua, es una fuente practica para
demostrar exposicion a As, ya que en las poblaciones expuestas a As a concentraciones
por arriba de los estandares permitidos, se observaron concentraciones de As en sangre.
Esto nos hace proponer a la sangre como un biomarcador de exposicion 1til, el cual

puede evidenciar las concentraciones de As por una exposicion cronica al metaloide.
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6.3. Presencia de Micronucleosy cambios nucleares en epitelio bucal de individuos
expuestos a As en agua de bebida

El estudio de Microntucleos y cambios nucleares (cariorrexis, picnosis, yemas nucleares y
células binucleadas), en el epitelio bucal es una fuente de informacion que nos
proporciona los distintos tipos de dafios a las que se encuentra una persona sujeta por
agentes quimicos o fisicos, ya que cada uno de estos distintos cambios se relaciona con la
alteracion de un proceso celular ya sea a nivel genético o citologico (Holland et al. 2008).
Este andlisis ha sido utilizado en varios estudios como una herramienta para revelar
dafios por agentes genotdxicos, como los metales (Celik et al. 2006; Thomas et al. 2007,
Holland et al. 2008). Sin embargo, la complementariedad del analisis de micronucleos
con cambios nucleares, aunque no se han delimitado como exclusivos del As no han sido
investigados con otros metales por el momento.

La presencia de cambios nucleares en el epitelio bucal se considera un proceso
secuencial en donde los dos primeros acontecimientos que pueden ocurrir son la
aparicion de microndcleos o las yemas nucleares, ya que ambos son generados por un
dafio en el genoma o una alteracion en el funcionamiento del huso mitético; los cuales
pueden ser acompanados por la formacion de células binucleadas, posteriormente puede
aparecer cariorrexis, luego picnosis y finalmente cariolisis, estos ultimos por alteraciones
citotoxicas (Ramirez et al. 2002, Thomas et al. 2007, Holland et al. 2008). Las células
binucleadas ocurren debido a una alteracion en los procesos de citocinesis en las células
en division ademads de que ha sido asociada la frecuencia de estas células con alteraciones

citotdxicas en epitelio bucal y en presencia de algunos canceres.
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Por otro lado, la formacion de células binucleadas, micronucleos y yemas
nucleares se encuentra relacionada, ya que pueden aparecer debido a la falla en la
segregacion del huso mitotico. La principal causa de que suceda esto es por el ataque a la
tubulina, uno de los blancos del As y por su alto contenido de grupos sulthidrilos,
principal componente del huso mitético (Ling et al. 2002). Aunado a esto, podemos
encontrar morfologias nucleares relacionadas, como condensaciéon de la cromatina, la
cual ocurre de la aglomeracion de la cromatina durante la division mitdtica, pero a causa
del mal funcionamiento del huso, permanece asi en la célula (Torres et al. 1998, Ling et
al. 2002, Torres et al. 2003), con esto se menciona la posible causa de encontrar células
binucleadas en el epitelio bucal y la relacion con la alteracion del huso mitético para la
formacion de otros cambios como los MN y yemas nucleares. Esto concuerda con las
diferencias estadisticamente significativas encontradas en nuestro estudio entre el grupo
testigo de 5.18 células binucleadas por cada 2000 células analizadas y el expuesto de
11.71/2000 células analizadas; asi como en los resultados reportados por Blas (1995) uno
de los pocos estudios realizados para analizar micronticleos y cambios nucleares por
efecto de As en agua de bebida, en muestras tomadas de epitelio de vejiga. El estudio
reporta para el caso de células binucleadas frecuencias de 2.78/2500 células analizadas
para el grupo expuesto y 3.84/2500 células analizadas en el grupo testigo, los cuales no
son estadisticamente significativos en comparacion con el grupo testigo y siendo las
frecuencias muy contrastantes a las de nuestro estudio, sin embargo, el autor menciona
que es imporatante el analisis de las células binucleadas ya que sirve como revelador de
dafios ocasionados por el arsénico. También hay que tener a consideracion las diferencias

que se pueden presentar al analizar el epitelio bucal y el de vejiga en cuanto a los
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cambios nucleares ya sea por las diferencias en recambio (Guzman 1997), los distintos
tipos de metabolitos o especies del As que interactiien con ¢l (Hughes 2006) o distintos
factores ambientales que puedan influir en la formacién de este cambio nuclear como
podria ser la masticacion o el contacto con el humo del cigarrillo (Ramirez y Saldanha
2002).

Los cambios nucleares de cariorrexis y picnosis son considerados marcadores de
muerte celular tanto para apoptosis como para necrosis (Gonzalez et al. 2008, Holland et
al. 2008). El tipo de cambio que se presente en las muestras analizadas, indica el tipo de
proceso que estd sufriendo el epitelio y estos cambios pueden no ser solo indicadores de
dafios celulares como la necrosis y apoptosis. Blas (1995) describe de la siguiente
manera, como distintos cambios nucleares en el epitelio pueden indicar los distintos
dafios celulares entre ellos la apoptosis, necrosis asi como otras respuestas celulares: Si
encontramos células picnéticas y con cromatina condensada se correlacionan con
procesos normales de maduracion y diferenciacion del epitelio. La presencia de picnosis,
cromatina condensada y cariolisis asi como queratinizacion del epitelio son respuesta a
una adaptacion por lesion celular en epitelios que normalmente nos son queratinizados
como el bucal. Sin embargo la presencia de picnosis, cromatina condensada, cariorrexis y
cariolisis se dardn como respuesta un proceso de necrosis el cual se da por un dafio
celular provocado por un agente citotoxico; pero el encontrar so6lo picnosis, cromatina
condensada y cariorrexis (sin la presencia de cariolisis) son indicadores tempranos de
muerte por apoptosis, la cual puede ser ocasionada por agentes quimicos o ionizantes. Por
lo que encontrar estos cambios pueden ser marcadores de dano genotoxico (Holland et al.

2008). Hasta el momento existe un escaso niumero de publicaciones que asocien estos
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cambios nucleares con estudios en epitelios humanos, por lo que no se ha podido
establecer frecuencias basales para personas que no se encuentran expuestas a agentes
citotdxicos o genotdxicos, ya que los pocos estudios que hay, muestran diferencias en las
frecuencias reportadas (Ramirez y Saldanha 2002; Celik et al. 2003; Celik et al. 2006;
Nersesyan et al. 2006; Gonzales et al. 2008).

La aparicion de los cambios de cariorrexis y picnosis, estan de igual forma,
relacionadas con el funcionamiento del huso mitdtico, asi la funciéon que aporta el huso
en la conformacion del ntcleo hace que la alteracion de éste con cualquier agente, como
es el caso del As, puedan provocar la deformacion del nucleo (Dotiwala et al. 2007,
Zheng et al. 2007), por otra parte se ha observado que el As puede hipermetilar e
hipometilar las histonas del DNA, lo que ocasiona la alteracion, separacion, condensacion
o descompactacion de la cromatina, estas morfologias son caracteristicas histologicas de
la cariorrexis y apoptosis (Ramirez et al. 2008) ademas de que se ha demostrado que el
arsénico altera proteinas que se encargan de la unién de la cromatina llamadas grupo de
proteinas de alta movilidad (HMG) y la alteracion de proteinas de la matriz nuclear que
mantienen la integridad de la cromatina (Zi-hui et al. 2005). Estos mecanismos son los
que posiblemente estén afectando la estructura en el nicleo de las células epiteliales
analizadas.

En la literatura revisada, estos dos cambios nucleares, han sido poco utilizados en
poblaciones expuestas a arsénico y analizados en el epitelio bucal. Uno de ellos es el de
Blas (1995), donde analizan estos dos cambios nucleares en células epiteliales de vejiga
en una poblacion mexicana de la comarca lagunera, que ingiere agua contaminada con As

(0.420pg/ml). Obteniendo para las células con cariorrexis 16.06/2500 células analizadas
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en el grupo testigo y 10.04/2500 células analizadas en el grupo expuesto, sin obtener
diferencias estadisticamente significativos al aplicar la prueba de “t” (*=0.14, p>0.05);
para el caso de células picnoticas las frecuencias en el grupo testigo fue de 0.03/2500
analizadas y 2/2500 para el grupo expuesto, encontrando valores estadisticamente
significativos (p<0.05). En comparacion con otros estudios donde se han analizado estos
cambios pero con distintos agentes, las incidencias son las siguientes: en un estudio de
personas mexicanas expuestas a pesticidas realizado por Gémez et al. (2000) encontrd
frecuencias de células con cariorrexis en epitelio bucal de 0.2/3000 células analizadas en
el grupo expuesto y 0.05/3000 células analizadas en el grupo testigo; en el caso de células
con picnosis las frecuencias fueron de 0.4/3000 células analizadas en el grupo expuesto y
0.2/3000 células analizadas en el testigo. Habiendo en ambos cambios nucleares,
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados (P<0.001). Torres
et al. (2003) por su parte analiz6 estos cambios nucleares en epitelio bucal pero en
personas con tratamientos antineopldsicos, encontrando valores para el caso de
cariorrexis de 0.7/1000 células analizadas en el grupo expuesto y 0.1/1000 células
analizadas en el grupo testigo y para las células con picnosis encontrd 1.4/1000 células
analizadas en las personas expuestas y 0.5/1000 células analizadas en el control.
Reportando en ambos cambios nucleares, diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos analizados (P<0.02) . En nuestro estudio, el andlisis de células de cariorrexis y
picnosis solo demostrd diferencias estadisticamente significativas para el caso de
picnosis. El andlisis del cambio nuclear de cariorrexis, reveld frecuencias de 14.08/2000
células analizadas en el epitelio bucal del grupo expuesto y de 12.27/2000 células

analizadas para el grupo testigo (F;6=0.01, P>0.05). Para el caso de picnosis las
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frecuencias fueron de 1.66/2000 células analizadas en el grupo expuesto y 0.0/2000
células analizadas para el grupo testigo (F; 6=7.14, P<0.01).

Con los resultados antes mencionados, podemos decir que las frecuencias que se
pueden encontrar en estos dos cambios nucleares de las células del epitelio bucal, pueden
ser muy variadas dependiendo del agente al que se encuentren expuestos. En cuanto a los
resultados obtenidos en los estudios realizados por Blas (1995) y el nuestro, no se
reportan valores estadisticamente significativos entre los grupos testigo y los expuestos
para el cambio de cariorrexis, y de forma contraria para las células con picnosis. Mientras
que en los estudios de Gomez et al. (2000) y Torres et al (2003), ambos cambios
revelaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados, lo que
puede mencionar que las variaciones se deben al tipo de agente genotdxico que esté
dafiando a las células epiteliales, ya que como se menciond, ambos procesos son
producidos por un dafio en el funcionamiento del huso mitdtico o por proteinas que se
encargan del mantenimiento de la cromatina, lo que haria suponer que al encontrar
células picnoticas, deberiamos encontrar células con cariorrexis, ademas de que ambos
cambios pertenecen a un mismo proceso secuencial. Asi, atribuir estas variaciones a la
participacion del arsénico como agente citotoxico, y por lo tanto el no encontrar
deferencias entre los grupos para el cambio de cariorrexis, se deba a que el arsénico a
nivel citolégico est¢ mandando sefiales que aceleren o no hagan evidente la presencia de
¢éste u otros cambios que deberian presentarse de manera estadisticamente significativa,
por lo que las diferencias sélo son perceptibles para el caso de picnosis, como producto

final de este dano celular.
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Por lo que ayudados de los resultados obtenidos en nuestro estudio y los antes
citados, mencionar que las personas que no se encuentran expuestas a un agente
genotoxico suelen presentar una frecuencia basal de 0.03-0.5 para el caso de picnosis,
mientras que en las expuestas a arsénico, se eleva hasta dos veces mas esta frecuencia, lo
cual es estadisticamente significativo. Proponiendo que los pobladores de Huautla estan
sufriendo un dafio celular significativo, y la presencia de estos dafios son considerados
como una respuesta temprana a concentraciones elevadas de As y de manera crdnica.

Las yemas nucleares son consideradas un marcador mas de dafio genotoxico al ser
producidas por amplificacion génica, o por aquellos complejos que no fueron reparados
del DNA (Lindberg et al. 2007). Serrano y Montero (2001) mencionan que la generacion
de yemas nucleares puede ocurrir por dos formas: el primer caso se da por el retraso de
un cromosoma durante la telofase, cuando la formacién del nuevo nicleo esta ocurriendo,
esto dard como resultado la formacion de la envoltura nuclear con una protuberancia
conteniendo el cromosoma no integrado; la segunda posibilidad se da cuando hay un
rompimiento cromosémico que debe ser eliminado, asi durante el proceso mitoético, esta
porcion no serd integrada al nucleo de la célula hija, por lo que se puede presentar solo
como una protuberancia en el nlcleo, que posteriormente serd separado del nticleo
principal en forma de un micronicleo. Ademas de estas dos explicaciones, mencionan
que estas yemas pueden presentarse como la reintegracion de un micronticleo durante las
subsecuentes divisiones celulares.

En diversos estudios se han tomado en cuenta la presencia de yemas nucleares
como parte de los cambios nucleares, entre estos podemos mencionar el estudio de Torres

et al. (2003) donde analiza las frecuencias de yemas nucleares en pacientes con cancer
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siendo tratados con atineopldsicos y en personas sanas, reportando en el primer grupo
frecuencias de 0.7/1000 células analizadas y 0.6/1000 células analizadas en el grupo
testigo lo cual no es estadisticamente significativo. En un grupo de personas mexicanas
expuestas a pesticidas, Gomez et al. (2000) reporta frecuencias de yemas nucleares con
0.07/3000 células analizadas en el grupo expuesto y de 0.01 en el grupo testigo, sin ser
los valores estadisticamente significativos. Pero en el estudio realizado por Blas (1995)
en individuos expuestos a As en agua de bebida, las frecuencias de yemas en epitelio de
vejiga fueron de 0.68/2500 células analizadas en el grupo expuesto y 0.32/2500 células
analizadas en el testigo siendo los resultados estadisticamente significativos (P<0.05).
Nuestro estudio reporta frecuencias de 3.33/2000 células analizadas en el grupo expuesto
a As por agua en epitelio bucal y 0.54/2000 células analizadas en el grupo testigo siendo
los resultados estadisticamente significativos (Fj¢=11.52, P<0.001). Al comparar el
estudio de Blas (1995) y el nuestro, notamos que si existen diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los testigos. Esto posiblemente pueda deberse a las causas
que originan una yema nuclear; hasta el momento se han mencionado dos tipos de origen,
una de tipo nuclear y otra citoldgica, en donde la primera se da por un dafio en el DNA
que provoca el rompimiento de éste y el segundo por una falla en el funcionamiento del
huso mitotico (Lindberg et al. 2007, Serrano y Montero 2001). Cualquiera que sea el
origen, la presencia de uno no es excluyente del otro, por lo que muy posiblemente la
alteracion de ambos mecanismos esté influyendo a que en ambos estudios encontremos
diferencias entre los grupos analizados, pues como se ha mencionado con los otros
cambios nucleares, el dafio al huso mitdtico es de gran importancia para mantener la

morfologia del nucleo y que para el As resulta un sitio blanco de ataque, sumado a los
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posibles dafios estructurales que est¢ ocasionando el As al DNA para causar las
diferencias estadisticamente significativas reportadas en ambos estudios.

Los micronucleos pueden ser ocasionados por el arsénico al generar EROS y
oxidar las bases del DNA para posteriormente provocar el rompimiento como causa de
esta alteracion a las bases, al alterar mecanismos de reparacion por la misma generacion
de EROS, al unirse a los grupos sulthidrilos de las proteinas de estos mecanismos e
inhibir su actividad, o al alterar la segregacion cromosomica por afectar a los
microtibulos del uso mitético la cual también posee grupos sulfhidrilos impidiendo el
ensamblaje de los microtibulos (Yi et al. 2007).

El Human Micronucleus Project (HUMN) estandariz6 hace ya mas de una década
la técnica de Micronucleos para analizar dafio genotdxico y que sirve como biomarcador
de efecto temprano, esto se implement6 con la utilizaciéon de linfocitos de sangre
periférica, sin embargo los biomarcadores deben ser lo menos invasivos posibles, por lo
que actualmente el uso de epitelio bucal para el andlisis de los MN lo hace un excelente
biomarcador, debido a que no es invasivo, es rapido y mas econdémico en comparacion
con otro tipo de muestras (como la sangre o urotelio), los cuales se han utilizado para el
analisis del DNA en humanos (Holland et al. 2008). Los Microntcleos resultan ser una
herramienta muy 1til para el biomonitoreo de poblaciones expuestas a agentes
genotdxicos debido a que es un biomarcador de efecto temprano, lo cual nos indica,
alteraciones bioquimicas o genéticas que dependiendo de su frecuencia, pueden ser
considerados como un dafno temprano que podria tener consecuencias sobre la salud a
causa de un agente toxico (Blas 1995, Chen et al. 2005). Por lo que la presencia de

micronucleos nos revela informacion acerca de las alteraciones que presenta la célula a
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nivel genético, lo cual es de suma importancia debido a la asociaciéon que hay con
procesos carcinogénicos, ya que se ha encontrado en diversos estudios una relacion
directa entra la presencia de micronucleos y la incidencia de cancer (Bloching et al.
2000, Bhattathiri 2001, Torres et al. 2003, Basu et al. 2004).

Con esta técnica, se han realizado diversos estudios alrededor del mundo sobre el
efecto del arsénico en el epitelio bucal analizando el dafio genotdxico a partir de la
ingesta de agua contaminada por el metaloide. Sambyal et al. (2004) realizaron la prueba
de micronucleos en epitelio bucal de individuos expuestos a As en agua de bebida,
encontrando frecuencias de 0.01 MN/500 células analizadas en el grupo expuesto y 0.001
MN/500 células del grupo testigo, obteniendo diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05). Basu et al. (2004) analiza las frecuencias de micronucleos en epitelio bucal en
uno de los poblados de la india expuesta a As en agua de bebida reportando que las
incidencias en el grupo testigo son de 1.28 MN/1000 células analizadas y en el grupo
expuesto 5.94 MN/1000 células analizadas, habiendo entre los grupos diferencias
estadisticamente significativas (P<0.01). Ghosh et al. (2008) analiza casos de personas
con enfermedad de Bowen por arsénico mencionando que las frecuencias de MN en
epitelio bucal en estos pacientes son de 5.85 MN/1000 células analizadas y 4.74MN/1000
células analizadas del grupo testigo reportado diferencias estadisticamente significativas
(P<0.04). Gonsebatt et al. (1997) encuentra en sujetos de la Comarca Lagunera, México
expuestos a agua contaminada con As, frecuencias de micronucleos en epitelio bucal de
2.21 MN/1000c¢lulas y 0.056 MN/1000c¢lulas del grupo testigo siendo las diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05). Para el presente estudio, el promedio de MN

encontrados en el epitelio bucal de los individuos expuestos fue de 1.85 MN/2000 células
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analizadas y para el grupo testigo fueron de 1.27 MN/2000 células, obteniendo
diferencias estadisticamente significativas (F;=5.56, P<0.05). Con esto podemos
mencionar que el andlisis de micronucleos en el epitelio bucal, resulté ser un buen
biomarcador de exposicion a As.

Tomando en cuenta cada uno de los resultados obtenidos para los cambios
nucleares, se pueden relacionar tratando de ubicar de una manera mas amplia la
problematica del poblado de Huautla al ingerir agua con As. Primero relacionamos las
elevadas incidencias de micronucleos con la aparicion de yemas nucleares, ya que este
ultimo cambio es considerado un predecesor a los micronucleos, por lo que ambos datos
nos muestran un importante dafio genotdxico. Asi mismo, a esta relacion podemos
agregar las diferencias significativas que encontramos para el caso de las células
binucleadas, que aunque no nos revelan un dano directo al DNA, nos indican una falla en
la segregacion del nucleo. Ademas de que este tltimo cambio, es considerado como parte
de un dafio citotdxico, por lo que su presencia ayuda a sustentar los datos obtenidos para
el caso de picnosis, los cuales podrian sefalar procesos tempranos de apoptosis o una
respuesta a estrés celular que esté provocando esta actividad. Con los resultados
obtenidos en este estudio, podemos pensar que los pobladores de Huautla, Morelos
presentan un mayor riesgo a la salud ya que una elevada frecuencia de MN esta
relacionada con procesos neopldsicos y enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo,
hacen falta realizar més estudios al respecto para fortalecer este escenario. Por lo que con
el presente estudio se aporta informacion acerca de como la utilizacion conjunta de
micronucleos con cambios nucleares, como método para analizar dafios genotoxicos y

citotoxicos, dan un panorama mas amplio de la magnitud del dafio presente en los
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individuos expuestos a As, ademds de ser uno de los pocos estudios que integran esta
metodologia en epitelio bucal para medir el dafio genotoxico a causa del As. También se
muestra que la utilizacion del epitelio bucal para estudios de genotoxicidad resulta de
gran utilidad y evidencia los dafos provocados por agentes clastogénicos y aneugénicos
como el As. Finalmente, cabe resaltar la importancia de realizar estudios como éste, en el
cual se abordan problemas de contaminacion ambiental con repercusiones en el dmbito

social dentro de zonas protegidas como la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla.
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VI1Il. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que € agua de la mina
“Pgjaro Verde’ en el poblado de Huautla, Morelos, esta contaminada por arsénico

y que los individuos muestreados estan expuestos a €l mediante este recurso.

La concentracién de arsénico encontrada en el agua de la mina “P§aro Verde’ y
en el depdsito del poblado de Huautla, Morelos, sobrepasan los limites méximos

permisibles establecidos por normas nacionales e internacional es.

La concentracion de arsénico en sangre periférica de los individuos expuestos
corrobora la exposicion a este metaloide, 1o que refuerza su utilizacion como

biomarcador de dosis interna.

En general, los cambios nucleares analizados en el epitelio buca (picnosis,
células binucleadas) de los individuos expuestos denotan alteraciones citotoxicas

—muerte celular y ateraciones en €l citoesguel eto- por parte del arsénico.
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la induccion de
dafo genético (micronlcleos y yemas nucleares) en epitelio bucal, de los
individuos expuestos en comparacion con los individuos controles. Ya que los
micronucleos son utilizados como un biomarcador de dafio temprano, podemos

decir que los individuos muestreados presentan un mayor riesgo alasalud.

Este es € primer estudio que refiere contaminacion por arsénico en la zona y

riesgo alasalud en pobladores expuestos.
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