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Resumen 
 

Los compuestos orgánicos volátiles (COV) son de gran interés en la toxicología, esto se debe a 
que están incluidos en una amplia gama de artículos (líquidos de limpieza, pinturas, adhesivos, 
solventes, etc.) y por lo tanto se encuentran diseminados en ambientes intramuros y 
extramuros, lo cual representa un riesgo a la salud de las poblaciones expuestas. Dicha 
exposición ha correlacionado epidemiológicamente con enfermedades humanas, por ejemplo, 
con algunos tipos de cáncer (leucemias, tumores cerebrales, cáncer de tiroides, etc.).   
 

Recientemente se ha descrito una situación compleja que involucra poblaciones humanas 
expuestas a COV. Dos ríos ubicados en la zona limítrofe de los estados de Tlaxcala y Puebla 
(México), reciben descargas domésticas e industriales sin previo tratamiento, como 
consecuencia, se ha deteriorado dramáticamente el ambiente  y se han registrado casos de 
enfermedades en los habitantes de la zona que podrían estar relacionadas con la 
contaminación en los ríos, como leucemia en menores. En un estudio llevado a cabo en la 
zona se encontró que los principales contaminantes de los ríos son el cloroformo (CLF), el 
diclorometano (DCM) y el tolueno (TOL); en este mismo estudio se llevó a cabo un 
biomonitoreo con los habitantes que viven cerca de las descargas y se encontró un incremento 
en la frecuencia de micronúcleos (biomarcador de daño genotóxico), lo que sugiere que los 
contaminantes de los ríos podrían ser responsables del daño en los pobladores.   
 
Los COV encontrados en los ríos (CLF, DCM y TOL) son contaminantes ubicuos que se 
encuentran en el aire de ambientes urbanos, en industrias y sitios de desecho. Estos COV han 
sido ampliamente estudiados, se sabe que son absorbidos en los pulmones y son 
transportados a través del torrente sanguíneo a todos los órganos, produciendo daño 
principalmente en hígado, riñones y cerebro. Los efectos tóxicos de estos contaminantes están 
mediados por su biotransformación, la cual se lleva a cabo principalmente por enzimas de 
citocromo P450 (P450) y glutatión S-tranferasas (GST). Los metabolitos resultantes de esta 
biotransformación son electrófilos que pueden reaccionar con biomoléculas como el ADN y 
formar aductos. Otro mecanismo de toxicidad que ha sido descrito  como un mecanismo 
secundario de daño a biomoléculas, es la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), 
las cuales pueden producir daño genotóxico e inducir citotoxicidad.  
 
A pesar de que se conoce mucho del mecanismo de toxicidad de estos COV, los resultados del 
estudio epidemiológico no pueden ser explicados satisfactoriamente, esto es porque todas las 
pruebas hechas en animales con los COV individuales son negativas para la prueba de 
micronúcleos. Este hecho nos llevó a plantear la posibilidad de que pudieran existir 
interacciones de los COV en mezcla y exacerbar sus efectos tóxicos.  
 
Para comprobar esta hipótesis, se propuso un diseño de exposición aguda (1 y 3 días), en 
donde se expusieron ratas jóvenes a CLF, DCM y TOL por separado y en mezcla. Una vez 
terminada la exposición, se evaluaron parámetros de metabolismo de xenobióticos (P450, 
CYP2E1, GST, GSTT1), estrés oxidante (GSH/GSSG, TBARS, enzimas antioxidantes), 
genotoxicidad (MNPCE, MHEP) y citotoxicidad (%PCE, índice mitótico).  
 
Los resultados obtenidos en este estudio muestran como los parámetros de metabolismo, 
estrés oxidante, genotoxicidad y citotoxicidad tienen comportamientos concertados. Por un lado 
cuando la defensa antioxidante puede contender con la exposición, existe una inducción en el 
metabolismo de xenobióticos, la proliferación celular es normal y existe una tendencia a que la 
genotoxicidad incremente. Por otro lado cuando la defensa antioxidante se rebasa, el 
metabolismo de xenobióticos se deprime y se observan más eventos citotóxicos que 
genotóxicos. Otro aspecto importante observado en el estudio, es que los compuestos 
administrados por separado no muestran el comportamiento obtenido en mezcla, por lo que se 
refuerza la hipótesis de la existencia de interacciones entre estos VOCs. 
  
El caso de los ríos Atoyac y Xochiac es sólo una muestra de la realidad que viven los ríos en 
nuestro país, el deterioro ecosistémico es tan grave que rebasa a todas las pruebas científicas 
que se pudieran aportar en torno a este caso. Es urgente que las autoridades responsables de 
velar por la integridad de estos espacios, asuman su compromiso ético y legal para detener y 
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revertir el impacto que la actividad industrial y doméstica ha tenido sobre la integridad de los 
ríos y el bienestar de sus habitantes.  

 

Abstract 

Volatile organic compounds (VOCs) are of major concern because they have a broad range of 
uses like extractants, dry-cleaning fluids, paints, coatings, adhesives, industrial solvents, etc. 
and hence, they are disseminated both in indoor and outdoor environments, representing a 
health risk for exposed populations. Exposure to VOCs seems to be important in the 
epidemiology of human diseases, in fact, positive correlations between VOCs emissions and 
incidence of some types of cancer (brain, thyroid, skin, pancreatic, etc.) have been found in 
environmental as well as occupational settings.  

A complex situation involving VOCs exposure was recently described in two rivers (Atoyac and 
Xochiac) of Tlaxcala (Mexico) that flow through inhabited areas where they receive discharges 
not only from domestic drainage but also from industries. The main VOCs registered in both 
rivers were chloroform (CLF), dichloromethane (DCM) and toluene (TOL). A biomonitoring study 
demonstrated that the inhabitants of the areas surrounding the rivers had an increased 
frequency of genotoxic parameters in their lymphocytes, like micronucleus (MN), suggesting an 
effect due to environmental exposure to the contaminants present in the rivers. 
 
CLF, DCM and TOL are ubiquitous pollutants found in urban air, workplaces and waste sites. 
These VOCs are absorbed via the lungs and are then transported by the bloodstream to all 
organs, leading to toxic effects mainly on liver, kidneys and brain. Toxic effects of CLF, DCM 
and TOL are mediated by their biotransformation, and the main families of enzymes involved in 
that process are cytochrome P450s (CYP) and glutathione S-transferases (GST). The 
metabolites produced during biotransformation are highly reactive electrophiles that are able to 
form irreversible covalent bonds with biomolecules like DNA, lipids, proteins, etc. Oxidative 
stress induced by these VOCs has been proposed to be an additional mechanism that can 
produce secondary biomolecular damage. 
 
Although the mechanism of toxicity of these VOCs is well understood, the results of 
epidemiological study cannot be explained satisfactorily, this is because all the tests done on 
animals with individual VOCs are negative for micronucleus test. This led us to consider the 
possibility that interactions between these VOCs may exist in a mixture and therefore 
exacerbate its toxic effects. 
 
In order to test this hypothesis, we design an acute exposure study (1 and 3 days), where 
young rats were exposed to CLF, DCM and TOL separately and in a mixture. After the 
exposure, xenobiotic metabolism parameters (P450 CYP2E1, GST, GSTT1), oxidative stress 
(GSH / GSSG, TBARS, antioxidant enzymes), genotoxicity (MNPCE, MHEP) and cytotoxicity 
(% PCE, mitotic index) were evaluated. 
 
The results obtained in this study show that the behavior of the metabolism, oxidative stress, 
genotoxicity and cytotoxicity is concerted. On the one hand when the antioxidant defense can 
contend with the VOCs exposure, there is an induction in xenobiotic metabolism, cell 
proliferation is normal and there is a tendency for an increased genotoxicity. On the other hand 
when it exceeds antioxidant defense, xenobiotic metabolism is depressed and more cytotoxic 
effects than genotoxic events are observed. Another important aspect observed in the study is 
that the compounds given alone do not show the behavior obtained in mixture, so that the 
hypothesis of the existence of interactions between these VOCs is reinforced. 
 
The case of Atoyac and Xochiac rivers is just a taste of the reality of the rivers in our country. 
Ecosystem deterioration is so severe that exceeds all scientific evidence that could bring about 
this case. It is urgent that those authorities responsible for ensuring the integrity of these areas, 
assume their ethical and legal obligation to arrest and reverse the impact that industrial and 
domestic activity has had on the integrity of rivers and welfare of its inhabitants. 
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Tabla de acrónimos y abreviaturas 
 
 
COV 

 
Compuestos orgánicos volátiles 

CYP2E1 Citocromo P450 2E1  
GSTT1 Glutatión-S-transferasa T1 
MNPCE Micronúcleos en eritrocitos policromáticos 
MNHEP Micronúcleos en hepatocitos 
CLF Cloroformo 
DCM Diclorometano 
TOL Tolueno 
ERO Especies reactivas de oxígeno 
GSH / GSSG Glutatión reducido / Glutatión oxidado 
P450 Citocromo P450 
GST Glutatión-S-transferasa 
TBARS Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico  
DEN Dietilnitrosamina 
tSO trans-stilbenóxido 
SOD Superóxido dismutasa 
GPx Glutatión peroxidasa 
Gred Glutatión reductasa 
CAT Catalasa 
EPA  Agencia de protección ambiental (siglas en inglés) 
IARC Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (siglas en 

inglés) 
OMS Organización Mundial de la Salud 
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1. Introducción.  
 

Importancia del agua 
 
La importancia del agua puede analizarse desde diferentes puntos de vista, si lo analizamos 
desde su abundancia, podemos decir que tres cuartas partes de la superficie de nuestro 
planeta está cubierto por agua [1], además es la sustancia más abundante en los seres vivos, 
representando aproximadamente el 70% del peso de la mayoría de los organismos [2]. 
 
Desde el punto de vista de la Ecología, podemos mencionar que la vida surgió en un medio 
acuoso y que el curso de la evolución ha sido moldeado por las propiedades químicas del agua 
[3], además la biodiversidad de nuestro planeta es sustentada en gran medida por este recurso 
natural. Si se analiza desde al punto de vista bioquímico, el agua juega un papel central en la 
maquinaria de la vida, es el medio donde se llevan a cabo las reacciones químicas de los seres 
vivos, determina el giro de la doble hélice del ADN y también determina el plegamiento de las 
proteínas y por tanto su actividad biológica, etc.[4]  
 
Analizado desde cualquier disciplina, el agua es el medio sobre el cual se sustenta toda 
nuestra realidad y por tanto su uso racional y su conservación son temas fundamentales para 
la preservación de todas las especies que habitan el planeta, incluyendo al hombre.  
 

Problemática mundial del agua 
 
Como se mencionó anteriormente, el agua cubre tres cuartas partes de la superficie terrestre, 
sin embargo para las actividades humanas, el “agua dulce” es la más importante. Se estima 
que el agua dulce disponible en el planeta representa el 2.5% del agua total, y tan solo el 0.3% 
se encuentra en ríos y lagos que es el utilizado por el hombre, el restante 2.2% se encuentra 
en glaciares y aguas subterráneas [1]. El agua dulce disponible en el planeta es suficiente para 
sostener a todos sus habitantes y a las especies que dependen de ella, sin embargo la mala 
administración de este recurso y la grave contaminación que aqueja a ríos y lagos ponen en 
riesgo la sustentabilidad de la vida en estos cuerpos de agua, así como a las estructuras 
sociales que el hombre ha creado [5].  
 
Existen diversos ejemplos alrededor del mundo donde se pone de manifiesto que las políticas 
globales han fallado en proteger a este recurso natural, a continuación se mencionan 
brevemente algunos de ellos: 
 
-  China: Cerca del 90% de los acuíferos en las ciudades de este país está contaminada, 

haciendo que cerca de 700millones de habitantes ingieran agua contaminada con desechos 
humanos y/o animales [6].  

 
- India: Alrededor del 30 % del agua residual es tratada antes de ser desechada, el resto 

termina en ríos, lagos y aguas subterráneas que proveen de agua de bebida a más de 60 
millones de personas. Otro problema es que la defecación a cielo abierto sigue siendo 
aceptado socialmente, incluso 100 millones de habitantes de la India no poseen inodoro. La 
Organización Mundial de la Salud estima que 700, 000 personas mueren a causa de diarrea 
en India [6].  

 
- Rusia: A pesar de que Rusia posee el lago más largo y profundo del planeta, el cuál alberga 

el 20% del agua dulce superficial del planeta, este país enfrenta también una crisis por el 
vital líquido. En las poblaciones más densamente pobladas de este país entre el 35 y el 60% 
del agua potable no tiene la calidad suficiente, esto como resultado de la elevada 
industrialización [6].  

 
- Estados Unidos: Este país enfrenta un grave problema de sobre explotación de sus 

recursos, de hecho los lagos Mead y Powell (las mayores reservas de agua en este país) se 
encuentran a la mitad de capacidad y se estima que queden secos en 20 años [6]. 
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El desafío que actualmente enfrenta la humanidad en el tema de gestión y protección del agua 
podría agravarse en el largo plazo si no se toman las medidas necesarias. Las proyecciones 
hacia el 2050 estiman que la población mundial pase de 7 mil millones de personas a más de 9 
mil millones y se  proyecta  que  la  economía  mundial  crezca  casi  cuatro  veces,  con  una  
creciente  demanda  de energía  y  de  recursos  naturales [7].  
 

Problemática del agua en México 
 
En México existe una grave problemática de abastecimiento y calidad del agua, se estima que 
105 de los 605 acuíferos del país son sobre-explotados [8] y esto aunado con el continuo 
crecimiento poblacional y las demandas del desarrollo industrial,  han provocado una 
disminución importante de la cantidad de agua disponible per cápita, pasando 
10,000m3/persona /año en 1970, a 4028 m3/persona /año en 2012 [9]. La disponibilidad de 
agua per cápita que actualmente existe en el país es considerado como un valor bajo y en años 
de escaza precipitación se considera peligroso. Es importante resaltar que la disponibilidad de 
agua que existe en el país puede variar dependiendo del número de pobladores en la región, 
de la cantidad de agua de lluvia y de la temperatura ambiental. En la tabla 1.1 se resumen los 
datos para la disponibilidad de agua per cápita que en 2005 tenían las distintas Regiones 
Hidrológicas Administrativas (RHA) del país. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los valores de la tabla fueron tomados de [8] 
 
 
Además de la disponibilidad, otro grave problema que enfrenta el país es la contaminación que 
sufren los cuerpos de agua, en el país existen alrededor de 5150 sitios para el monitoreo de la 
calidad, los cuales se encuentran distribuidos en las trece RHA [9]. Los sitios de la red para el 
monitoreo, incluyen seis redes específicas: cuerpos superficiales, aguas subterráneas, estudios 
especiales, zonas costeras, descargas superficiales y descargas subterráneas. 
 
La calidad de agua se clasifica como excelente, buena, aceptable, contaminada y muy 
contaminada en base a tres indicadores: la Demanda Bioquímica de Oxígeno a cinco días 
(DBO5), la demanda química de oxígeno (DQO) y los sólidos suspendidos totales (SST) [9]. 
 
 

Tabla 1.1. Disponibilidad de agua por Región Hidrológica Administrativa  

RHA Disponibilidad Categoría 

I Península de Baja California 1282 Muy baja 

II Noroeste 3099 Baja 

III Pacífico Norte 5858 Media 

IV Balsas 2666 Baja 

V Pacífico Sur 7740 Media 

VI Río Bravo 1333 Muy baja 

VII Cuencas Centrales del Norte 1710 Muy baja 

VIII Lerma-Santiago-Pacífico 1791 Muy baja 

IX Golfo del Norte 4632 Baja 

X Golfo Centro 10464 Alta 

XI Frontera sur 24199 Muy Alta 

XII Península de Yucatán 7885 Media 

XIII 
Aguas del Valle de México y 
Sistema Cutzamala 

186 
Extremadamente 

Baja 

  Nacional 4094 Baja 
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Los tres indicadores utilizados para medir la calidad del agua son muy generales y por tanto no 
son específicos, lo que limita la caracterización de la contaminación de los cuerpos de agua.  
A continuación se definen brevemente los tres parámetros de calidad de agua: la DBQ5 es una 
medida semicuantitativa de la cantidad de materia orgánica fácilmente biodegradable que 
contiene una muestra de agua [10]; la DQO representa la cantidad de materia orgánica e 
inorgánica en un cuerpo de agua susceptible de ser oxidada por un agente oxidante fuerte (Ej. 
K2Cr2O7) [11]; finalmente, los SST son sólidos sedimentables, constituidos por materia orgánica 
en suspensión y/o coloidal, que son retenidas en un elemento filtrante [12]. 
 
El último informe de calidad de agua superficial mostró que en promedio el 12% de los puntos 
de monitoreo se consideran contaminados o fuertemente contaminados para el parámetro de 
DBO5 este promedio abarca un rango desde 0% (RHA VII y XII) hasta 23% (RHA I) [9]. En lo 
que respecta el parámetro de DQO, el 32% de los sitios de monitoreo están contaminados, 
teniendo un rango de 1.5% (RHA XII) hasta 70% (RHA I). Por último, considerando el 
parámetro de SST, tenemos una calidad de agua inaceptable en un promedio del 7% de los 
sitios evaluados, los rangos van desde 1% (RHA III) hasta 23% (RHA V) (Figura 1.1).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1.  A) Se muestran los porcentajes de calidad de agua inaceptable registrados en el último 
monitoreo (2012) de las aguas superficiales en el país (B) Ubicación geográfica de las 13 RHA en el país. 
La figura fue creada tomando los valores de [9]   
 
 
Con el objetivo de preservar la calidad del agua, se construyen plantas de tratamiento de aguas 
residuales para su posterior descarga a los ríos y cuerpos de agua. Al 2012, se encontraban en 
operación 2342 plantas en el país, que son capaces de tratar 99.8m3/seg de descargas 
municipales, lo que representa el 47.5% del flujo total de aguas de desecho [8], [9]. Sin 
embargo, este número de plantas es insuficiente, ya que se estima que entre descargas 
municipales e industriales se generan alrededor de 12 millones de toneladas de materia 
orgánica al año (medida como DBO5) y las plantas de tratamiento tan sólo remueven el 17% de 
los desechos. Otro aspecto a destacar de las descargas en los cuerpos de agua además es 
que las descargas municipales son recolectadas en sistemas de alcantarillado, donde son 
dirigidas a plantas de tratamiento, mientras que las descargas industriales son descargadas 
idirectamente a los cuerpos receptores de propiedad nacional [8], [9]. 
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El deterioro de los cuerpos de agua en México es evidente y existen numerosos ejemplos ello: 
el Río Papaloapan (Veracruz) recibe la descarga de dos ingenios azucareros, además de 
desechos municipales, provocando la muerte de miles de peces y afectando gravemente el 
ecosistema [13][14]; el Río Santiago (Guadalajara) recibe descargas de 159 industrias, en 
muestras de los sedimentos se han encontrado residuos tóxicos como hidrocarburos 
aromáticos policíclicos, benzaldehídos, xilenos, furanos, metales pesados, etc [15].; el último 
caso de gran impacto que se tiene registrado en el país es el que ocurrió el pasado 7 de agosto 
del 2014, cuando la minera de Grupo México derramó accidentalmente 400mil m3 de sulfato de 
cobre acidulado, lo que contaminó aproximadamente 190km del Río Sonora con una gran 
cantidad de metales pesados [16]. Estos son sólo algunos ejemplos de la realidad que viven los 
cuerpos de agua en nuestro país, donde es evidente que las políticas públicas han fallado en 
proteger los recursos naturales de México. 
 
Calidad de agua y salud 
 
Además del impacto sobre los ecosistemas, la contaminación del agua afecta la salud de las 
personas que usan esta agua o que simplemente viven cerca de algún cuerpo de agua 
contaminado. Existen diversos tipos de contaminación del agua, estos contaminantes pueden 
clasificarse en macro-contaminantes, micro-contaminantes y patógenos [17]. De los tipos de 
contaminación, el que tiene el mayor impacto en la salud humana es la presencia de patógenos 
en el agua de bebida, se estima que la carencia de agua segura y la falta de saneamiento 
cobra la vida de 1.6 millones de personas en el mundo cada año, de los cuales el 90% son 
niños menores de 5 años [18]. Dentro de los principales patógenos que contaminan el agua de 
bebida se encuentra Salmonella typhimurium, S. paratyphi, Giardia lamblia, virus de la hepatitis 
A y E, Cryptosporidium parvum, Campylobacter jejuni, Escherichia coli. Vibrio cholera, etc[17].   
 
Los macro-contaminantes se encuentran en concentraciones elevadas en el agua (mg/L) e 
incluyen nutrientes como especies de nitrógeno y fósforo, así como constituyentes orgánicos 
naturales. La elevada concentración de estos nutrientes puede llevar a un incremento en la 
producción de biomasa y consumir el oxígeno disuelto (lo que destruye el equilibrio 
ecosistémico), además de favorecer la proliferación de algas tóxicas que producen sustancias 
muy peligrosas para el ser humano [19].  
 
Finalmente, los micro-contaminantes que se encuentran en concentraciones a nivel de trazas 
(ng/L), estos compuestos están constituidos por sustancias inorgánicas (metales pesados,  
metaloides) y moléculas orgánicas de muy diversas estructuras. Los contaminantes inorgánicos 
pueden tener diferentes efectos en la salud de las personas, por ejemplo, el mercurio (Hg) y el 
plomo (Pb) son neurotóxicos, mientras que el cadmio (Cd) y el arsénico (As) son cancerígenos 
[20]. En lo que respecta a los contaminantes orgánicos se pueden presentar pesticidas que son 
bioacumulables (Ej. DDT), algunos fármacos que son disruptores hormonales y que pueden 
alterar el equilibrio ecológico, también se pueden encontrar compuestos volátiles que pueden 
entrar en fase gaseosa y ejercer su acción tóxica a grandes distancias del punto de descarga 
[21], por ejemplo el benceno que es un compuesto comúnmente encontrado en ríos que 
reciben desechos industriales y que es un cancerígeno.     
 

 
2. Antecedentes 

 
Caso  de los ríos Atoyac y Xochiac 
 
La contaminación de los ríos Atoyac y Xochiac, es un caso complejo de exposición a COV, 
donde se ven comprometidos tanto la integridad ecológica como la salud humana. Estos ríos 
se ubican en la subregión de la  Cuenca del Alto Atoyac perteneciente a la región hidrológica 
del Balsas; a su vez, estos ríos atraviesan los estados de Puebla y Tlaxcala en la subregión del 
alto Balsas (Fig. 2.2 A). Dicha región se caracteriza por ser una zona de transición rural-
urbana, en la cual se llevan a cabo  tanto actividades industriales (petroquímica, empresas 
textiles, fábricas de químicos aromáticos para la industria alimenticia, actividades metalúrgicas) 
como agrícolas que requieren gran cantidad de agua [22]. 
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El interés por estudiar la contaminación en estos ríos se originó por la denuncia del surgimiento 
de enfermedades en las comunidades cercanas a las descargas industriales. Las 
enfermedades presentes en las comunidades que motivaron la denuncia son leucemia, 
púrpura trombocitopénica y anemia. El registro de los casos de leucemia mostró que la 
incidencia de esta enfermedad está muy por arriba de la incidencia nacional y mundial, en 
México la incidencia de leucemia es de 2.7 casos /100mil habitantes, en el resto del mundo la 
incidencia es de 10 casos (5 hombres/5mujeres) /100mil habitantes en un rango de edad de 0-
44 años [23]. En el caso de las localidades de estudio el rango de incidencia es de 1812-50 
casos / 100mil habitantes (Tabla 1.2) 
 
Tabla 2.1. Incidencia de Leucemia en las comunidades cercanas al Río Atoyac 
 

Comunidad (Clave) 
Número de habitantes 

(2010)* 
Casos de 

Leucemia** 
Incidencia de leucemia 

(casos/100mil habitantes) 

San Baltazar (0058) 331 6 1812,7 

Tepetitla (019) 8316 5 60,1 

Villa Alta (0009) 5974 3 50,2 

San Mateo Ayecac (0007) 3366 2 59,4 
 
*Datos tomados de SEDESOL referencia [24]  
**Registro de casos tomado de referencia [25] 
 
Es importante mencionar que el registro histórico de los casos de leucemia se realizaron desde 
la década de los 90’s y hasta el año 2003, por lo que los datos de incidencia que aquí se 
presentan deben ser tomados sólo como una aproximación, ya que la incidencia de la 
enfermedad tiene variaciones dependiendo del crecimiento demográfico. Por lo tanto es crucial 
la caracterización año con año de la aparición de nuevos casos y la prevalencia de la 
enfermedad en las diferentes comunidades con la finalidad de tener comparaciones más 
precisas. 
 
Con el objetivo de caracterizar la zona de contaminación, se evaluó la calidad de agua de los 
ríos, los contaminantes presentes en ellos y se llevó a cabo un biomonitoreo en los pobladores 
para estudiar si realmente existía una afectación en la salud de los pobladores producida por la 
contaminación de los ríos [25]. Las principales fuentes de contaminación (Fig.2.2 B) en la 
Cuenca Alta del Atoyac proceden de las descargas de origen doméstico y público que 
constituyen las aguas residuales de origen municipal, residuos sólidos (basura) y las descargas 
de aguas residuales de origen industrial  (de los corredores industriales Quetzalcóatl, 
Huejotzingo e Ixtacuixtla) (Dictamen de la Cámara de Diputados, expediente 792) [26]. 

 
Mediante una caracterización ambiental se constató la existencia de problemas de 
contaminación en la Cuenca del Alto Río Atoyac [22][25][27]. Entre los contaminantes que se 
identificaron en el río se encuentran: grasas y aceites por encima de los límites permitidos; 
sólidos suspendidos y sedimentados y una demanda bioquímica de oxígeno que supera los 
límites máximos; compuestos como fluoruros, diclorometano (DCM), tolueno (Tol) y cloroformo 
(CLF) en concentraciones elevadas; también materia orgánica. Todo lo cual disminuye el 
oxígeno necesario para sustentar la vida acuática normal (Dictamen de la Cámara de 
Diputados, expediente 792). 
 
A través de un biomonitoreo realizado en los habitantes de algunas poblaciones cercanas a las 
zonas de descarga industrial hacia los ríos Atoyac y Xochiac se detectó un incremento 
significativo en el daño genotóxico (daño al material genético) dos veces mayor que el 
encontrado en individuos que viven en la ciudad de México [27] (Figura 1.3). Lo anterior reveló 
una asociación positiva entre la exposición ambiental a los contaminantes presentes en los ríos 
y el daño genotóxico evaluado (micronúcleos).  
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Debido a que los residentes de la zona no usan más esta agua de estos ríos para el riego de 
sus parcelas y ya que no efectúan actividades recreativas como la pesca o la natación en estos 
ríos, se consideró que la vía de exposición más probable sería la aérea, de tal forma que los 
candidatos a ser los responsables del daño genotóxico encontrado en los pobladores, eran los 
COV detectados en los ríos. Los COV que se encontraron recurrentemente a lo largo de los 
ríos fueron el CLF, DCM y TOL. 
 

 

 

 

 

 

Los micronúcleos como biomarcador de daño genotóxico 
 
Con la finalidad de entender la asociación entre la frecuencia de micronúcleos (MN) y la 
contaminación de los ríos es esencial profundizar en los mecanismos que dan lugar a la 
formación de estos corpúsculos celulares. Está bien establecido que los MN principalmente se 
originan de fragmentos cromosómicos acéntricos (eventos clastogénicos) o cromosomas 
completos que no pueden ser incorporados en los núcleos de células hijas durante la mitosis 
(eventos aneugénicos). Estos cromosomas o fragmentos son eventualmente envueltos por una 
membrana nuclear y por tanto son morfológicamente similares al núcleo principal, con 
excepción de que el tamaño del MN es menor [28].   

Figura 2.1. A) Ubicación geográfica  de las áreas de los 
estados de Puebla y Tlaxcala pertenecientes a la 
subregión de la Cuenca del Alto Atoyac, así como la 
ubicación aproximada del Río Atoyac. B) Mapa donde se 
muestra la ubicación de las principales fuentes de 
contaminación industrial de los ríos Atoyac y Xochiac en la 
zona de la Cuenca Alta del Atoyac: 1) Complejo 
Petroquímico Independencia, 2) Corredor Industrial 
Quetzalcoatl, 3) Corredor Industrial Ixtlacuixtla y 4) 
Corredor Industrial Huejotzingo. Adicionalmente se indican 
los nombres de las poblaciones vecinas (títulos en 
naranja). La línea punteada indica el límite político entre 
Puebla (lado izquierdo) y Tlaxcala (lado derecho). 
(Modificado de [27]) 

Figura 2.2. Imágenes de algunos tipos de daños 
genotóxicos identificados en la evaluación de linfocitos 
de los habitantes con viviendas cercanas a los ríos 
Atoyac y Xochiac. Tomado y modificado de ref [27]. 
(A) Linfocito con micronúcleo; (B) Linfocito con 
gemación de cromatina; (C) Linfocitos con puente 
nucleoplásmico. 

A B 
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Formación de fragmentos acentricos 
 
Los fragmentos de cromosomas acentricos pueden originarse por múltiples vías. Los estudios 
con radiación han demostrado que los rompimientos de la doble cadena de ADN que no son 
reparados, pueden llevar a la formación de fragmentos cromosómicos [29]. Otro mecanismo de 
formación de MN incluye la reparación simultanea por escisión de bases dañadas (ej 8-oxo-
desoxiguanosina) o bases inapropiadas  incorporadas en el ADN (Ej. uracilo)[30]. Estos 
eventos de reparación simultánea por escisión de bases, lleva a rompimientos de doble cadena 
en el ADN y por tanto a la formación de MN [31]. Este proceso de formación de MN se induce 
cuando las células se exponen a compuestos que forman aductos con el ADN[28].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.3. Mecanismo de formación de micronúcleos a partir de fragmentos acéntricos. (A) Cuando un compuesto 
ajeno al organismo (xenobiótico) entra a la célula, puede ser metabolizado por diversos sistemas enzimáticos, dentro 
de los cuales el más importante es el citocromo P450 (P450). Este sistema enzimático se encarga de oxidar a los 
xenobióticos en una reacción dependiente de NADPH (1), esta oxidación forma un centro nucleofílico el cuál es muy 
reactivo y en algunas ocasiones puede formar enlaces covalentes (aductos) con diversas biomoléculas, incluido el ADN 
(2). Otro mecanismo que puede dañar al ADN es la formación de especies reactivas de oxígeno (ERO), el radical 
superóxido (O2

●-) es considerado como la ERO primaria, esto debido a que da origen al resto de las ERO, dicho radical 
es formado en diversos sistemas enzimáticos donde hay transferencia de electrones (3). El radical superóxido es 
convertido en peróxido de hidrógeno (H2O2) por la superóxido dismutasa (SOD) (4) y finalmente del H2O2 es 
desintoxicado por diversas enzimas (5) tales como la catalasa (CAT) o la glutatión peroxidasa (GPx). Es importante 
destacar que glutatión (GSH) es un agente reductor muy importante en la desintoxicación de ERO y que su ciclo redox 
depende de la glutatión reductasa (GRed) (6). Cuando la formación de H2O2 rebasa la capacidad antioxidante y no es 
desintoxicada, entonces puede reducirse para formar al radical hidroxilo (HO) el cuál es una ERO muy dañina para la 
célula y puede formar aductos con el ADN (8). Los aductos formados por los xenobióticos nucleofíl icos o por las ERO 
pueden producir rompimientos de doble cadena al intervenir el sistema de reparación por escisión de bases (C). Otro 
mecanismo de producción de rompimientos de la doble cadena es por radiación ionizante (D). Finalmente la 
producción de rompimientos en el ADN puede dar lugar a la formación de MN durante la división celular (E).  
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Formación de MN por cromosomas mal segregados 
 
Los MN presentes en linfocitos de personas sanas que no están expuestas a genotoxinas, 
usualmente tienen su origen en eventos de pérdida de cromosomas completos. Existe un 
incremento en los MN relacionado con la edad y es generalmentemayor en mujeres que en 
hombres. Los cromosomas sexuales contribuyen a la mayoría de los eventos de pérdida de 
cromosomas, en mujeres, el cromosoma X representa el 72% de los MN observados y se ha 
sugerido que esto se debe a la inactivación de dicho cromosoma [32].  
 
Un posible mecanismo que explica la formación de micronúcleos por una mala segregación 
cromosómica es la hipometilación de la citosina en la secuencias centroméricas y 
pericentroméricas [28]. El ensamblaje de las proteínas del cinetocoro a los centrómeros se ve 
afectado por el estatus en la metilación de la citosina, así como en la metilación de las histonas 
[33]. Dado el papel central de las proteínas del cinetocoro en el ensamblaje de los cromosomas 
al huso acromático, es posible que las mutaciones que afecten al cinetocoro o a las 
interacciones con los microtúbulos puedan causar la formación de MN por la pérdida de 
cromosomas durante la anafase [28].   

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Propiedades de los  COV hallados en los  ríos Atoyac y Xochiac 

 Cloroformo 
 
Propiedades fisicoquímicas 
 
El CLF es un compuesto trihalogenado, no polar (log Kow ≈ 2),  volátil y estable (t1/2 en aire = 
80 días). A temperatura ambiente el CLF es un líquido denso (1.48g/mL), incoloro, no flamable, 
poco soluble en el agua y miscible en solventes orgánicos [34].  
 
Tabla 2.2. Recopilación de algunas características fisicoquímicas del cloroformo [34], [35]. 
 

 

Fórmula 
química 

Peso 
Molecular 

Fuentes de 
exposición 

Clase  
Química 

Clase de 
volatilidad 

P. de vapor 
(mm Hg

25°C
) 

Punto de 
ebullición 

Solubilidad 
en agua 

(g/L a 25°C) 

 
CHCl3 

119.4 

Cloración de 
agua; 

Industria 
química 

Hidrocarburos 
halogenados COV 197 62 8 

Figura 2.4. Formación de micronúcleos por pérdida de 
cromosomas completos. (A) La hipometilación del ADN 
centromérico o de las histonas del cinetocóro, puede provocar 
que las fibras del huso acromático no se ensamblen 
correctamente. (B) El mal ensamblaje del huso acromático 
puede provocar una segregación incorrecta de los cromosomas 
durante la mitosis y dar origen a un micronúcleo.  
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Fuentes de exposición 
 
El cloroformo tiene múltiples usos industriales, por ejemplo como intermediario en reacciones 
químicas, como solvente o como extractor de sustancias no polares, por lo tanto existen 
personas expuestas laboralmente durante la síntesis y manipulación del CLF. Sin embargo, la 
fuente de exposición más común al CLF es el agua, esto se debe a que durante la cloración del 
agua se forman diversos compuestos halogenados, siendo el cloroformo el compuesto más 
abundante [36].  
 
El CLF se forma por la reacción del hipoclorito con la materia orgánica, por ejemplo, se ha 
descrito que el ácido cítrico, presente materia orgánica (frutas, hojas, fluidos humanos) y 
productos industriales (shampoos, detergentes, aditivos, etc.), pueden ser precursores 
importantes para la formación de CLF [37]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
La formación de CLF depende de varios factores como la temperatura, el pH, la presencia de 
metales y la concentración de cloro. En general a mayor temperatura, mayor pH, mayores 
concentraciones de cloro [38] y en presencia de cobre [37], la formación de cloroformo puede 
ser más eficiente. 

Efectos tóxicos 
 
La IARC y la EPA clasifican al cloroformo como posible carcinógeno humano (Grupo 2B) [39] 
ya que existen evidencias suficientes de cáncer de hígado y riñón para roedores [40]. Los 
principales efectos tóxicos que causa el cloroformo se muestran en la tabla 2.2. 
 
Tabla 2.3. Clasificación de algunos efectos que causa la exposición a cloroformo [40][41]. 
 

Tipo de efecto  Daños 

Cancerígeno 
- Produce cáncer de colon y vejiga. 
 
- Produce quistes en hígado y carcinoma hepático  

Otros 
  

 
 
- En humanos se ve afectado el sistema nervioso central (SNC), 
el hígado y los riñones. Además causa fatiga, mareos, dolor de 
cabeza y arresto respiratorio. 
 
- Produce bajo peso del producto al nacer, así como muerte o 
malformaciones congénitas. Hepatitis tóxica en hijos de mujeres 
expuestas. 
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Figura 2.5. Mecanismo de formación del cloroformo a partir del ácido cítrico y el ácido 
hipocloroso [37]. Se ha descrito que el cloroformo puede formarse a partir de la reacción entre la 
materia orgánica y el hipoclorito durante el tratamiento del agua. En esta figura se muestran algunos 
intermediarios en la formación del cloroformo a partir del ácido cítrico y el ácido hipocloroso.  
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Toxicocinética: Absorción, Distribución, Metabolismo y Excreción. 
 
El CLF se encuentra presente en el ambiente como resultado de la actividad industrial y la 
cloración del agua, por lo tanto el cloroformo se encuentra principalmente en agua potable, 
piscinas, descargas municipales e industriales. Una vez ocurrida la exposición, el CLF llega a 
torrente sanguíneo (proceso de absorción), mediante  la vía oral (ingestión), inhalatoria (ducha) 
o dérmica (natación), distribuyéndose en todo el organismo, principalmente en tejiiido adiposo, 
hígado y riñón [42], estos dos últimos órganos son considerados como órganos blanco[43]. 
 
El CLF puede ser metabolizado en otros compuestos químicos  (metabolitos), a través de 
reacciones mediadas por enzimas en los diferentes órganos. El hígado es el principal órgano 
donde se lleva a cabo el metabolismo del CLF por enzimas de P450, principalmente la isoforma 
CYP2E1 (Fig.2.5). El fosgeno es un metabolito del CLF que posee una alta reactividad y puede 
causar efectos tóxicos al unirse covalentemente a biomoléculas como proteínas, lípidos, 
glutatión, etc. Algunos otros metabolitos del cloroformo pueden ser excretados del cuerpo 
mediante la exhalación, y sólo una menor parte mediante la orina y heces [44]. 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Diclorometano 
 
Propiedades fisicoquímicas 
 
El diclorometano es un compuesto orgánico cuya presencia en el ambiente se atribuye 
principalmente a la actividad industrial. Entre sus características fisicoquímicas (tabla 2.3), la 
que determina su rango de uso es su propiedad como solvente [45]. 
 
 
 

Tabla 2.4. .Descripción de algunas características fisicoquímicas del diclorometano [35][46].  
 

Fórmula 
química 

Peso 
Molecular 

Fuentes Clase  química 
Clase de 

volatilidad 

Presión de 
vapor 

(mm Hg a 
25°C) 

Punto de 
ebullición 

Solubilidad en 
agua 

(g/L a 25°C) 

 
CH2Cl2 

84.9 Industria química: 
solvente 

Hidrocarburo 
halogenado VVOC 435 40 13.2 

 
 

Figura 2.6. Metabolismo del cloroformo a fosgeno: El 
cloroformo es trasformado en triclorometanol por la familia 
de enzimas CYP, principalmente por la isoforma CYP2E1 
y posteriormente sufre una deshalogenación espontánea 
para producir fosgeno, el cual al hidrolizarse produce 
dióxido de carbono (CO2) que se elimina por exhalación. 
La proporción de fosgeno que no se convierte en CO2 
puede unirse a proteínas y lípidos. Sin embargo tras tener 
una deshalogenación reductora puede formar conjugados 
con el glutatión (GSH), generando así  intermediarios 
mutagénicos como el diglutationil ditiocarbonato. 



 16  

 

Efectos tóxicos 
 
El diclorometano es una sustancia tóxica clasificada por la IARC como posible carcinógeno 
humano [39] debido a que se cuenta con evidencias suficientes para roedores [47]. Los 
principales efectos tóxicos que causa el diclorometano se muestran en la tabla 2.4 
 

Tabla 2.5. Clasificación de algunos efectos que causa la exposición a diclorometano [47][48]. 
  

Tipo de efecto  

 
Cancerígeno Produce carcinoma hepático. 

Otros 
 

Afecta el SNC, la actividad motora, la estructura hepática (infiltración grasa); 
disminuye la respiració. En humanos causa mareos, náusea, entumecimiento y 
adormecimiento de los dedos de pies y manos, entorpecimiento, embriaguez, pérdida 
de la consciencia, irritación y quemaduras de los ojos y daño a la córnea (Wilson, 
2000).También produce aumento de la enfermedad coronaria e  infartos al miocardio, 
así como un aumento de carboxihemoglobina. 
 
Produce anormalidades de los espermatozoides y disminución en la calidad del 
semen. Provoca pequeños efectos en peso materno y del feto. 

 
 
Toxicocinética: Administración, Distribución, Metabolismo y Excreción 
 
La vía de exposición más común para el diclorometano es la inhalatoria, aunque también 
puede ser dérmica  o por ingestión. En general, la absorción sucede de manera rápida y la 
distribución se dirige  mayoritariamente al hígado, tejido graso, riñón, cerebro y pulmones; sin 
embargo, no se presenta una acumulación significativa en los tejidos [46]  . 
 
En cuanto al metabolismo de éste VOC es relevante mencionar que puede ser biotransformado 
mediante las enzimas CYP (en particular CYP2E1) o mediante la enzima Glutatión-S-
Transferasa Theta 1 (GSTT 1-1) (Fig.2.6). Ambas  vías metabólicas producen metabolitos 
tóxicos (Ej. dióxido de carbono, monóxido de carbono y formaldehído) [49]. La preferencia por 
la vía metabólica depende de las concentraciones a las que el organismo se encuentre 
expuesto.  La vía de CYP ocurre con mayor frecuencia a bajas concentraciones (<500ppm ≈ 
2mmol/kg), pero al aumentar la concentración (>500ppm), ésta vía se satura y se activa la vía 
de GSTT 1-1[50]. Al final, tanto  el diclorometano como sus metabolitos son excretados del 
cuerpo mayoritariamente mediante la exhalación y en una menor proporción mediante la orina 
y heces.  
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Figura 2.7. Metabolismo del DCM mediante la vía 
de CYP y de GSTT1-1: 1) La isoforma CYP2E1 
metaboliza el DCM en monóxido de carbono (CO) y 
CO2 a través de un intermediario reactivo: el cloruro 
de formilo. 2) La GSTT 1-1 interviene el metabolismo 
de fase II (reacciones de conjugación) ya que 
conjuga al GSH con DCM  para formar S-clorometil 
glutatión, el cual al ser deshalogenado origina 
formaldehído; a partir de éste  se produce  CO2, el 
cual a su vez será excretado del cuerpo.  
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 Tolueno  
 
Propiedades fisicoquímicas 
 
El tolueno es una sustancia incolora y con un olor distintivo, la cual es producida en el proceso 
de obtención de gasolinas y otros combustibles [51]. A continuación se muestra la tabla 2.5 con 
algunas características fisicoquímicas de este VOC. 
 
 
Tabla 2.6. Descripción de algunas características fisicoquímicas del tolueno [35] [52]. 
 

Fórmula 
química 

Peso 
Molecular 

Fuentes Clase química 
Clase de 

volatilidad 

Presión 
de vapor 
( mm Hg 
a 25°C) 

Punto de 
ebullición 

Solubilidad 
en agua 

(g/L a 25°C) 

 
C7H8 

 
 
 

92.1 

 
 

-Petróleo 
-solventes  
-gasolina 

 
 

Hidrocarburos 
aromáticos 

 
 

COV 

 
 

28.6 

 
 

111 

 
 

0.53 

 
 
Efectos tóxicos 
 
La IARC considera al tolueno en el grupo 3 como no clasificable carcinógeno para el hombre 
[39]. La EPA determinó que el tolueno no es clasificable por su carcinogenicidad [52]. Los 
principales efectos tóxicos que causa el tolueno se describen en la tabla 2.6. 
 
Toxicocinética: Administración, Distribución, Metabolismo y Excreción 
 
La manera más común en que el tolueno puede ingresar al organismo es después de haber 
una exposición por inhalación, contacto dérmico e ingestión de comida o agua contaminada. 
Cuando éste VOC es absorbido, se concentra principalmente en tejido adiposo, cerebro, 
pulmón y médula ósea; también se distribuye en hígado y riñón  en menor concentración. La 
bioacumulación se presenta en el tejido adiposo y médula ósea [52]. 
 
Generalmente, el organismo metaboliza al tolueno en compuestos químicos menos dañinos 
(Ej. ácido hipúrico) mediante enzimas de fase I (CYP) y fase II (Ej. Glutatión S transferasas o 
GSTs) (fig.2.6).  El ácido hipúrico es el metabolito mayoritario del  Tol, mientras que los 
metabolitos minoritarios según su orden decreciente de abundancia son: el conjugado 
glucoronil del ácido benzoico, los conjugados  de sulfatos y glucurónidos del cresol, el ácido S-
bencilmercaptúrico, y el ácido S-p-toluilmercaptúrico [53].  Un 75% del tolueno absorbido y sus 
metabolitos son  excretados dentro de las siguientes 12 horas mediante exhalación u orina [52]. 
 
 
Tabla 2.7. Clasificación de algunos efectos que causa la exposición a tolueno [51][52]. 

 

Tipo de efecto  

 
Cancerígeno 

 
No hay efectos cancerígenos 
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Sistémico 
 

El principal efecto es daño al cerebro. Ocasiona dolor de cabeza, mareos, 
somnolencia, incapacidad de concentración, confusión, debilidad, náusea, 
problemas para hablar, oír y ver; pérdida de memoria y del apetito; falta de 
control motriz. Causa irritación en las mucosas de nariz y garganta, así 
como en las conjuntivas oculares; provoca albuminuria y daño renal.  
Incremento de riesgo en abortos espontáneos; disminución de la hormona 
luteinizante, folículo estimulante y testosterona en machos. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudios de genotoxicidad 
 
En la tabla 2.7 se presentan algunos efectos genotóxicos reportados para el cloroformo, 
diclorometano y tolueno. De acuerdo con los datos de genotoxicidad conocidos para estos 
VOCs, se determina que:  
 
 El cloroformo es un mutágeno débil con un bajo potencial de interacción con el ADN, pues la 

mayoría de los ensayos de genotoxicidad tienen resultados negativos. Los resultados 
positivos de genotoxicidad se deben a la producción de metabolitos reactivos y a la 
alteración de la proliferación celular. 

 El diclorometano se  considera como un mutágeno débil en mamíferos, pues hay resultados 
contrapuestos. Su genotoxicidad depende de la capacidad que tenga cada tejido para  
metabolizar al DCM; ya que el metabolismo se lleva a cabo por GSTT1-1, los efectos 
genotóxicos serán diferentes dependiendo del fenotipo de GSTT1-1. 

 El tolueno se considera como no mutagénico y no genotóxico según la mayoría de 
resultados obtenidos in vivo e in vitro. 

 
 
 
 
 

Figura 2.8. Metabolismo del Tolueno: El primer paso de la vía 
metabólica ocurre mediante CYP2E1 que produce alcohol 
bencílico, el cual posteriormente originará al ácido benzoico. La 
mayoría de éste ácido es conjugado con glicina para formar el 
ácido hipúrico, y una pequeña porción puede conjugarse con el 
UDP-glucuronato para formar el acil-glucuronido. Entre el 1-5% del 
Tol absorbido es metabolizado  en cresol por la isoforma CYP1A2, 
el cual es conjugado con sulfatos o glucuronatos para ser 
eliminados vía orina.  
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Tabla 2.8. Efectos genotóxicos en humanos y animales (in vitro e in vivo) que son causados 
por los principales VOCs encontrados a lo largo del río Atoyac, Tlaxcala. 

 
 

VOC Organismo Tipo de estudio Efecto 

C
lo

ro
fo

rm
o

 

 
Humano 

 
In vivo 

Sin datos 

In vitro Incremento de intercambio de cromátidas hermanas en linfocitos. 

Animal (ratones, 
Saltamontes, rata) 

In vivo 

Incremento en frecuencia de intercambio de cromátidas hermanas en células 
de médula ósea de ratón; arresto mitótico en embriones de saltamontes. 
Inducción de micronúcleos en riñón e hígado de rata; daño cromosómico en 
médula ósea de rata. 

In vitro Mutaciones en células de linfoma ante activación metabólica. 

D
ic

lo
ro

m
e

ta
n

o
 

Humano 
        In vivo Sin datos 

In vitro 
Formación dosis-dependiente de aductos de formaldehído con ARN en 
hepatocitos. 

Animal (Hámster 
chino, ratones, rata) 

In vivo 

Detección de rompimiento de ADN en hígado y pulmón de ratones; 
rompimiento de ADN en hígado de rata; intercambio de cromátidas hermanas 
en linfocitos periféricos y células pulmonares de ratón; Producción de 
micronúcleos en eritrocitos periféricos de ratón; aberraciones cromosómicas 
en células de médula ósea y pulmón en ratón. 

In vitro 

Inducción de rompimiento del ADN en células ováricas de hámster y en 
hepatocitos de ratón; formación de aductos de formaldehído con ARN en 
hepatocitos de ratón, rata y hámster; aberraciones cromosómicas en hámster 
chino y en linfoma de ratón (Wilson, 2000). 

T
o

lu
e

n
o

 

Humano 
In vivo 

Incremento en la incidencia de rompimiento de cromátidas hermanas, 
micronúcleos e intercambio de cromátidas hermanas en trabajadores 
expuestos a tolueno y a otros compuestos; aberraciones cromosómicas en 
linfocitos periféricos (Dorsey, 2000). 

In vitro Sin resultados positivos 

Animal (saltamontes, 
rata) 

In vivo 
Arresto mitótico en saltamontes; aberraciones cromosómicas en células de 
médula ósea de rata (Dorsey, 2000). Inducción de micronúcleos en médula 
ósea en rata (Mohtashamipur, 1985). 

In vitro Sin resultados positivos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 20  

 

3. Planteamiento del estudio  
 
A pesar de que se conoce mucho sobre la toxicocinética de estos COV, los resultados de 
genotoxicidad en la literatura son contradictorios y demuestran baja actividad de cada 
compuesto por separado, de tal forma que nos planteamos la pregunta de si los eventos de 
genotoxicidad obtenidos en el monitoreo hecho en la zona del Atoyac podrían deberse a la co-
exposición a estos compuestos que al interactuar entre sí, podrían exacerbar los efectos 
tóxicos que se obtienen cuando la exposición es con los compuestos individuales, 
probablemente induciendo un estrés oxidante que a su vez contribuyera en aumentar la 
genotoxicidad.  
 
4. Hipótesis 
 

La co-exposición a tolueno, cloroformo y diclorometano inducirá  daño genotóxico mediado por 
la bioactivación y/o el estrés oxidante. 
 

5. Objetivos generales 
 

Evaluar el daño genotóxico, el metabolismo de xenobióticos y el estrés oxidante  en ratas 
expuestas a una mezcla de tolueno, cloroformo y diclorometano. 
 

6. Objetivos particulares 

 
- Aplicar la técnica de micronúcleos en médula ósea (MNPCE) y en hepatocitos (MNHEP) 

para evaluar los efectos genotóxicos de la mezcla. 
- Determinar la concentración de P450, así como la actividad de CYP2E1, GST y GSTT1 

como biomarcadores del metabolismo de xenobióticos.  
- Medir la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPx, y GRed), así como algunas 

moléculas como glutatión reducido/oxidado o TBARS, esto con el objetivo de caracterizar el 
posible estrés oxidante 

 
7. Diseño experimental 

 
Modelo animal 
 
Para todos los tratamientos se utilizaron ratas macho Wistar de tres semanas de edad (70-
120g), las cuales se aclimataron una semana a condiciones de 20ºC ± 2 y ciclos de luz / 
oscuridad de 12 horas, además tuvieron libre acceso al alimento y agua.    
 
Grupos de exposición  
 
Se utilizaron cuatro grupos de tratamiento (5 animales/grupo); tres grupos recibieron diferentes 
dosis de una mezcla de cloroformo (CLF), diclorometano (DCM) y tolueno (TOL), el cuarto 
grupo fue utilizado como control y recibió aceite de maíz (Tabla 3.1).   
 
Las dosis de la mezcla fueron basadas en la LD50 de cada componente, de tal manera que la 
dosis más alta corresponde al 10% de la LD50 y el resto de las dosis son diluciones sucesivas 
con un factor de 2.  
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Tabla 7.1. Grupos de tratamiento para la mezcla  
 

 

 
Adicionalmente cuatro grupos de ratas fueron tratados con diferentes compuestos que sirvieron 
como controles positivos para los diversos biomarcadores evaluados (Tabla 3.2).  

 
 

Tabla 7.2. Controles positivos 
 

Sustancia Dosis 
(mmol/kg 
de p.c.) 

Biomarcador 

Benceno (Ben) 128 MN en médula / CYP2E1 
Dietilnitrosamina (DEN) 0.979 MN en hepatocitos 
Tetracloruro de carbono (CCl4) 0.009 GSH/GSSG/MDA 
Trans-stilbenóxido (tSO) 2.03 CYP450/GSTT1 
 
 
Vía de administración 
 
Independientemente de la vía de exposición, el TOL, CLF y DCM, se distribuyen en el 
organismo y se metabolizan principalmente en hígado. Los efectos tóxicos de estos 
compuestos también son similares independientemente de la ruta de exposición, por ejemplo, 
el CLF produce aberraciones cromosómicas vía oral o intraperitoneal, también el TOL produce 
efectos neurotóxicos al administrarse de forma oral, i.p o inhalatoria.  
 
En el presente estudio se eligió la ruta intraperitoneal porque de esta forma aseguramos la 
dosis que recibe cada animal, se evita el metabolismo de primer paso y aseguramos una mayor 
concentración hepática, de esta forma intentamos asegurar la máxima respuesta en lo que se 
refiere a genotoxicidad 
 
Tiempos de exposición 
 
Con el objetivo de explorar diferentes escenarios de exposición se plantearon dos regímenes 
de exposición, dosis única y dosis repetida (1 dosis/24hrs/3días). Con el régimen de dosis 
única se intentó evaluar las primeras respuestas del organismo expuesto, y con el régimen de 
exposición de tres días se podría evaluar el efecto acumulado. 
 
Biomarcadores evaluados 
 
En este estudio se realizó una batería de pruebas para explorar el efecto de la mezcla de 
COVs, en la tabla 3.3 se resumen los biomarcadores evaluados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Grupo 
Tratamiento 

(mmol/kg de p.c.) 

CT Aceite (125L/Kg) 

                                                      TOL / DCM / CLM 
Dosis Baja (Mez B)   2.0 / 0.62 / 0.65 
Dosis Media (Mez M)   4.0 /1.25 / 1.30 
Dosis Alta (Mez A)   8.0 / 2.51 / 2.61 
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Tabla 7.3. Lista de biomarcadores evaluados en el estudio 
 

Parámetro Biomarcador (órgano) 

Metabolismo de xenobióticos 

- Niveles de P450 totales (hígado) 
- Actividad CYP2E1(hígado) 
- Actividad GST total (hígado) 
- Actividad GSTT1 (hígado) 

Estrés oxidante 

- TBARS (hígado) 
- Actividad de enzimas 

antioxidantes (hígado): SOD, 
GPx, Gred, CAT 

- GSH/GSSG (hígado) 

Genotoxicidad - MNPCE (médula) 
- MNHEP (hígado) 

Proliferación - %PCE (médula) 
- Índice mitótico (hígado) 

 
 
 
Sacrificio y preparación de muestras 
 
Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical 24hrs después de la última dosis de 
cada tratamiento. El hígado fue extirpado y enjuagado en KCl 0.15M frío. Dos pequeños 
fragmentos (0.25g aprox.) de cada hígado fueron obtenidos para evaluar genotoxicidad y 
citotoxicidad por un lado y por otro los niveles de glutatión reducido y oxidado (GSH/GSSG). El 
fragmento designado para la evaluación de genotoxicidad y citotoxicidad fue colocado en 7mL 
de formalina amortiguada al 10% hasta su uso, y el fragmento para la cuantificación de 
GSH/GSSG se congeló en hielo seco. El hígado restante se utilizó para la preparación de 
fracción microsomal y citosólica. Adicionalmente se extrajo la médula ósea del fémur para la 
evaluación de genotoxicidad en este órgano (Fig.3.i).   
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 7.1. Esquema de la estrategia 
experimental donde se ilustran los 
biomarcadores evaluados en cada 
órgano de interés. 
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8. Resultados 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo se presentan en unidades relativas, de tal forma que 
los grupos control tienen un valor unitario y la desviación estándar se tomó como el valor de la 
dispersión de los datos.  A continuación se presentan los resultados de todas las condiciones 
de tratamiento. 
 
 
 Estudio de los COV individuales 
 
Con el objetivo de reproducir los datos reportados en la literatura, se expusieron ratas macho 
Wistar al 10% de la LD50 reportado para cada COV durante 3 días. Bajo este régimen de 
tratamiento, se esperaba un incremento en la actividad de CYP2E1 para el caso de TOL y CLF, 
pero no se esperaban cambios en el estrés oxidante (niveles de GSH), ni en el daño 
genotóxico (MNPCE) para ninguno de los COV. Como puede observarse en la tabla 5.1, el 
contenido de P450 y la actividad de CYP2E1 son los parámetros más sensibles a la exposición 
por TOL y CLF. Por un lado, los niveles de P450 totales disminuyen aproximadamente un 25% 
para el caso de TOL, sin embargo, la actividad de CYP2E1 se incrementa ~50%, para el caso 
de TOL y CLF, mientras que al analizar la razón CYP2E1/P450 tenemos una inducción 
específica de casi el doble para estos mismos COV. En el caso de las ratas expuestas a DCM, 
no se encontró ninguna diferencia significativa en ninguno de los parámetros evaluados.  
 
Tabla 8.1. Resumen de resultados de la exposición individual a los COV  
 

Tratamiento P450 CYP2E1  CYP2E1 / P450 GSH MNPCE (‰) %PCE 

CT 1.00 ± 0.19 1.00 ± 0.21 1.00 ± 0.20 1.00 ± 0.28 1.5 ± 1.4 54.6 ± 18.0 
CLF 0.80 ± 0.11 1.47 ± 0.25* 1.84 ± 0.42* 1.41 ± 0.25* 1.0 ± 0.7 54.3 ± 30.5 
DCM 1.02 ± 0.14 1.28 ± 0.64 1.22 ± 0.58 1.15 ± 0.16 2.3  ± 1.6 59.5 ± 12.8 
Tol 0.74 ± 0.01* 1.54 ± 0.26* 2.05 ± 0.35* 1.23 ± 0.30 1.4 ± 1.1 82.5 ± 5.27* 

 
*p<0.05 vs CT, prueba de t-Student 
Los resultados de P450, CYP2E1, CYP2E1/P450 y GSH se están reportando en unidades relativas 
Los resultados de MNPCE y PCE se reportan en frecuencia (‰) y porcentaje (%) respectivamente 
 
 
 Estudio con la mezcla de COV. 
 
Enzimas del metabolismo de xenobióticos: Fase I y fase II 
 
Los resultados correspondientes al efecto de la mezcla de COV sobre el metabolismo de fase I 
y II de xenobióticos se presentan en la tabla 5.2, adicionalmente se presentan las gráficas de 
los biomarcadores de mayor interés, donde se contrastan los resultados obtenidos a 24 y 72hrs 
(Fig. 5.1). 
 
La actividad de las enzimas de fase I y fase II varía dependiendo del régimen de exposición, 
por un lado los niveles de P450 se mantienen constantes al exponer a los animales por única 
vez a la mezcla de COV, sin embargo, en exposición repetida los niveles de P450 muestran un 
efecto combinado, por un lado inducción en la dosis de 2.5% LD50 y por otro inhibición en la 
dosis de 10% LD50. En lo que respecta a la actividad de CYP2E1, se comporta similar a los 
niveles de P450, es decir, no hay cambios significativos en la actividad de CYP2E1 en el 
régimen de dosis única, pero en el régimen de dosis repetidas existe un incremento de la 
actividad en las dosis de 2.5 y 5% LD50 y para la dosis de 10% LD50, la actividad regresa a 
niveles basales. 
 
En cuanto a las enzimas de fase II, se puede observar que la mezcla de COV no induce la 
actividad de las GST totales, sin embargo, la isoforma GSTT1 se incrementa gradualmente 
hasta casi 4 veces cuando la exposición es única, mientras que en dosis repetidas, sólo hay 
una pequeña inducción en la dosis de 2.5% LD50.  
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Tabla 8.2. Enzimas del metabolismo de xenobióticos 
 

Tratamiento P450 CYP2E1 CYP2E1 / P450 GST GSTT1 

CT            (24hrs) 1.00 ± 0.14 1,00 ± 0,15 1.00 ± 0.26 1.00 ± 0.21 1.00 ± 0.15 
Mez 2.5    (24hrs) 0.97 ± 0.10 0,87 ± 0,11 0.89 ± 0.13 0.58 ± 0.17* 2.35 ± 1.35 
Mez 5       (24hrs) 1.12 ± 0.16 1,00 ± 0,12 0.89 ± 0.21 0.99 ± 0.13 3.28 ± 0.67* 
Mez 10     (24hrs)  0.93 ± 0.16 1,39 ± 0,34 1.44 ± 0.17* 0.73 ± 0.11* 3.91 ± 0.47* 

      CT            (72hrs) 1.00 ± 0.20 1.00 ± 0.27 1.00 ± 0.32 1.00 ± 0.11 1.00 ± 0.32 
Mez 2.5    (72hrs) 1.32 ± 0.17* 1.55 ± 0.21* 1.15 ± 0.18 0.99 ± 0.17 1.77 ± 0.39* 
Mez 5       (72hrs) 1.10 ± 0.19 1.85 ± 0.30* 1.63 ± 0.13* 1.10 ± 0.14 1.18 ± 0.49 
Mez 10     (72hrs) 0.76 ± 0.15* 1.00 ± 0.20 1.28 ± 0.17 1.07 ± 0.16 1.04 ± 0.33 

      tSO 1.56 ± 0.12* 1.89 ± 0.09* 1.17 ± 0.07 1.14 ± 0.12 2.27 ± 0.54* 
 
*p<0.05 vs CT, prueba de t-Student 
Se utilizaron unidades relativas en todos los parámetros de la tabla 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estrés oxidante 
 

El estrés oxidante fue caracterizado utilizando varios biomarcadores lo que nos permitó evaluar 
el estrés a diferentes niveles. Los resultados correspondientes al estrés oxidante se presentan 
en la tabla 5.3, adicionalmente se presentan las tendencias gráficas de los resultados más 
significativos en la figura 5.2. En lo que respecta a las enzimas antioxidantes (SOD, GPx y 
Gred), se puede observar que no muestran cambios en los tratamientos de 24hrs, sin embargo, 
en el régimen de dosis repetidas existe una tendencia a que estas enzimas disminuyan su 
actividad.  

La disminución en la actividad de las enzimas antioxidantes podría alterar el equilibrio redox 
celular, en particular, una disminución de la Gred podría ocasionar una alteración en la razón 
GSH/GSSG e inducir daño a macromoléculas. Los lípidos son algunas de las moléculas que 
pueden ser dañadas al alterarse el estado redox celular en un proceso denominado 
peroxidación lipídica, por lo que es de esperarse que si el sistema antioxidante se colapsa, se 
incrementen los niveles de peroxidación lipídica.   
 
 

A

  
B

   
C

   

Figura 8.1. Tendencias en el comportamiento del metabolismo de xenobióticos. A) El P450 no muestra cambio alguno a 
las 24hrs de tratamiento, pero en dosis repetidas se observa un comportamiento muy complejo con inducción en dosis 
bajas e inhibición en dosis altas. B) El CYP2E1 muestra un comportamiento similar al P450, es decir, sin cambio a las 
24hrs y en dosis repetidas hay inducción sólo en las dosis de 2.5 y 5 % de LD50. C) La actividad e GSTT1 se induce 
desde las 24hrs, sin embargo en el régimen de dosis repetidas sólo hay inducción en la dosis más baja 



 25  

 

En los resultados presentados en la tabla 5.3 puede observarse que la razón GSH/GSSG no 
presenta ningún cambio en el régimen de 24hrs, sin embargo, a las 72 hrs de tratamiento se 
observa una caída, la coincide con la disminución en la actividad de Gred. En lo que respecta a 
los niveles de TBARS (biomarcador de peroxidación lipídica), no hay cambios significativos a 
las 24hrs pero comienza a incrementar desde las dosis más pequeñas en el régimen de 72hrs, 
alcanzando su nivel máximo cuando el sistema antioxidante celular se ve colapsado.   
 
Tabla 8.3. Biomarcadores de estrés oxidante  
 

Tratamiento GSH GSSG GSH /GSSG TBARS SOD GPx Gred 

CT            (24hrs) 1.00 ± 0.32 1.00 ± 0.56 1.00 ± 0.58 1.00 ± 0.29 1.00 ± 0.12 1.00 ± 0.28 1.00 ± 0.09 
Mez 2.5    (24hrs) 1.46 ± 0.31 1.31 ± 0.31 0.97 ± 0.29 1.50 ± 0.53 0.85 ± 0.18 0.78 ± 0.07 0.94 ± 0.10 
Mez 5       (24hrs) 0.82 ± 0.27 0.98 ± 0.72 0.91 ± 0.43 1.13 ± 0.29 0.96 ± 0.22 1.01 ± 0.12 1.02 ± 0.15 
Mez 10     (24hrs) 1.03 ± 0.38 1.05 ± 0.64 1.53 ± 1.74 0.90 ± 0.18 0.91 ± 0.15 1.03 ± 0.17 1.01 ± 0.13 
        CT            (72hrs) 1.00 ± 0.59 1.00 ± 0.49 1.00  ± 0.32 1.00 ± 0.22 1.00 ± 0.24 1.00 ± 0.06 1.00 ± 0.27 
Mez 2.5    (72hrs) 2.29 ± 0.24* 1.27 ± 0.52 2.01 ± 0.72 1.40 ± 0.34* 0.96 ± 0.11 0.65 ± 0.07* 1.03 ± 0.21 
Mez 5       (72hrs) 1.12 ± 0.09 0.89 ± 0.18 1.29 ± 0.24 1.83 ± 0.04* 0.90 ± 0.03 0.88 ± 0.11 0.66 ± 0.13* 
Mez 10     (72hrs) 1.03 ± 0.17 3.68 ± 2.49* 0.34 ± 0.11 1.91 ± 0.29* 0.83 ± 0.05 0.62 ± 0.13* 0.56 ± 0.24* 
        
CCl4 1.53 ± 0.53 3.61 ± 1.64* 0.43 ± 0.06 1.86 ± 0.13* 0.84 ± 0.07 0.61 ± 0.15* 0.39 ± 0.11* 

 
*p<0.05 vs CT, prueba de t-Student 
Se utilizaron unidades relativas en todos los parámetros de la tabla 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Genotoxicidad y proliferación 
 

En la tabla 5.4 y en la figura 5.3,  se presentan los datos de los biomarcadores utilizados para 
evaluar la genotoxicidad y la proliferación en médula ósea e hígado. Las primeras dos 
columnas contienen los datos correspondientes al hígado y las últimas dos columnas a la 
médula ósea.  
 
En lo que respecta a la genotoxicidad en hepatocitos, podemos observar que existe una 
tendencia a incrementar con la dosis, siendo en el régimen de 24hrs más marcada esta 
tendencia, sin embargo, la gran dispersión de los datos no permitieron observar diferencias 
significativas en los tratamientos. Analizando la frecuencia de metafases, podemos observar 
que hay una disminución significativa de la proliferación celular al tener dosis repetidas en la 
concentración más alta, esto podría explicar en parte porque la frecuencia de MNHEP es 
menor en el régimen de 72hrs   

Figura 8.2. Tendencias en los biomarcadores de estrés oxidante. A) La actividad de la glutatión reductasa (Gred) 
disminuyó aproximadamente 40% en 72hrs de tratamiento. B) La razón GSH/GSSG disminuyó significativamente a las 
72hrs cuando la actividad de GRed fue más baja. C) Como consecuencia del colapso de las defensas antioxidantes 
(Gred y glutatión) es de esperar que el daño a biomoléculas incremente significativamente, y eso es lo que ocurre con 
las TBARS, que presentan el máximo incremento cuando las defensas antioxidantes están en el mínimo de capacidad.    

A

  

B

   
C   
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Sorpresivamente la frecuencia de MNPCE disminuyó significativamente en la dosis alta de la 
mezcla, lo que coincide con una disminución en %PCE, esto podría interpretarse como una 
ausencia de genotoxicidad debido a una disminución en la proliferación de la médula. 
Tabla 5.4. Parámetros de genotoxicidad y citotoxicidad 
 

Tratamiento MNHEP (‰) Metafases (‰) MNPCE (‰) %PCE 

CT            (24hrs) 0.00 ± 0.00 5.62 ± 3.71 1.20 ± 0.45 42.55 ± 8.44 
Mez 2.5    (24hrs) 0.30 ± 0.45 3.90 ± 3.27 0.00 ± 0.00* 31.08 ± 12.29 
Mez 5       (24hrs) 0.40 ± 0.65 2.00 ± 2.18 2.00 ± 1.41 43.64 ± 17.62 
Mez 10     (24hrs) 0.70 ± 1.10 2.20 ± 1.10 3.20 ± 2.08 43.45 ± 7.87 

     CT            (72hrs) 0.06 ± 0.18 2.29 ± 2.52 1.88 ± 1.27 53.58 ± 5.81 
Mez 2.5    (72hrs) 0.19 ± 0.26 2.13 ±1.25 1.13 ± 0.64 40.23 ± 12.87* 

Mez 5       (72hrs) 0.06 ± 0.18 2.13 ±4.88 0.75 ± 1.07 52.91 ± 2.80 
Mez 10     (72hrs) 0.31 ± 0.46 0.25 ± 0.46* 0.56 ± 0.50* 43.75 ± 11.83* 

     DEN / Ben 1.33 ± 1.41* 9.75 ± 3.10 5.16 ± 3.79* 56.61 ± 2.39 
 
p<0.05 vs CT, prueba de t-Student 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

9. Discusión 
 
Con el objetivo de profundizar en la relación del metabolismo de xenobióticos, el estrés 
oxidante y la producción de micronúcleos en una co-exposición a CLF, TOL y DCM, se llevaron 
a cabo dos regímenes de exposición: un tratamiento por una sola ocasión y un régimen de tres 
días de tratamiento. Los dos regímenes produjeron un patrón de respuesta diferente en todos 
los parámetros evaluados. 
 
Tratamiento de un día 
 
Bajo este régimen no  se observaron cambios en la respuesta antioxidante y los biomarcadores 
de daño oxidante como TBARS y GSH/GSSG no se vieron alterados. Por otro lado, se registró 
una inducción en la actividad de las enzimas de fase I (CYP2E1) y II (GSTT1). Se ha descrito 

Figura 5.3. Tendencias en los biomarcadores de genotoxicidad. A) Los micronúcleos en hígado muestran una tendencia 
a incrementar con la dosis, sin embargo, debido a la dispersión de los datos no se observa ninguna diferencia 
significativa. B) El daño genotóxico en la médula ósea muestra una tendencia a incrementar con la dosis, sin embargo 
no hay diferencias significativas. En lo que respecta a los tratamientos de 72hrs se observa una disminución del daño 
genotóxico, lo que puede ser explicado con la baja en la proliferación de la médula ósea (tabla 5.4).    

A

  
B
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que CYP2E1 está involucrada en el metabolismo oxidativo de los tres COV, mientras que 
GSTT1 participa en la bioactivación de DCM, produciendo un metabolito (S-clorometilglutatión) 
que puede ser un genotóxico directo o que puede ser precursor del formaldehído, que es un 
conocido carcinogénico [54]. 
 
 
En lo que respecta al daño genotóxico, los MNPCE mostraron una tendencia significativa con 
la dosis, además los niveles de MNPCE correlacionaron con la actividad hepática de GSTT1 
(Fig. 6.1). Cabe mencionar que GSTT1 fue el único parámetro hepático que correlacionó con 
MNPCE, esto se puede explicar de dos maneras: 1) la exposición a la mezcla de COV fue 
capaz de inducir la actividad de GSTT1 en la línea eritroide, lo que podría incrementar la 
bioactivación de DCM e inducir el daño genotóxico en la médula ósea [55], ó 2) la bioactivación 
de DCM se produjo en el hígado y el metabolito reactivo fue transportado por el torrente 
sanguíneo hasta la médula ósea, donde se llevó a cabo el daño genotóxico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hasta este punto, desconocemos si la bioactivación ocurrió en la médula ósea o en el hígado, 
sin embargo está bien descrito que la modulación de la actividad de GSTT1 afecta 
directamente el metabolismo del DCM, de tal forma que un incremento en la actividad de 
GSTT1 aumenta la bioactivación de DCM [56] y una disminución en la actividad de dicha 
enzima aumenta el metabolismo oxidante del DCM, favoreciendo su desintoxicación [57]; por lo 
tanto es razonable proponer que la correlación entre MNPCE y la actividad de GSTT1 se debe 
al metabolismo del DCM.  
 
Tres días de tratamiento 
 
En este régimen de tratamiento observó un efecto oxidante de la mezcla mucho más intenso 
que con el régimen de un día, se redujo la actividad de las enzimas antioxidantes Gred y GPx, 
además se incrementaron los niveles de TBARS y se observó una disminución de la razón 
GSH/GSSG en la dosis más alta de la mezcla. En estudios previos llevados a cabo con los 
compuestos individuales y bajo regímenes de exposición similares al presente estudio, no se 
encontró un incremento significativo en los biomarcadores de estrés oxidante, este hecho 
aunado a los resultados del estudio piloto donde no se observó cambio alguno en GSH con los 
COV individuales, nos llevan a concluir que el régimen de exposición repetida con la mezcla de 
COV exacerba el estrés oxidante.  
 
En lo que respecta a las enzimas del  metabolismo de xenobióticos, se mostró que existen dos 
comportamientos dependientes de la dosis. Por un lado en concentraciones bajas de la 

Figura 6.1. Correlaciones de la frecuencia MNPCE en un día de tratamiento. A) 
Correlación positiva entre la dosis y la frecuencia de MNPCE; B) Correlación positiva entre la 
actividad de GSTT1 y MNPCE. 
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mezcla, hubo una inducción de CYP450, CYP2E1 y GSTT1, sin embargo en concentraciones 
altas, la actividad regresó a niveles basales o incluso menores. Este comportamiento bifásico 
correlacionó con la razón de GSH/GSSG, lo que sugiere que el estrés oxidante puede modular 
a estas enzimas (Fig. 6.2). Estudios previos han encontrado que el metabolismo de 
xenobióticos y el estrés oxidante están estrechamente relacionados, por ejemplo, se sabe que 
los niveles de CYP450 disminuyen en condiciones de estrés oxidante intenso [58] y que 
GSTT1 puede ser inducida por Nrf2 un factor de respuesta al estrés. La correlación encontrada 
en este estudio puede ser casual o tener un sustento mecanístico, por lo que estudios 
diseñados para seguir las cascadas de señalización en condiciones de estrés oxidante deben 
ser llevados a cabo para sustentar la relación entre el estrés y el metabolismo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En cuanto al daño genotóxico, no se encontró incremento en la formación de MNPCE, incluso 
se encontró una menor frecuencia en la dosis más alta, esto se explica en parte porque el 
porcentaje de PCE disminuyó significativamente, por lo que bajo este régimen de exposición se 
encontró evidencia de citotoxicidad pero no de genotoxicidad. 
 
Estrés oxidante, genotoxicidad y proliferación 
 
El papel que juegan las ERO en el daño genotóxico ha sido ampliamente estudiado, se sabe 
que estas especies de oxígeno pueden reaccionar con el material genético de diversas formas, 
oxidando directamente las bases nitrogenadas [59], dañando al esqueleto de desoxirribosa [60] 
o indirectamente con aductos derivados de la peroxidación lipídica [61]. Este daño oxidante al 
ADN puede derivar en efectos clastogénicos, lo que puede dar origen a micronúcleos [62]. Con 
estos antecedentes era de esperarse que en las condiciones de mayor estrés oxidante se 
observara un incremento en la frecuencia de micronúcleos en alguno de los tejidos, sin 
embargo los resultados muestran que no hay relación entre la frecuencia de micronúcleos, y el 
estrés oxidante producido por los COV probados en este estudio.  
 
Para explicar estos resultados hay que profundizar en el mecanismo de formación de los 
micronúcleos. Cuando una sustancia reactiva (metabolitos electrofílicos y/o EROS) es capaz 
de producir eventos clastogénicos (rompimiento de cromosomas) o aneuploidogénicos (pérdida 
de cromosomas por disfunción del huso acromático) durante la mitosis, ocurre un rezago del 
material genético dañado. Al conformarse el núcleo de las células hijas el material genético 
rezagado es excluido del material genético nuclear y forma un pequeño corpúsculo 
denominado micronúcleo. Por lo tanto una condición necesaria para que se pueda visualizar el 
micronúcleo es la proliferación  celular, entonces si la proliferación se ve disminuida, esto 
afectará la frecuencia de micronúcleos. 
 

Figura 6.2. Correlaciones  entre el estado redox (GSH/GSSG) y las enzimas del metabolismo de 

xenobióticos. A) Correlación positiva GSH/GSSG y la concentración de P450; B) Correlación positiva entre la 
actividad de CYP2E1 y GSH/GSSG; C) Correlación positiva entre GSTT1 y GSH/GSSG.  

A B C 
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En nuestro estudio utilizamos dos modelos para evaluar el daño genotóxico en forma de 
micronúcleos, la médula ósea y el hígado. Estos tejidos fueron seleccionados por varias 
razones, la médula ósea tiene una alta capacidad proliferativa y evaluar los micronúcleos en 
reticulocitos es técnicamente muy sencillo, además existe un protocolo que ha sido probado 
internacionalmente y las condiciones experimentales están totalmente establecidas, 
adicionalmente era muy importante su estudio debido a que las enfermedades que aquejan a 
las poblaciones aledañas a los ríos Atoyac y Xochiac tienen su origen en la médula ósea. Sin 
embargo la gran desventaja de este modelo es que la capacidad metabolizadora de la médula 
es muy baja, por lo que los compuestos que requieren de la bioactivación para ejercer sus 
efectos tóxicos, difícilmente incrementarán la frecuencia de micronúcleos en la médula ósea. 
Por otro lado utilizamos a los hepatocitos para complementar la evaluación de genotoxicidad, 
es decir el hígado tiene una gran capacidad metabólica y por tanto resulta ser un órgano muy 
atractivo dado que ahí es donde ocurre la bioactivación de los tres COV. Sin embargo, el 
hígado tiene una baja capacidad proliferativa, es por eso que se utilizaron ratas jóvenes (recién 
destetadas) donde el hígado sigue creciendo. 
 
En los dos modelos de micronúcleos se observaron comportamientos similares, en condiciones 
de bajo estrés oxidante (régimen de 24hrs) hay una tendencia a que se incremente la 
frecuencia de micronúcleos, este incremento como se discutió anteriormente correlaciona con 
los procesos de bioactivación. Por otro lado en condiciones donde existe un estrés oxidante 
intenso (régimen 72hrs, dosis altas) existe una disminución significativa de la proliferación y por 
tanto una disminución en la frecuencia de micronúcleos.    
 
El estrés oxidante puede modular la proliferación celular de varias formas, en modelos in vitro 
se ha observado que en concentraciones bajas de EROS puede haber una estimulación de la 
proliferación y al incrementar la concentración la proliferación se puede arrestar y 
posteriormente inducir muerte celular [63][64]. Los resultados obtenidos en este proyecto 
muestran que la proliferación de los tejidos disminuyó en condiciones donde el sistema 
antioxidante (GSH y enzimas antioxidantes) colapsó, por lo que pudieron ocurrir eventos de 
arresto celular o de citotoxicidad, en ambos casos la frecuencia de micronúcleos se vería 
afectada.  
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10. Conclusiones 

 
 Los compuestos orgánicos volátiles presentes en los ríos Atoyac y Xochiac no fueron 

genotóxicos bajo las condiciones experimentales utilizadas en el presente estudio. Dado 
que el régimen de exposición fue diseñado para obtener la máxima respuesta de 
genotoxicidad y esto aunado al hecho de que en la literatura no hay consistencia en los 
estudios de genotoxicidad, podemos concluir que el potencial genotóxico de estos 
compuestos aún en mezcla es bajo. Por lo tanto debe existir algún otro factor independiente 
de esta mezcla que explique el incremento en la frecuencia de micronúcleos de los 
pobladores, por ejemplo, algún otro compuesto químico que no se haya cuantificado en los 
ríos, el estado nutricional de los pobladores, la exposición crónica y por tanto la 
acumulación de daño, etc.      
 

 A pesar de que no se encontraron efectos genotóxicos significativos en este estudio, si se 
registraron otros efectos tóxicos que pudieran jugar un papel importante en la etiología de 
las enfermedades que aquejan a los pobladores de las zonas cercanas a las descargas 
industriales, por ejemplo, se observó que los COV presentes en los ríos pueden disminuir la 
proliferación de la médula ósea, lo cual podría explicar parte de las afecciones 
hematológicas (anemia y púrpura trombocitopénica) que presentan algunos pobladores.  
 

 La co-exposición a tolueno, cloroformo y diclorometano produjo cambios en las enzimas del 
metabolismo de xenobióticos, en biomarcadores de estrés oxidante y en proliferación. Estos 
efectos no se observaron cuando la exposición se realizó con los compuestos individuales, 
lo que sugiere que existen interacciones de estos COV in vivo. 
 

 El diseño experimental nos permitió evaluar la progresión de los efectos tóxicos de esta 
mezcla de COV y concluimos que la bioactivación de estos compuestos correlaciona con la 
genotoxicidad, mientras que el estrés oxidante afecta la proliferación celular. 

 

 El caso de los ríos Atoyac y Xochiac es sólo una muestra de la realidad que viven los ríos 
en nuestro país, el deterioro ecosistémico es tan grave que rebasa a todas las pruebas 
científicas que se pudieran aportar en torno a este caso. Es urgente que las autoridades 
responsables de velar por la integridad de estos espacios, asuman su compromiso ético y 
legal para detener y revertir el impacto que la actividad industrial y doméstica ha tenido 
sobre la integridad de los ríos y el bienestar de sus habitantes. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Compuestos orgánicos volátiles 

 
 Definición 

 
En la literatura existen dos definiciones para los compuestos orgánicos volátiles (COV) 
dependiendo del contexto en el que se use la definición.  
 

1) Los COV pueden ser definidos como compuestos de carbono (con excepción de CO, CO2, 
CO3

2-) cuya composición hace posible que se evaporen bajo condiciones atmosféricas 
normales de temperatura y presión [65][66]. Esta es la definición general de COV y es 
comúnmente utilizada para evaluar la calidad de la atmósfera intramuros. 
 

2) Los COV también son definidos como cualquier compuesto de carbono, (con excepción de CO, 
CO2,  CO3

2-) que participa en reacciones fotoquímicas. Esta definición se utiliza en la 
evaluación de la calidad atmosférica extramuros [65]. 
 
Las normas mexicanas se han basado en la segunda definición de COV para evaluar la calidad 
del aire y normar los niveles de contaminantes, por ejemplo, en la NOM-075-ECOL-1995 [67] 
se define a los COVs como “sustancias químicas constituidas principalmente por hidrocarburos 
volátiles que participan en reacciones fotoquímicas en la atmósfera contribuyendo a la 
formación de ozono”.  
 
Es importante destacar la diferencia entre la calidad atmosférica intramuros y extramuros para 
entender el contexto de las dos definiciones expuestas. El ambiente intramuros se refiere a 
lugares cerrados donde ocurre la exposición, por ejemplo en el hogar, en oficinas, dentro de las 
industrias, etc. En estos lugares las personas se exponen a diversos compuestos químicos que 
se liberan en el aire debido al recubrimiento del inmobiliario (pinturas y/o barnices), o a las 
prácticas propias que se lleven a cabo dentro del inmueble, por ejemplo, al utilizar 
desodorantes, pesticidas, manejo de solventes, etc. La importancia de caracterizar este 
ambiente radica en que los contaminantes que se liberan de forma intramuros pueden llegar a 
alcanzar concentraciones que pueden ser nocivas para las personas que se encuentran 
ocupando estos espacios [68][69].  
 
Por otro lado el ambiente extramuros se refiere al espacio abierto, fuera de cualquier 
construcción. En este tipo de ambiente, las principales fuentes de emisión son los automóviles 
que utilizan hidrocarburos y las industrias que expulsan sus desechos a través de chimeneas 
[70]. En este caso los contaminantes liberados pueden alcanzar concentraciones nocivas para 
el ser humano pero también pueden modificar la composición química de la atmósfera, lo cual 
puede tener un impacto a nivel global, por ejemplo al destruir la capa de ozono. Por lo tanto la 
definición de COV para calidad del arie extramuros hace especial énfasis en los compuestos en 
estado gaseoso que pueden reaccionar con los componentes de la atmósfera y producir 
efectos adversos [65]. 
 
 Clasificación de los COV 
 
Clasificación de los COV según su volatilidad 
 
La OMS ha clasificado a los COV como muy volátiles (VVOC), volátiles (VOC), semivolátiles 
(SVOC) y no volátiles (NVOC), esta clasificación está basada en la facilidad de un compuesto 
orgánico para entrar en fase gaseosa. La OMS utilizó el punto de ebullición como un parámetro 
fisicoquímico que refleja la “volatilidad” de un compuesto[71], sin embargo un parámetro que 
indica de mejor manera la volatilidad es la presión de vapor, por lo que C. Spicer [35] et al en 
2002 modificó la tabla original (Tabla 1.1) 
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Tabla 1.1. Clasificación de los COV de acuerdo con su volatilidad (modificada de C. 
Spicer et al. 2002)[35]  
 

Clasificación de 
volatilidad  

Intervalo de presión de 
vapor (mm Hg a 25°C) 

Presentación 
en atmósfera 

Ejemplos 

Muy volátiles >380 Vapor Acetaldehído 
Diclorometano 

Volátiles  0.1 a 380 Vapor Tolueno 
Cloroformo 

Semivolátiles 10-7 a 0.1 Vapor o 
Partícula 

Bifenilo 
Naftaleno 

No volátiles < 10-7 Partícula 2-Acetilaminofluoreno 
 
 
Una característica valiosa de esta clasificación es que nos permite predecir si el contaminante 
de interés se va a encontrar en la atmósfera principalmente de forma libre en estado gaseoso o 
si se va a encontrar primordialmente asociado a partículas.  
 
Clasificación de los COV según su fuente de emisión 
 
Los COV también son clasificados en la literatura según su fuente de emisión, las cuáles 
pueden ser naturales y/o antropogénicas. Se estima que las emisiones de origen biogénico 
representan cerca del 80% del total de emisiones anuales de COV, sin embargo las emisiones 
relativas varían de región en región según el nivel de actividad industrial, clima y vegetación 
(Fig. 1.1) [72][73][74].  
 
Los COV de origen biogénico (COVb) más abundantes son el isopreno y una amplia gama de 
monoterpenoides cuyas emisiones dependen de condiciones ambientales como la temperatura 
y la luz que reciben las plantas[75]. Por otro lado los COV de origen antropogénico (COVa) son 
emitidos principalmente en procesos químicos industriales, por ejemplo, durante la producción 
de pinturas, lubricantes, adhesivos, derivados del petróleo, etc. Además de la actividad 
industrial, existen otras actividades humanas que contribuyen a la emisión de COVa, por 
ejemplo la quema de combustibles fósiles, el uso de solventes, la aplicación de pesticidas en la 
agricultura, etc [73].     
 
Desde el punto de vista de la toxicología se consideran más peligrosos los COVa que los 
COVb [73], sin embargo, si consideramos que en masa las emisiones de COVb son mucho 
mayores a las de COVa y que estructuralmente pueden ser igualmente complejos, incluso 
algunos organismos y/o procesos naturales (Ej. erupción de volcanes) producen exactamente 
las mismas moléculas, entonces surge la pregunta ¿por qué son de mayor interés toxicológico 
los COVa? 
 
Para responder a esta pregunta hay que considerar que el ser humano ha evolucionado junto 
con los COVb, lo que ha dado como resultado la selección de sistemas celulares capaces de 
desintoxicar satisfactoriamente a estas moléculas, sin embargo las actividades humanas de 
producción masiva y diversos estilos de vida (Ej. fumar, consumo de alcohol, abuso de 
solventes, etc.) han expuesto al ser humano a moléculas altamente reactivas a niveles que 
comprometen la salud humana e incluso al equilibrio de los ecosistemas [73]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.1. A pesar de que las 
emisiones de COV biogénicos  
(COVb) son mucho mayores a las 
emisiones de COV antropogénicos 
(COVa), se consideran de mayor 
importancia toxicológica los COVa ya 
que comprometen  la salud humana 
y la integridad ecológica 
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 Toxicología de los COV. 
 
 Propiedades fisicoquímicas 
 
En general los COV son moléculas lipofílicas,  con puntos de ebullición bajos (50-260ºC) y de 
bajo peso molecular, sin embargo, los COV poseen estructuras muy diversas, con distintos 
grupos funcionales y propiedades químicas particulares. Dentro de las estructuras más 
comunes de COV se encuentran compuestos alifáticos, aromáticos, halogenados, alcoholes y 
aldehídos [69][35].  
 
Rutas de exposición 
 
Debido a su alta volatilidad, los COV son capaces de esparcirse en la atmósfera y recorrer 
grandes distancias desde el punto inicial de emisión, por lo tanto la vía de exposición principal 
para los COV es la vía aérea [76]. Los COV también pueden filtrarse hasta los mantos freáticos 
y contaminar el agua subterránea, por lo que la exposición a los COV también puede ser vía 
oral (al ingerir agua contaminada) o dérmica (al bañarse con agua contaminada) (Fig. 1.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Modelos de Absorción, Distribución, Metabolismo y Excreción (ADME) 
 
Una vez que ocurre la exposición, los compuestos químicos son absorbidos en el organismo, 
esto implica su distribución a los diferentes tejidos a través del torrente sanguíneo. Por lo tanto, 
a pesar de que la exposición principal de los COV es vía aérea, éstos pueden ocasionar 
efectos nocivos en diferentes órganos y no sólo al sistema respiratorio. Un ejemplo de esta 
situación es el benceno, el cual después de ser inhalado, llega al hígado (a través de la sangre) 
donde es metabolizado y posteriormente sus metabolitos llegan a la médula ósea donde 
pueden causar severos daños hematotóxicos [77].  
 
Con la finalidad de comprender los procesos que sigue un agente químico desde que ingresa 
al organismo hasta que sale de él, se han desarrollado modelos toxicocinéticos, los cuáles son 
una abstracción de los procesos que ocurren en el organismo cuando se expone a un agente 
extraño (xenobiótico) [76][78][79]. En la figura 1.3 se representa un diagrama clásico de un 
modelo toxicocinético donde se consideran los procesos de Absorción, Distribución, 
Metabolismo y Excresión (ADME), cada recuadro o compartimento representa un órgano o 
conjunto de órganos que pueden ser expuestos a un xenobiótico una vez que entra al 
organismo.  

Figura 1.2. Rutas, puntos y vías de 
exposición a los COV. [76] (A) Durante 
el proceso de volatilización, los COV 
entran en fase gaseosa, alcanzando 
elevadas concentraciones en el punto de 
emisión donde pueden ser evaluados. 
(B) Las corrientes de viento pueden 
transportar a los COV, provocando que 
poblaciones humanas estén expuestas 
aún a distancias considerables del punto 
de emisión, también por emisión o por 
contacto dérmico. (C) Algunos COV son 
capaces de filtrarse hasta los mantos 
freáticos y contaminar el agua potable, 
por lo que la exposición puede ocurrir 
por vía oral y/o dérmica.   
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Estos modelos son de gran utilidad en toxicología porque ayudan a realizar predicciones 
acerca de las concentraciones en sangre que pueden alcanzar un xenobiótico o sus 
metabolitos y comprender los mecanismos tóxicos a nivel sistémico o en algún órgano en 
particular [80]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Absorción 
 
El término de absorción se refiere al movimiento de los tóxicos a través de alguna vía de 
exposición (enteral o parenteral), hacia el torrente sanguíneo. La absorción de los COV 
inhalados ocurre principalmente en los alveolos. Una vez que los COV llegan a los alveolos, se 
lleva a cabo un equilibrio casi instantáneo con la sangre en los capilares pulmonares.  El 
coeficiente de partición (CP) sangre/aire es un factor determinante en el grado de absorción de 
los COV. El término de CP se refiere a la razón en la concentración del COV que existe entre 
dos diferentes medios en el equilibrio, mientras mayor sea el CP, mayor será la absorción del 
compuesto (Fig. 1.4) [76][81].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.4. Absorción de los COVs en los alveolos. La 
principal vía de exposición a los COVs es la vía aérea, por 
lo que estos contaminantes ingresan en el organismo 
durante la inhalación. Los COV son absorbidos en los 
alveolos, donde llegan al torrente sanguíneo a través de los 
capilares pulmonares. Un parámetro matemático que indica 
la facilidad con que un COV es absorbido es el coeficiente 
de partición (CP), el cual se define como:   𝐶𝑃 =  

[𝐶𝑂𝑉]𝑆𝑎𝑛𝑔𝑟𝑒

[𝐶𝑂𝑉]𝐴𝑖𝑟𝑒
  

Mientras mayor es el valor de CP, la absorción del COV 
será  mayor también. 

Figura 1.3. Modelo toxicocinético 

basado en los procesos ADME.  Los 
modelos toxicocinéticos  representan el flujo 
dinámico de un xenobiótico a través del 
organismo, dicho flujo está íntimamente 
relacionado con los procesos de Absorción, 
Distribución, Metabolismo y Excreción 
(ADME). En este esquema se representan 
las vías de exposición con recuadros rojos y 
los órganos de interés se representan en 
recuadros azules. 
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Debido a que los COV pueden contaminar las fuentes de agua potable, existen dos rutas de 
exposición adicionales a la ruta aérea: la exposición dérmica y la ingestión. El paso limitante de 
la absorción dérmica es en general el estrato córneo (capa más externa de la epidermis), todos 
los tóxicos que se mueven a través de esta capa, lo hacen por difusión pasiva [82]. En general, 
los COV lipofílicos se absorben fácilmente a través del estrato córneo, mientras que la 
penetración de los COV hidrofílicos será más limitada. Un parámetro importante utilizado en la 
toxicología para predecir la capacidad de un tóxico para atravesar el estrato córneo, es la 
constante de partición octanol / agua (𝐾𝑂𝑊), en general a mayor valor de 𝐾𝑂𝑊, mayor es la 
absorción de un tóxico por vía dérmica (Fig. 1.5) [83].  
 
Existen varios factores determinantes en la velocidad de absorción dérmica, por ejemplo, la 
concentración del COV, la superficie de área expuesta, el tiempo de exposición, la temperatura 
ambiental, hidratación, integridad y grosor del estrato córneo, etc [83]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La absorción de los COV en el tracto digestivo es mucho más compleja que la vía aérea o la 
vía dérmica. Uno de los factores limitantes para que los tóxicos se absorban por la vía gástrica 
es la ionización de la molécula, de tal forma que si él tóxico tiene carga, entonces no puede 
absorberse por difusión pasiva. Si el COV tiene propiedades ácido-base, entonces será 
absorbido por difusión pasiva en la región del tracto digestivo donde presente su forma 
liposoluble (no ionizada). De acuerdo con esto, los COV que sean ácidos débiles serán 
absorbidos en el estómago, en contraste, las bases débiles serán absorbidas 
predominantemente en el intestino [84]. 
 
En el intestino también existen una serie de proteínas que conforman el sistema de transporte 
activo, en el cual moléculas hidrosolubles y/o cargadas son transportadas hacia el torrente 
sanguíneo. Estos transportadores se distribuyen de forma asimétrica y diferencial a lo largo del 
tracto digestivo. En muchos casos este transporte es el paso limitante para la absorción de los 
agentes tóxicos, en algunas ocasiones estos transportadores tienen el efecto de evitar que los 
tóxicos lleguen al torrente sanguíneo al expulsarlos hacia el lumen intestinal [85]. 
 
El último factor a considerar en la absorción gástrica es el metabolismo que puede ocurrir en el 
intestino, en algunos casos este metabolismo es capaz de eliminar a los agentes tóxicos antes 
de que lleguen a torrente sanguíneo. Este  metabolismo puede llevarse a cabo por los 
enterocitos [86][87] o por la flora intestinal del intestino [84][88]–[90]. A este fenómeno del 
metabolismo de agentes tóxicos antes de la absorción se le denomina “efecto de primer paso” 
(Fig. 1.6). 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.5. Absorción de los COV vía dérmica. El paso 
limitante para la absorción dérmica de un tóxico, es el 
transporte pasivo a través del estrato córneo. La 
lipofilicidad del agente químico es una propiedad que 
favorece el proceso de absorción. Una forma cuantitativa 
de determinar la lipofilicidad de una sustancia es la 
contante de partición (𝐾𝑂𝑊), en general, a mayor valor 
de 𝐾𝑂𝑊, mayor será la absorción vía dérmica del 
contaminante.  
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Distribución 
 
Una vez absorbidos, los COV se distribuyen en el organismo a través del torrente sanguíneo, a 
todos los órganos, ejerciendo sus efectos tóxicos en los órganos que más se acumulen o en 
donde puedan ser bioactivados. Por su naturaleza lipofílica, generalmente los COV son 
transportados en el torrente sanguíneo unidos a lipoproteínas, por lo que no están 
biodisponibles en sangre, sin embargo pueden ser absorbidos por algunas células y de esa  
forma iniciar un proceso tóxico [91]  
 
Anexo 2. Metabolismo de xenobióticos 
 
Metabolismo 

 
Debido a su lipofilicidad, los COV no son fácilmente eliminados del organismo, por lo que es 
necesario su metabolismo para aumentar su hidrofilicidad y de esta forma facilitar su excreción. 
El organismo cuenta con diversos sistemas enzimáticos para metabolizar a los COV, estos 
mismos sistemas metabolizan otras moléculas ajenas al organismo como fármacos, drogas, 
plaguicidas, etc. Al conjunto de procesos metabólicos que participan en la desintoxicación de 
moléculas ajenas al organismo, se le denomina metabolismo de xenobióticos [76][92].  
 
En general podemos dividir el metabolismo de xenobióticos en dos fases, la fase I se refiere a 
reacciones de oxidación / reducción, y las reacciones de fase II (o fase de conjugación) 
comprenden la condensación del xenobiótico con una biomolécula [93]. El orden en que 
ocurren las fases usualmente es secuencial, es decir, la oxidación o reducción precede a la 
fase de conjugación, sin embargo, esto depende de cada xenobiótico en particular. 
 
El metabolismo de los xenobióticos puede traer dos consecuencias, por un lado incrementar la 
hidrofilicidad del tóxico y favorecer su excreción o incrementar su reactividad y favorecer su 
toxicidad (proceso de bioactivación) (Fig.1.7)[92]. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Reacciones de fase I 
  

Figura 1.6. Absorción de los COV vía 

intragástrica. Existen al menos tres procesos 
involucrados en la absorción de COV por la vía oral. 
(A) Difusión pasiva. En este tipo de transporte las 
moléculas no cargadas (lipofílicas) pueden ser 
absorbidas. La ecuación de Henderson-Hasselbach 
es de utilidad para predecir el sitio de absorción, 
cuando los COV tienen propiedades ácido-base. (B) 
Otro medio por el cual los agentes tóxicos pueden 
ser transportados en el intestino son los sistemas de 
transporte activo, los cuales dependen de energía 
(ATP) para regular el transporte de sustancias 
tóxicas. (C) La microbiota intestinal también juega 
un papel fundamental en la absorción de tóxicos, 
esto se debe a que estas bacterias pueden 
metabolizar algunos tóxicos y eliminarlos antes de 
que entren a torrente sanguíneo, o activarlos y así 
entran a torrente sanguíneo. 

  

Figura 1.7. Metabolismo de xenobióticos. El metabolismo de xenobióticos 
comprende varias etapas: (A) El xenobiótico debe ser transportado desde le torrente 
sanguíneo hasta el interior de la célula, este proceso es usualmente por difusión pasiva 
por la naturaleza hidrofóbica del xenobótico. (B) La fase I del metabolismo comprende 
reacciones redox, estas reacciones “activan” a la molécula original y la “preparan” para 
la fase II. (C) En esta fase el metabolito de fase I es conjugado con una biomolécula, lo 
cual le confiere un incremento en la hidrofilicida y promueve su excreción. (D) El 
metabolito conjugado es transportado enzimáticamente fuera de la célula para 
finalmente ser excretado del organismo. (E) El metabolito oxidado resultado de la fase I 
es en algunas ocasiones una molécula muy reactiva que incluso puede dañar 
biomoléculas, a este proceso se le denomina bioactivación. 
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Las reacciones de fase I comprenden oxidación, reducción e hidrólisis y existen diversos 
sistemas enzimáticos que llevan a cabo (Tabla 1.2). En general, las reacciones de fase I 
modifican la estructura de los xenobióticos e introducen un grupo funcional, esto implica un 
cambio en la polaridad de la molécula, lo que origina un centro electrofílico reactivo (Fig. 1.8) 
[76].   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1.2. Principales familias de enzimas que participan en las reacciones de fase I  [76] 
 

Enzimas de Fase I Localización 
subcelular Reacción general 

Citocromos P450 (P450) RELa 

 

Monooxigenasas 
dependientes de flavina 
(MOF) 

REL 
 

 
Peroxidasas (Px) 
 

REL, lisosomas 

 

Carboxilesterasas REL, citosol, 
lisosomas 

 

Alcohol deshidrogenasas 
(ADH) Citosol 

 

Aldehído deshidrogenasas 
(ADLH) 

Mitocondria, 
citosol 

 

Epóxido hidrolasas 

 
 

REL, citosol 
 
 

 

 
a
REL: Retículo Endoplásmico liso 

 
 
 
Citocromos P450 (P450) 

 

Figura 1.8. Formación del centro electrofílico. En la 
figura se muestra el primer paso del metabolismo del 
benceno, que se lleva a cabo por enzimas de citocromo 
P450. El metabolito resultante (fenol) posee un centro 
electrofílico el cuál es muy importante para que se lleven a 
cabo reacciones de  conjugación (fase II) o de bioactivación. 
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Los P450 son una familia de enzimas que juegan un papel fundamental en el metabolismo de 
los COV y en general de los xenobióticos. Su importancia radica en que algunas enzimas de 
P450 pueden llevar a cabo oxidaciones en estructuras químicas muy diversas [94], por 
ejemplo, compuestos alifáticos, aromáticos, halogenados, etc. (Fig. 1.9). Como prueba de la 
versatilidad metabólica de P450, se ha estimado que esta familia de enzimas metaboliza cerca 
del 75% de los fármacos comerciales [95]. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Características generales de P450 
 
Cerca del 90% de los P450 se encuentran ubicados en la cara externa del retículo 
endoplásmico liso de virtualmente todos los tejidos en mamíferos, donde en hígado son 
particularmente más abundantes [96]. Estas enzimas se encuentran ancladas a la membrana 
del retículo a través de una hélice transmembranal del amino N-terminal, además se 
encuentran formando complejos proteínicos con la citocromo P450 reductasa (P450red) y con 
citocromo b5 (Cytb5) (Fig. 1.10) [97][98]. Una característica que tienen en común todas las 
enzimas de la superfamilia de enzimas de P450 es que poseen un grupo hemo-férrico unido a 
una cisteína, este grupo prostético es fundamental para llevar a cabo las reacciones redox [99], 
además este grupo hemo puede formar aductos con monóxido de carbono y formar un 
complejo cuyo máximo de absorción es en 450nm (de ahí el nombre de P450) [100](Fig. 1.11 
E). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ciclo catalítico de P450 
 

Figura 1.9. Principales reacciones de P450. Los P450 son considerados como unos biocatalizadores 
muy versátiles ya que llevan a cabo la mono-oxigenación de compuestos con estructuras químicas muy 
diversas. En esta figura se ilustran las cinco tipos de oxidación más comunes de P450 [94]. 

Figura 1.10. Sistema de P450. Los 
P450 forman parte de un sistema que 
se encarga de la monooxidación de 
sustancias lipofílicas. Este sistema se 
encuentra ubicado en la cara externa 
del retículo endoplásmico liso.  
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El mecanismo de monooxigenación de los sustratos de P450, no ha sido completamente 
elucidado, sin embargo los estudios con P450cam (un P450 de Pseudomonas putida) han 
permitido proponer un ciclo catalítico general (Fig. 1.3.10) [94][99][101]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.11. Ciclo cartalítico de P450. El ciclo catalítico de P450 consta de 9 pasos (I): 1) En estado basal, el hierro del grupo 
hemo se encuentra en estado férrico (Fe3+) y se encuentra en una geometría octahédrica (también conocida como de bajo 
espín), al entrar el sustrato lipofílico se desplaza una molécula de agua y la geometría del Fe3+ en el grupo hemo cambia a una 
geometría de pirámide de base cuadrada (también conocida como de alto espín); 2) La configuración de alto espín favorece 
termodinámicamente a la transferencia de un electrón, el cual es transferido a través de la P450red  (II); 3) Una vez que el hierro 
se encuentra en su estado ferroso (Fe2+), puede coordinarse con una molécula de oxígeno; 4) Un segundo electrón es 
incorporado en P450, este electrón puede provenir de la P450red o del citocromo B5 (CytB5) (II); 5) y 6) Un par de iones hidronio 
participan en la reducción de un átomo de oxígeno en agua, mientras que el otro átomo sigue unido al hierro en un complejo 
super oxidado de hierro (5+Fe=O); 7) y 8) El mecanismo de rebote de oxígeno ha sido propuesto para explicar la oxidación del 
sustrato, en este mecanismo el complejo 5+Fe=O extrae un hidrógeno del sustrato y produce un complejo 4+Fe-OH , dejando al 
sustrato como radical libre, posteriormente este radical libre ataca al complejo de hierro para por fin oxidar al sustrato original; 9) 
Una vez que el sustrato es oxidado, sale de la bolsa catalítica y el sitio catalítico de P450 se encuentra listo para un nuevo ciclo.  

En esta figura también se muestran las reducciones de oxígeno que no son exitosas, es decir, que no sirven para la oxidación 
del sustrato (A-D). Adicionalmente se representa el complejo con monóxido de carbono que es responsable del espectro de 
absorción de la enzima. 
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Es importante destacar que algunos intermediarios del ciclo de P450 pueden producir especies 
reactivas de oxígeno (ERO) (Fig. 1.3.10 A-E), por lo que el incremento en los niveles de P450 o 
el desacoplamiento de su ciclo (estos dos efectos pueden ser producidos por xenobióticos), 
pueden incrementar la concentración de las ERO y esto representar un mecanismo secundario 
de daño producido por xenobióticos [101]. 
 
Participación de P450 en la bioactivación 
 
Como se mencionó el inicio del capítulo, los metabolitos que resultan de la fase I, usualmente 
poseen un centro electrofílico que les permite reaccionar con biomoléculas. En algunas 
ocasiones esta reacción se da con moléculas nucleofílicas muy importantes como el ADN, lo 
que compromete la viabilidad celular y puede ser el origen de enfermedades como el cáncer 
[102]. Debido a que los P450 son las enzimas de fase I más importantes, estas enzimas han 
sido involucradas en numerosos mecanismos de acción de compuestos cancerígenos. En la 
figura 1.3.11 se muestra como ejemplo el metabolismo del benzo[a]pireno, un cancerígeno muy 
común producto de combustiones incompletas, por ejemplo en el humo de cigarro [103]. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.12. Metabolismo simplificado de benzo(a)pireno. El benzo(a)pireno es un compuesto aromático policíclico 
comúnmente encontrado como subproducto de combustiones incompletas. Durante el metabolismo del benzo(a)pireno se forman 
distintos intermediarios con centros electrofílicos, primero el metabolismo por enzimas de P450 forman un epóxido que puede ser 
inactivado por las epóxido hidrolasas, formando un diol que puede ser metabolizado por las glucurónido transferasas (UDGTP) y 
favorecer su desintoxicación. Este diol también puede ser oxidado nuevamente por P450 y generar un nuevo epóxido, el cuál 
puede ser conjugado con glutatión por las glutatión S-transferasas o puede formar aductos con moléculas nucleofílicas como las 
bases púricas. Los aductos formados son reconocidos por la maquinaria de reparación por excisión de bases (NER) y en este paso 
pueden ocurrir dos cosas, que se sustituya la base por una base correcta (reparación) o que se sustituya por una base incorrecta 
(mutación).  
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 Reacciones de fase II 
 
Las reacciones de conjugación  involucran la adición de una molécula endógena a un 
xenobiótico, dicha adición se lleva a cabo en un grupo funcional presente en el xenobiótico 
original o bien en el metabolito resultante de la fase I. En general después de que los 
xenobióticos son metabolizados por enzimas de la fase II, adquieren una mayor polaridad y por 
tanto una mayor solubilidad en el agua (con excepción de la metilación y la acetilación), 
facilitando así su excreción (vía de desintoxicación) [104]. Las reacciones de fase II incluyen 
glucuronidación, sulfonación, acetilación, metilación, conjugación con glutatión y conjugación 
con amino ácidos (Fig.1.13). Las reacciones de fase II se clasifican en dos tipos [76]: 
 
- Tipo 1: Son reacciones que utilizan cofactores de alta energía (UDP-GA, PAPS, Acetil CoA 

y SAM). 
- Tipo 2: En estas reacciones se requiere que el xenobiótico se encuentre activado (con un 

centro electrofílico), la transferencia de glutatión y de aminoácidos son ejemplos de este tipo 
de reacciones. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ac. uridin-5´-difosfo-α-D-glucurónico (UDP-GA) 3´-fosfoadenosina-5´-fosfosulfato (PAPS) 

Acetil coenzima A 
S-Adenosilmetionina (SAM) 
(SAM) 

Glutatión 

Glicina Glutamina 

Glucuronidación Sulfonación 

Acetilación Metilación 

Conjugación con glutatión 
Conjugación con aminoácidos 

Figura 1.13. Moléculas implicadas en 

el metabolismo de fase II. Las 
reacciones de glucuronidación, 
sulfonación, acetilación y metilación 
utilizan cofactores de alta energía  
(reacciones Tipo 1), mientras que la 
conjugación de glutatión y de aminoácidos 
requiere que el xenobiótico se encuentre 
activado (reacciones Tipo 2). La porción 
de las moléculas que se encuentran en 
azul representan los grupos que son 
adicionados para el caso de las 
reacciones tipo 1, mientras que para las 
reacciones tipo 2, el grupo funcional en 
azul representa la parte reactiva de la 
molécula. 
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Glutatión transferasas (GST) 
 
Las GST son una súper familia de enzimas que catalizan la transferencia de GSH, dando como 
resultado la unión covalente del xenobiótico con el grupo tiol de GSH [105]. Los conjugados de 
glutatión son posteriormente metabolizados y excretados como ácido mercaptúrico por vía 
orina [106](Fig. 1.14).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estas enzimas son especialmente importantes en el metabolismo de los COV, ya que en 
algunos casos el metabolismo a través de estas enzimas puede llevar a procesos de 
bioactivación. Un ejemplo de bioactivación de COV por GST es el metabolismo del 1,2-
dibromoetano (Fig 1.15) [107].  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.14. Metabolismo de los conjugados de 

glutatión. Las glutatión transferasas (GST) conjugan una 
molécula de glutatión con los xenobióticos (X), este hecho 
incrementa considerablemente la hidrofilicidad de X. 
Posteriormente, el conjugado es transportado afuera de la 
célula y metabolizado por la -glutamil transferasa y una 
peptidasa, en estos pasos el conjugado pierde  dos 
aminoácidos. Por  último, el metabolito ingresa nuevamente 
a la célula y es metabolizado por la N-acetil transferasa 
(NAT), lo que da por resultado la formación de un derivado 
del ácido mercaptúrico, el cual es finalmente excretado por 
vía orina.    

Figura 1.15. Bioactivación del 1,2- dibromoetano. La conjugación del 1,2-dibromoetano con GSH, resulta 
en la formación del ión episulfonio, el cual es altamente reactivo y puede formar aductos con biomoléculas.  
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Anexo 3. Técnicas para la determinación de los biomarcadores 
propuestos 

 
 
 Evaluación de glutatión reducido y oxidado (GSH/GSSG) (Figura A1). Una muestra de 

hígado (~0.5g) o 1mL de sangre periférica son homogenizados con ácido 5-sulfosalisílico y 
centrifugados a 15000xg por 3min. Los niveles de GSH/GSSG son cuantificados en el 
sobrenadante utilizando un ensayo de reciclamiento enzimático descrito por Griffith en 1980. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Actividad hepática de enzimas antioxidantes. Cada ensayo se lleva a cabo utilizando 
sustratos específicos y en condiciones particulares. La actividad de la Superoxido dismutasa  
(SOD) se determina con un ensayo de inhibición competitiva utilizando el sistema xantino-
xantino oxidasa utilizando como sustrato el azul de tetrazolio (NBT) (Beuchamp Charles and 
Fridovich Irwin 1971), el ensayo de la Catalasa (CAT) se basa en la descomposición del 
H2O2 (Aebi Hugo.1984), la actividad de Glutatión peroxidasa (GPx) se realiza acoplando el 
sistema de Glutatión reductasa utilizando como sustratos GSH, NADPH y H2O2 (Carlberg 
Inger and Mannervik Bengt. 1985), por último la actividad de la Glutatión reductasa (GRed) 
se lleva a cabo utilizando como sustratos GSSG y NADPH (Lawrence Richard A. and Burk 
Raymond.1976).  

 
.  
  
 
 
 
 
 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura A1. Principio del ensayo de reciclamiento enzimático 
para la cuantificación de glutatión reducido (GSH) y glutatión 
oxidado (GSSG). En el ensayo se hace reaccionar el GSH 
presente en la mezcla con ac. 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzóico) 
(DTNB), lo cual produce el complejo GS-TNB y ácido 5-tio-2-
nitrobenzóico (TNB), este último absorbe a 410nm y es 
cuantificado por espectroscopía. Para hacer este un ensayo 
específico, se agrega Gred purificada de levadura, lo que 
produce GSH y otra molécula de TNB, por lo que al 
monitorear la formación de TNB a través del tiempo se puede 
calcular la concentración de glutatión presente en la muestra 
de interés.    

A) B) 

C) 

D) 

Figura A2. Principios teóricos de los ensayos para la 
determinación de la actividad de enzimas antioxidantes, 
en rojo se señalan los productos o reactivos que se 
miden por espectroscopía en las longitudes de onda 
correspondientes, en azul se marcan las enzimas 
evaluadas en los ensayos. A) Ensayo de inhibición 
competitiva para SOD, B) Consumo de peróxido de 
hidrógeno por CAT, C) Medición de GPx con el sistema 
acoplado de la Gred y D) Reducción de GSSG por 
GRed. 
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 Evaluación de la peroxidación lipídica. Como biomarcador de peroxidación lipídica se 
utilizará el método descrito por Janero D. en 1989, donde se hace reaccionar al ácido 
tiobarbitúrico (TBA) con algunos productos de la peroxidación como el malondialdehído 
(MDA) para forma un complejo colorido que es detectado por espectroscopía a 532nm.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Metabolismo de Xenobióticos. Los biomarcadores de elección para la caracterización 
general del metabolismo de xenobióticos son: los niveles de citocromo P450 (CYP) y la 
actividad de glutatión S- transferasas (GST’s). Los CYP serán cuantificados con una 
técnica de diferencia espectral por el método reportado por Guengerich 2001, donde se 
hace interactuar las fracciones microsomales hepáticas con monóxido de carbono en 
presencia de diitonita de sodio (Na2S2O4) para formar un complejo CYP-CO que puede 
ser cuantificado a 450nm. Por otro lado, el ensayo de GSTs se basa en la conjugación 
del 1-cloro-2,4-dinitrobenceno con GSH (Habig et al. 1981) (Fig. 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Prueba de micronúcleos (MN) en médula ósea. Los MN son corpúsculos que contienen 
material genético externo al núcleo celular y representan fragmentos cromosómicos o en 
algunos casos cromosomas enteros que no se incorporan dentro del núcleo durante la 
mitosis. En la médula ósea se utilizan los eritrocitos policromáticos (PCE) para la evaluación 
de MN por su alta tasa de proliferación y su facilidad en la evaluación. El mecanismo 
propuesto para la formación de micronúcleos en eritrocitos policromáticos (MNPCE) se 

Figura A3. Durante el proceso de peroxidación 
lipídica, se forman una gran cantidad de 
subproductos, dentro de los que se encuentran 
algunos aldehídos. En el esquema se muestra el 
mecanismo de formación del malondialdehído (MDA), 
que es uno de los aldehídos capaces de reaccionar 
con el ácido tiobarbitúrico (TBA) para formar el 
complejo (TBA)2-MDA que absorbe a 532nm.    

A) 

B) 

Figura A4. A) Los CYP  son hemoproteínas con un 
átomo de hierro en estado férrico (Fe3+), que al 
reducirse con ditionita de sodio Na2S2O4 y burbujearse 
con monóxido de carbono (CO) se forma un complejo 
(CYP-CO) cuantificable a 450nm. B) La mayoría de las 
isoformas citosólicas de GST pueden conjugar una 
molécula de GSH con 1-cloro-2,4-dinitrobenceno 
(CDNB) para formar el conjugado GS-DNB que 
absorbe a 340nm, por lo que este ensayo permite 
determinar la actividad general de GST’s. 
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representa en la figura 9. La médula ósea se obtiene del fémur de los roedores y 
posteriormente se aíslan los eritrocitos utilizando una columna de celulosa, una vez aislados 
los eritrocitos se realiza un frotis y las preparaciones se tiñen con los colorantes de Wright y 
Giemsa (F. Romagna 1989). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Cuando una sustancia 
química reacciona con el DNA, puede 
inducir el rompimiento de cromosomas 
o la disfunción del huso acromático, 
provocando una mala segregación del 
material genético y dando lugar a la 
formación del MN. Durante la 
maduración del eritrocito 
(eritropoyesis), el núcleo es expulsado 
de la célula, sin embargo, los 
eritrocitos dañados mantienen al MN 
en su citoplasma.     
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