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RESUMEN

El arsénico (As) es un elemento natural de amplia y heterogénea distribucién en la
naturaleza, siendo altamente téxico para el organismo humano. El As se encuentra a
concentraciones mucho mads altas de lo que se considera seguro en el agua de consumo de
millones de personas en distintos paises. La exposiciéon ambiental al As constituye un
factor de riesgo para distintos tipos de cancer; sin embargo, el mecanismo por el cual el
As ejerce su accion toxicoldgica permanece incierto. El objetivo de esta Tesis Doctoral ha
sido el de evaluar el posible dafio genotéxico de una poblacién expuesta a altas
concentraciones de As en el agua de consumo. Se ha utilizado la concentracién de As en
orina y en uflas como biomarcadores de exposicién interna. Para determinar el nivel de
dafio citogenético, se ha utilizado el ensayo de microntcleos en linfocitos de sangre
periférica y en células de descamacién de la mucosa bucal. Teniendo en cuenta que el
dafio genético puede estar modulado por las caracteristicas genéticas individuales,
también se ha realizado un andlisis de genotipos para los polimorfismos de los genes
GSTM1, GSTT1 y GSTPI en la poblaciéon de estudio, lo que se ha utilizado como
biomarcador de sensibilidad individual. La poblacién expuesta ha sido seleccionada en el
norte de Chile donde, por las caracteristicas geologicas de la region, se presentan altas
concentraciones de As en el agua de consumo, llegando a superar los 0,75 mg As/L. Esta
poblacién cuenta con 106 individuos de los cuales 50 son de etnia atacamefa. La
poblacién indigena habita en la regién bajo similares condiciones desde hace unos 11.000
afos. Se ha propuesto que los atacamefios presentan algun tipo de resistencia frente a la
exposicion al As debido a que no tienen los problemas de salud descritos en otras
poblaciones expuestas bajo condiciones similares. La poblacién control cuenta con 111
individuos y se ha seleccionado en la ciudad de Concepcién, ubicada unos 2.000 km al sur
del primer lugar de muestreo, presentando niveles de As en agua de 0,0002 mg As/L. En
este trabajo se ha evidenciado que la exposicién al As por medio del agua de consumo
supone un riesgo genotodxico, induciendo un aumento significativo en la frecuencia de
MN en linfocitos en la poblacién expuesta. Sin embargo, no se ha detectado dafio en las
células de la mucosa bucal. En relacién con la supuesta resistencia de la etnia atacameiia
a los altos niveles de As ambiental, no se han detectado diferencias significativas entre los
atacamefos y los no atacamefios en cuanto al dafio citogenético evaluado mediante el
ensayo de MN, ni en linfocitos ni en células de la mucosa bucal, a pesar de que la
poblacion atacamefa presenta una concentracién mayor de As en las uflas. En cuanto a
los polimorfismos genéticos, sélo se han encontrado diferencias significativas para el gen
GSTPI, en que el genotipo val/val (homocigoto mutante) es mds frecuente en la
poblacién que presenta un mayor nivel de dafio citogenético, medido en ambos tipos

celulares. También se ha encontrado con mayor frecuencia en la poblacién atacamedia.



SUMMARY

The arsenic (As) is a ubiquitous element in the environment and its distribution is
heterogeneous in nature. In some locations, the As occurs naturally in drinking water in
higher concentrations to those considered as safe, and affects millions of people.
Environmental exposure to As is considered as a cancer risk factor. Nowadays, no general
agreement has been reached about its mechanism of action related to the genotoxic
potential of arsenic. Taking this into account, the objective of this Doctoral Thesis has
been the assessment of genotoxic damage of a population environmentally exposed to As
in drinking water. Individual measures of As exposure were determined in fingernails
and urine as internal biomarkers of exposure. The micronucleus assay has been used to
determine the possible genotoxic damage, using peripheral blood lymphocytes and
epithelial cells of buccal mucosa. Considering that cytogenetic damage can be modulated
by individual genetic characteristics, the polymorphisms for the genes GSTMI1, GSTTI
and GSTPI in the population studied have been analyzed and they have been used as
biomarkers of individual susceptibility. The exposed population has been selected form
different villages from northern Chile. In this region As occurs naturally in water in
connection with geological characteristics. We have determined concentrations over
0.75 mg As/L. The exposed population consisted in 106 people; taking into account their
ethnicity they were classified in 50 atacamefio and 56 non-atacamefio. The atacamefio
people inhabits this region under similar conditions for almost 11,000 years, and it has
been proposed that this people have some kind of resistance to As effects because they
don’t present classical problems of arsenicism shown in populations under similar
conditions of exposure. The control group consisted in 111 healthy people from
Concepcion city, located almost 2,000 km south, where As levels in drinking water were
as low as 0.0002 mg As/L. The results obtained in this study indicated that exposition to
As in drinking water involved a genotoxic risk, by the induction of a significant high
frequency of micronucleus in peripheral blood lymphocytes. In this work there is no
evidence of cytogenetic damage in oral mucosa cells. In relation with the supposed
resistance to As exposure of atacameflo people, we did not found significant differences
in the frequency of genetic damage between the atacamefio group and the non-
atacameilo exposed group in both cellular types. However, the atacamefio group shows
high concentrations of As in nails. With respect to the genotype analysis, we found
significant differences in the frequency distribution polymorphisms of gene GS7PI. The
homozygous genotype mutant (val/val) presents a higher frequency in the population
with a high level of cytogenetic damage in both cellular types. The results show that it

occurs frequently in atacamefio people when compared to the non-atacamefio group.
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1 INTRODUCCION

1.1 EL ARSENICO COMO PROBLEMA AMBIENTAL

(Por qué estudiar el arsénico y por qué en Chile? El As es un elemento que se
encuentra en todos los ambientes naturales a concentraciones traza. Sin embargo,
su exposicién a altas concentraciones provoca diversos efectos biolégicos que han
resultado de gran interés en el ambito de la salud publica. A pesar de que los
efectos de la intoxicacién por As son conocidos desde hace mucho tiempo, todavia
no se han podido determinar completamente sus mecanismos de accién. Asi, el
interés en el estudio del riesgo genotdxico del As, se debe tanto a la gran cantidad
de poblaciéon expuesta a altas concentraciones de As ambiental, como a la

complejidad de los procesos involucrados.

El norte de Chile y de Argentina y el sur de Perti y de Bolivia abarcan una extensa
regién volcdnica, con abundantes yacimientos minerales, donde el As se
encuentra de forma natural y en altas concentraciones en los suelos y en las aguas.
Hace mas de once mil afios, una reducida poblacién indigena se asentd en la
region del desierto de Atacama, donde se abastecia de agua en las escasas fuentes
naturales de la zona. El descubrimiento del salitre y el auge de la mineria
provocaron la migracién de importantes masas de poblacién de otras zonas del
pais para trabajar en las faenas mineras del norte a partir del afio 1966. Ignorando
que consumian aguas contaminadas con una altisima concentracién de As, los
habitantes de estos ntcleos de poblacién estuvieron expuestos a los efectos del As
hasta que, algunos aflos mas tarde, se comenzaron a detectar los primeros casos de

arsenicosis.

Aunque en todos los ambientes naturales, tierra, aire y agua, se encuentran
niveles traza de As, en ciertas areas del planeta su concentracién aumenta
considerablemente, dependiendo ya sea de las caracteristicas geoquimicas de la
zona, o de la realizacion de actividades humanas que incrementan su
concentracion ambiental. Se han detectado problemas de arsenicosis en diferentes
partes del mundo, lo que ha provocando problemas de salud y un aumento de
enfermedades tales como diferentes tipos de cancer, entre otras patologias, que

podrian estar relacionadas con el contacto prolongado de la poblacién con el As.



El creciente interés de la comunidad cientifica en el conocimiento de la
genotoxicidad y carcinogenicidad del As y sus posibles mecanismos de accién se
debe tanto a la gran cantidad de poblacién expuesta a este elemento en diferentes

partes del mundo, como a la complejidad de los procesos involucrados.

Aunque los efectos que la intoxicacion por As tiene sobre la salud son conocidos
ya desde el siglo V A.C, no fue hasta 1998 cuando los problemas derivados de la
exposicion al As y sus patologias, conocidas como arsenicosis, atrajeron la
atenciéon mundial como consecuencia del masivo envenenamiento poblacional

ocurrido en algunos paises del nordeste asidtico, particularmente en Bangladesh.

Como solucién al problema de la escasez de agua para el consumo humano que
tenia este pais, varias organizaciones internacionales encabezadas por la UNICEF,
y entre las que se encuentran el Banco Mundial y las Naciones Unidas,
recomendaron el uso de aguas subterrdneas como fuente de agua potable. Estas
organizaciones entregaron los fondos necesarios para que se llevase a cabo dicho
proyecto, lo que permitié que alrededor del 95% de la poblacién de Bangladesh
pudiera abastecerse de agua. Sin embargo, lo que parecia la solucién al grave
problema de la escasez de agua, resulté desencadenar lo que hoy todavia se
considera como la causa del mayor caso de envenenamiento masivo poblacional
jamds conocido, ya que, debido su particular geologia, el agua subterranea de

dicha region contiene altisimas concentraciones de As disuelto.

Dado el riesgo demostrado que supone para la salud la exposicién al As, se ha
legislado para evitar exposiciones consideradas peligrosas. Asi, en el afio 1942, la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Environmental
Protection Agency, EPA), basindose en los datos del Servicio de Salud Publica,
fij6 el limite maximo permitido de concentracién de As en el agua potable para
Estados Unidos en 0,05 mg/L. Este limite es el que ha servido de guia para los
demads paises que, en general, han adoptado la misma norma, como es el caso
actual de Chile.

La EPA ha revisado nuevos datos obtenidos en estudios de biomonitorizacién de
poblaciones humanas, que revelan que se han presentado efectos de arsenicismo
en poblaciones expuestas a niveles menores de 0,05 mg As/L. En consecuencia, en
enero del afio 2002 la EPA adopt6 un nuevo limite maximo permitido para el agua

de consumo humano, reemplazando la norma de 0,05 mg As/L por la de 0,01 mg



As/L y que ha de ser cumplida en Estados Unidos a partir del afio 2006 (EPA,
2002). Este limite de 0,01 mg As/L coincide con la recomendacién de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para niveles maximos permitidos de As
en agua de consumo humano. Sin embargo, considerando que los niveles maximos
se fijan por debajo del valor que se sabe que no produce ningin efecto perjudicial,
la EPA ha propuesto como meta un nivel de As cero, debido a que en este caso no
se conoce el valor bajo el cual el As no tenga efectos adversos. Lamentablemente,
el nivel cero sera muy dificil de conseguir en la practica debido, entre otras

razones, al alto costo que significa esta medida.

1.1.1 Caracteristicas quimicas del arsénico

El As es un elemento clasificado como no-metal o metaloide, perteneciente al
grupo VA y periodo 4 de la tabla periddica, junto al nitrégeno, fésforo, antimonio
y bismuto. Su numero atémico es 33 y su masa atomica es 74,92. El As se puede
encontrar en tres estados de oxidacién: el elemental (0), el trivalente (+3 0 -3) y el
pentavalente (+5), En la tabla 1.1 se presentan en forma ordenada los principales

compuestos de As, junto a su formula quimica (Wildfang er al, 2000).

El As, se encuentra en raras ocasiones en estado puro, pero si combinado con
metales y azufre. Se puede encontrar como elemento inorganico cuando estd en
combinacién con algunos metales como el cobre, el plomo, el zinc o el oro y, en
forma de elemento orgdnico, en combinacién con carbono e hidrégeno. El As
puro tiene una coloracién gris metdlico, y la mayoria de los compuestos organicos
e inorganicos de As tienen una coloracién blanca o incolora. El As no tiene un
olor ni un sabor especial, por lo que su presencia en la comida, en el agua o en el

aire pasa desapercibida.

La estabilidad de los compuestos inorganicos de As depende de su valencia y de la
naturaleza del medio; en un ambiente basico y oxigenado se favorece la formacién
de As pentavalente mientras que, en un medio acido, se favorece la formacién de
As trivalente. Las formas mads frecuentes de As inorganico (As(i)) son el arsenito
(As*) y el arsenato (As®) y las formas organicas mdas frecuentes son el acido
monometilarsénico (MMA), el acido dimetilarsinico (DMA) y el 6xido de
trimetilarsina (TMAO).



Principales compuestos de arsénico

Inorgénicos
Compuestos Formula quimica
arsenito (As*) Asor, AsQs3
arsenato (As*) H2AsO4+, HAsOs2 AsO43
acido arsenoso H3AsOs
acido arsénico H3AsO4
triéxido de arsénico As:0s
pentoéxido de arsénico As20s
arseniuro de galio GaAs
arseniuro de indio InAs
Arsina AsHs
Organicos
Compuestos Formula quimica
dcido monometilarsénico (MMA) CH3AsO(OH)2
acido dimetilarsinico (DMA) (CHs)2AsO(OH)
oxido de trimetilarsina (TMAOQ) (CHs)s AsO
arsenobetaina (CHs) 3As+CH2COOX-
arsenocolina (CHs) 3As+CH2CH20HX-

1.1.2 Distribucién ambiental del arsénico

El arsénico tiene una amplia distribucién en la naturaleza, estando presente en la
tierra, el aire y el agua. Es el vigésimo elemento mds abundante en la corteza
terrestre, estando ampliamente difundido en las rocas igneas y sedimentarias. En
el ambiente el As se encuentra combinado con oxigeno, cloro y azufre formando
compuestos inorganicos. En animales y plantas se combina con carbono e
hidrégeno, formando compuestos organicos. La contaminaciéon ambiental por As
puede aumentar debido a diversas actividades humanas tales como la mineria, los
procesos industriales en los que se usa el carbon como fuente de energia, la

industria del vidrio y la agricultura (Léonard y Lauwerys, 1980).

Son cada vez mas los paises en los que se conocen problemas de arsenicismo, entre
los que destacan en orden alfabético Argentina, Bangladesh, Bolivia, Canada,
Chile, China, EEUU, Eslovaquia, Hungria, India, Japén, Méjico, Mongolia, Peru,
Polonia, Rumania, Tailandia y Taiwan (Santolaya et al,1995; Benko et al, 1999;



Chien et al, 1999; Aposhian et al, 2000a y b; Basu et al, 2001; Tian et al, 2001),
entre otros. En la figura 1.1 se presenta un mapa en el que se destacan los paises

en los que se han detectado problemas de arsenicismo.
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Figura1.1: Mapa de paises en los que se han detectado problemas de

arsenicismo

La contaminacién ambiental de las aguas con As puede ocurrir cuando estas se
filtran a través de suelos que tienen altas concentraciones del elemento en forma
natural o de manera antrépica. El agua tiene la capacidad de distribuir el As a
otros focos secundarios de exposicidon. Los alimentos que estin en contacto con
altas concentraciones de As en alguna fase de su produccién pueden concentrar el
elemento, convirtiéndose en vias alternativas de exposicién poblacional. Sin
embargo, la mayor via de exposicién de la poblacién humana al As ocurre a través
del arsénico disuelto en agua y, a pesar de que son relativamente pocas las dreas
donde esto ocurre, en conjunto afecta a una gran cantidad de poblacién en
distintos paises del mundo, especialmente en paises subdesarrollados de Africa,
Asia, América Central y Sudamérica, donde no existen los medios econémicos
para combatir el problema. A continuacién se analizan brevemente las diferentes
vias de exposicién poblacional al As y en la tabla 1.2 se presenta un resumen de
algunos datos publicados de la concentracién de As en agua, suelo, aire y

alimentos.




Tabla 1.2: Concentracién de arsénico en agua, suelo, aire y alimentos

Agua (pg/L)
Medio analizado Medio no Contaminado Medio Contaminado
superficial <10 500
subterranea 1-2 300
Suelo (mg/kg)
Medio analizado Medio no Contaminado Medio Contaminado
suelo 5 (rango de 1 a 40)
zonas con uso de pesticidas con As 50-500
refinerias mineras contaminantes > 27.000
refinerfas y uso de pesticidas con As 20.100-35.500
Aire (ng/m3)
Medio analizado Medio no Contaminado Medio Contaminado
area rural 0,02-4
area urbana 0,04 3-200
area industrial >1000
Alimentos (ng As/Kg)
Medio analizado Medio no Contaminado Medio Contaminado
aimentos <1,0 3.000,0
peces marinos 64,7 2919
hojas 479 134,9
bulbos 1,9 124.8
semillas 16,0 22,7

Arsénico en el agua: El As estd presente en el agua por la disolucién natural de
minerales de depodsitos geoldgicos, la descarga de los efluentes industriales y la
sedimentacion atmosférica. El As en el agua, se encuentra generalmente como
especie inorganica y, mientras que en las aguas superficiales se encuentra
mayoritariamente en forma de As®, en las aguas subterraneas se encuentra como
As® (Basu et al, 2001). La presencia de formas organicas de As es, en general,
poco significativa y en el proceso de tratamiento de aguas estas especies
organoarsenicales se consideran de poca importancia en comparacién con las
especies de As(i). En las aguas superficiales de un ambiente no contaminado, los
niveles de As pueden llegar a ser de 10 pg/L y en aguas superficiales contaminadas
pueden aumentar hasta 5 mg/L. En cuanto a las aguas subterraneas, en zonas no

contaminadas el valor traza es de 1 a 2 pg/L y supera los 3 mg/L en zonas



contaminadas, llegando a superar en casos extremos los 6 mg/L en aguas de

consumo humano, tal y como ocurre en Bangladesh (Morgan, 2001).

Arsénico en el suelo: En el suelo el As se encuentra principalmente en forma
inorganica, en rocas sedimentarias y volcanicas. El As se presenta en la naturaleza
con mayor frecuencia como sulfuro de arsénico y arsenopirita, que se encuentran
como impurezas en los depdsitos mineros. Los depdsitos minerales en algunas
areas del planeta tienen grandes cantidades de As, lo que puede resultar en
elevados niveles de As(i) en las aguas que, si se usan para consumo humano,
pueden provocar efectos adversos en la salud de la poblacién. El As puede
aumentar su concentracién en los suelos debido a diversas actividades antrépicas
como el uso de pesticidas y la deposicién de material residual de diversos procesos
industriales, pudiendo contaminar las aguas cercanas y aumentando las
posibilidades de afectar a la poblacién. Su concentracién traza puede variar entre
1 y 40 mg/kg, siendo el valor promedio de 5 mg/kg. En suelos contaminados, la
concentracion de As puede ser superior a 35.000 mg/kg en zonas de refineria
minera y en las zonas en que se fumiga con productos que contienen As, este
valor puede llegar a 35.500 mg/kg (Morgan, 2001).

Arsénico en el aire: En el proceso de refinamiento del cobre y de la plata, el As se
libera al ambiente en pequefias particulas, que pueden ser inhaladas o absorbidas
por la piel y las mucosas al depositarse sobre ellas, aumentando asi la exposicién
de los trabajadores y de los residentes en zonas industriales o mineras. El As
particulado se recupera y purifica para su venta, ya que se utiliza principalmente
como conservante de la madera. En zonas libres de contaminacién, el As se
presenta en algunos ng/m3 y en zonas contaminadas este valor supera los 1.000
ng/m3 (Morgan, 2001).

Arsénico en los alimentos: Debido al uso de plaguicidas que contienen As
organico o inorganico como ingredientes activos, o al contacto con aguas de riego
contaminadas con altos niveles del elemento, aquellos alimentos de origen vegetal
o animal que han estado en contacto con estos compuestos arsenicales tienen la
capacidad de acumularlo siendo una posible fuente de exposicién. Segin Morgan
(2001), los valores de As en alimentos producidos en medios no contaminados son
en promedio de menos de 1 mg/kg, llegando a los 3.000 mg/kg en ambientes
contaminados. Un estudio realizado en Chile (Frenz y Sancha, 1997), indica que la

concentracion de As en el pescado puede variar de 291,9 ng As/Kg en un medio



contaminado a 64,7 ng As/Kg en un medio descontaminado. También indica que
los vegetales presentan en hojas, un rango entre 134,9 y 47,9 ng As/Kg, en bulbos
entre 124,8 y 1,9 ng As/Kg y en semillas entre un 22,7 y 1,6 ng As/Kg en las zonas

contaminadas y descontaminadas respectivamente.

1.1.3 Usos del arsénico

Comercialmente, el As elemental se obtiene como subproducto del tratamiento de
otros minerales metdlicos como el oro, la plata y el cobre, o por calentamiento de
la arsenopirita (FeAsS), en el que se produce As en estado puro. En la naturaleza,
el As se encuentra como constituyente de una gran variedad de minerales
usualmente combinado con minerales sulfurados como el oropimente (As2S3) y el
rejalgar (AsS). Estos han sido usados desde hace siglos como cosméticos debido a

la coloracién amarilla del oropimente y anaranjada del rejalgar.

Aunque el As en estado puro no es téxico, muchos compuestos organicos e
inorganicos de As son extremadamente tdéxicos y han sido utilizados como
insecticidas y plaguicidas. A modo de ejemplo, el arsenito de sodio (NaAsQO2) es
efectivo contra la langosta, el tridxido de arsénico (As20s3) es un potente veneno
para roedores, y el arsenito de calcio Ca(AsOs)2 se usa como plaguicida contra el
gorgojo del algodén y el escarabajo de la patata. Los compuestos de As conocidos
como adamsita (cloroarsina difenilaminica) y lewisita (B-clorovinildicloroarsina)
se utilizaron como gases venenosos a partir de la primera guerra mundial. El As se
utiliza también en la fabricacién de vidrio y como preservante de la madera,
ademas de utilizarse comercialmente en aleacién con el plomo para la fabricaciéon
de baterias de almacenamiento y en la fabricacidon de balas. Recientemente, el As
se esta utilizando para fabricar semiconductores de arseniuro de galio, para su uso

en diodos emisores de luz y en células solares.

Todas las aleaciones de As son venenosas en altas dosis pero, a pesar de su
demostrada toxicidad, el As también se ha utilizado como agente terapéutico
frente a diversos procesos patoldgicos. El uso terapéutico del As se conoce desde
unos 5 siglos A.C, cuando Hipdcrates recomendaba su uso para tratar los abscesos
ulcerados. Posteriormente, los médicos han prescrito preparaciones de As para
tratar alteraciones de la piel, tuberculosis, asma y lepra. Durante la Edad Media se

usaron diversos compuestos de As(i) como medicinas y también para producir



venenos. Durante el siglo XIX la solucién de Fowler (a base de As) se utilizé como
tratamiento contra la leucemia y la dermatitis. A dosis terapéuticas, los
compuestos de As se han mostrado eficaces para combatir diversas enfermedades
tales como la anemia, el asma, el reumatismo, la neuralgia, el célera, la malaria, la
psoriasis y la sifilis; utilizdindose también como estimulante general en casos de
debilidad. Sin embargo, basdndose en la evidencia acumulada sobre la toxicidad y
la carcinogenicidad de los compuestos de As(i), muchos de sus usos médicos se

han reducido.

En 1905 se demostré que algunos compuestos de arsénico eran eficaces contra la
tripanosomiasis o enfermedad del suefio. Esto condujo a un estudio sistematico del
uso terapéutico y de las propiedades del As, liderado por Paul Ehrlich quien
recibié el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1908. Ehrlich sintetizé un
compuesto conocido como salvarsan o 606, que resultd ser extraordinariamente
efectivo contra la sifilis y otras enfermedades infecciosas como la frambesia y la
disenteria amébica (causadas por protozoos). Ehrlich mantuvo la teoria de que los
compuestos sintéticos podian matar los parasitos sin causar serios dafios al
huésped, iniciandose asi el desarrollo de la quimioterapia. Hoy el As es
considerado obsoleto en su uso como tratamiento de la sifilis, habiéndose
reemplazado por antibidticos mads eficaces, pero todavia se utiliza contra la

amebiasis y en estados avanzados de la enfermedad del suefio.

Actualmente se estd investigando el uso del As20s en la terapia contra el cancer ya
que, al parecer, este compuesto es capaz de llevar al proceso de apoptosis a las
células con desordenes en su ciclo de proliferacion, sin dafar las células que se
encuentran en estado normal (Tong er al, 2001; Rojewski er al, 2002; Zhang et
al.,, 2002).

1.1.4 Efectos sobre la salud en poblaciones expuestas al arsénico

La mayoria de los compuestos de As son altamente toxicos. Se calcula que la dosis
letal en humanos estd entre los 100 y 500 mg de As y que la toxicidad aguda por
via oral se produce a concentraciones ente 5 y 50 mg en adultos. Sin un
tratamiento apropiado, una dosis de 10 mg As/kg de anhidrido arsenioso puede ser
mortal. Se sabe que el exceso de exposicidn a As provoca arsenicosis, pudiendo

causar dermatitis, envenenamiento agudo o crénico y cdancer, entre otras



enfermedades. La exposicion al As puede afectar de diferentes maneras a una
poblacién, dependiendo del tipo de exposicién. El riesgo para la salud humana
estd asociado a la especie quimica en que éste se encuentre, a la concentraciéon en
que se dé, y al tiempo de exposicion. En la tabla 1.3 se presentan las alteraciones

de la salud provocadas por la exposicion al As.

Tabla 1.3:  Efectos clinicos de la arsenicosis en estados sucesivos de gravedad
Etapa Efectos
preclinica no hay alteraciones de la salud
nicial malestar general, pérdida de peso, conjuntivitis, bronquitis,
inicia . . : .
efectos gastrointestinales, melanosis y queratosis
dari despigmentaciéon (leucomelanosis) en distintas dreas del
secundaria . . , o ;
cuerpo, hiperqueratosis, neuropatias periféricas y hepatopatias
final nefropatias, hepatopatias, gangrena, cancer de piel, de pulmén,
ina

de vejiga y muerte

Los efectos de una exposicién crénica al As (exposicion a bajas dosis durante un
tiempo prolongado) suelen tardar entre 5 y 20 afios en manifestarse (WHO, 2004).
Inicialmente consisten en un malestar general, que incluye adelgazamiento,
cdlicos, diarreas, astenia, mialgias, ataralgias y, en casos graves, dermatitis
exfoliativas. Los principales sintomas en humanos son una severa inflamacién del
tracto gastrointestinal, anomalias cardiacas, colapsos y coma. El As también tiene
una accién irritante que causa inflamacién local de la piel, ulceracién y
perforacién del septo nasal. Algunas especies de As también pueden funcionar

como alérgicos de contacto. (Wildfang er a/, 2000; Morgan, 2001).

La exposicién croénica al As se produce principalmente por el consumo de agua
contaminada, lo que se denomina hidroarsenicismo (arsenicosis producida
principalmente por el contacto con agua contaminada). En los casos de
hidroarsenicismo croénico, los sintomas mas frecuentes son: hiperqueratosis
palmoplantar, dermatitis de verrugas alérgicas, estrias blancas en las ufias de las
manos, problemas cardiovasculares, isquemia miocdrdica, hipertensidn,
disfunciones hepaticas, cambios hematoldgicos y epiteliomas de la piel (Léonard y
Lauwerys, 1980; Santolaya et al, 1995; Andersen et al, 1999; Brown, 1999;

10



Basu er al, 2001; Rahman er a/, 2001). Se ha determinado que la dosis total de
As(i) necesaria para provocar hiperqueratosis palmoplantar en el 50% de los

individuos es de 11 a 16 g por via oral.

Los efectos de la toxicidad aguda frecuentemente se detectan a las pocas horas de
la exposicion y se caracterizan por vomitos intensos acompanados por una severa
irritacién, dolor en la faringe y el epigastrio, ademas de una sensacién de
quemadura local. Estos sintomas se manifiestan como un sindrome
gastrointestinal severo que continda con diarreas, pudiendo llegar al shock con
coma y a la muerte (Morgan, 2001). Esta reaccién clinica se debe a que el As actda
como un inhibidor enzimatico que, al combinarse con los grupos sulthidrilos,
interfiere en el metabolismo celular, principalmente de las células endoteliales.
Una de las principales manifestaciones de la intoxicacién aguda es la
vasodilataciéon paralitica de los capilares sanguineos con una alteracién de la
permeabilidad, lo que explica los vémitos, la diarrea y los edemas subcutaneos que
suelen aparecer. Como consecuencia, se observa hipotensién arterial y shock,
ademas de lesiones parenquimatosas en casi todos los érganos. Los efectos de dosis
subletales son nauseas, vomitos, diarreas, calambres musculares y polineuritis, y
pueden ser causa de graves hepatosis con ictericia, hemorragias, glomerulonefritis
y miocarditis, exantemas escarlatinoformes y morbiliformes. (Santolaya et a/,
1995; Wildfang er al, 2000; Morgan 2001).

El hidroarsenicismo (los efectos de la exposiciéon debido al contacto con agua
contaminada con altos niveles de As) se ha relacionado con el aumento de cidncer
de piel, de pulmdn y de vejiga (Santolaya er al, 1995; Jager y Ostrosky-Wegman,
1997). También se han descrito enfermedades propias de las poblaciones expuestas
a As, como neoplasias de piel, incluyendo principalmente la enfermedad de
Bowen y el carcinoma de células basales. Ocasionalmente, se observa el desarrollo
de un carcinoma de células escamosas. Ademads de los efectos dérmicos, se ha
descrito la llamada enfermedad de los pies negros (blackfoot disease), un desorden
vascular oclusivo que en casos graves provoca gangrena de las extremidades
inferiores (Brown y Fan, 1994). Esta enfermedad fue descrita en Taiwan y se cree
que esta relacionada con el hidroarsenicismo y la mala nutricién poblacional de la
zona (WHO, 2004); hoy en dia, la enfermedad de los pies negros es un grave
problema poblacional en Bangladesh. El As también se ha relacionado con
malformaciones congénitas y con un aumento significativo de la tasa de abortos
(Santolaya er al, 1995).
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En cuanto a la exposicién aguda (exposicion a altas dosis de As durante un tiempo
corto), se han descrito diversos efectos sobre la salud de poblaciones afectadas
(tabla 1.4) entre los que se incluyen diversos efectos sobre la piel como el cancer,
enfermedad de los pies negros, enfermedad de Bowen, carcinoma de células
basales y escamosas, melanosis, hiperqueratosis palmoplantar y despigmentacién.
Ademads de problemas de higado como ictericia, agrandamiento del higado,
cirrosis e, hipertension portal no cirrética, en el sistema nervioso se han descrito

problemas de neuropatias periféricas y pérdida de oido.

Tabla 1.4: Resumen de los efectos sobre la salud de la exposicién aguda al

arsénico en distintos sistemas

Sistema Efectos

cancer de piel, enfermedad de los pies negros, enfermedad
de Bowen, carcinoma de células basales y escamosas,

Piel . . .
melanosis, hiperqueratosis palmoplantar y
despigmentacion de la piel
Hicad ictericia, agrandamiento del higado, cirrosis e
igado . . s
5 hipertensién portal no cirrdtica
Nervioso neuropatias periféricas y pérdida de oido
manifestaciones cardiovasculares, acrocianosis,
Cardiovascular enfermedad de Raynaud, hipertensién, hipotensién

arterial e infarto de miocardio
Hematopoyético  megaloblastosis
Respiratorio disfunciones pulmonares y cdncer de pulmén

Endocrino diabetes mellitus, bocio

En cuanto al sistema cardiovascular se han presentado manifestaciones
cardiovasculares, acrocianosis, enfermedad de Raynaud, hipertensién, hipotensiéon
arterial e infarto de miocardio. En el sistema hematopoyético se ha descrito
megaloblastosis, en el sistema respiratorio, disfunciones pulmonares y cancer de

pulmoén y en el sistema endocrino diabetes mellitus y bocio.
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Afortunadamente, si la arsenicosis se detecta a tiempo se pueden evitar los efectos
nocivos mediante el consumo de agua fresca, vitaminas y algunos firmacos como
la penicilina D y el acido dimercaptosuccinico. El problema es que,
lamentablemente, estos compuestos son demasiado caros o inaccesibles para las
personas afectadas, que muchas veces pertenecen a estratos sociales muy

desfavorecidos.

1.2 EL ARSENICO EN CHILE

Como ya se ha comentado anteriormente, el As tiene una distribucién amplia y
heterogénea en la corteza terrestre. Sin embargo, en algunos lugares del planeta,
la concentracién de As es especialmente alta en los suelos y en el agua que pasa a
través de ellos, tal como sucede en el norte de Chile y Argentina y en el sur de

Pert y Bolivia.

1.2.1 Distribucién del arsénico en el norte de Chile

En Chile, el As se encuentra heterogéneamente distribuido, focalizado
principalmente en el norte de pais. La distribucién y concentracién de As en el
norte de Chile estd relacionada con el vulcanismo cuaternario, que caracteriza a
los Andes Centrales. Este vulcanismo se concentra entre los 26° y 21° sur,
correspondiendo a la regién de Antofagasta; esta extensa region abarca el desierto
de Atacama, el mds drido del mundo (figura 1.2). La geologia del lugar es
responsable de los altos contenidos de As y de otros elementos como vanadio,
fldor y azufre, que se encuentran en las aguas originadas en la zona volcdnica de
los Andes Centrales, tanto en los flujos superficiales como fredticos, lagunas y

géiseres.

Debido a las caracteristicas geoldgicas de la regiodn, las escasas fuentes de agua que
se encuentran en el desierto de Atacama presentan distintos niveles de As,
dependiendo de la concentracién de éste en los suelos por los que fluyen las aguas.
Asi, por tanto, las diferentes poblaciones de la regién presentan distintos niveles
de exposicion segun sea el origen del agua que consumen.

Diversos estudios llevados a cabo en la zona han determinado que las

concentraciones de As en el agua potable muestran un gradiente que disminuye
de norte a sur, siendo las ciudades de Antofagasta y de Calama las que presentan
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concentraciones medias mds altas. En estas localidades el agua contiene
concentraciones naturales de As tan altas que debe ser sometida a tratamiento
para cumplir con la norma chilena de As en agua potable que es de 0,05 mg de
As/L.

- el § )

Ameérica del Sur

Figura 1.2: = Mapa de América del Sur

El principal rio de la zona es el rio Loa, y a lo largo de su curso se ubican la
mayoria de pueblos y ciudades de la regién. El rio Loa tiene varios rios afluentes y
cada uno de ellos, dependiendo de su origen, presenta distintos niveles de As
disuelto. Debido a esto, la concentracién de As en las aguas del rio Loa dependerd
del lugar en que se haga el muestreo. Lo mismo sucede en la hoya hidrografica del
Salar de Atacama, donde las dos fuentes de agua que se encuentran son el rio San
Pedro y el rio Vilama, con 0,17 mg As/L y con 0,7 mg As/L, respectivamente
(Santolaya er al, 1995).

Para una mejor comprension de la hidrografia de la zona de estudio se presenta la
tabla 1.5 con los valores de concentracién de As en el agua de algunas localidades
medidas en un estudio anterior realizado por Santolaya y colaboradores (1995).
También se incluye la figura 1.3 en la que se puede ver la ubicacién espacial de los

rios en la region.
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Tabla 1.5:  Hidrografia de la regién de Antofagasta

Hidrografia del Rio Loa
Lugar mg As/L
Lasana <0,01 - 0,37
Chiu-Chiu 0,11 - 0,77
Desembocadura del rio Salado 0,43
Antofagasta <0,01 - 0,04
Toconce 0,43 - 0,44
Calama 0,03 0,05
Rio San Salvador 1,76
Chuquicamata <0,01 - 0,06
Caspana <0,01
Hidrografia del Salar de San Pedro de Atacama
Lugar mg As/L
Rio San Pedro 0,17
Rio Vilama 0,70

Dada la heterogeneidad ambiental indicada, los niveles de exposicién poblacional
dependeran tanto de la ubicacién geografica, como de las fuentes de aguas de
consumo y de la movilidad de las personas dentro de la regiéon. Una consideraciéon
importante es que en los pueblos pequeiios se mantiene la agricultura de
subsistencia, en que los cultivos se riegan con agua de los rios o vertientes locales,
por lo que también existe una exposicién a través de los alimentos que serd mas o

menos importante dependiendo del nivel de concentracién de As en cada caso.

En cuanto a la exposicién por la presencia del As en el aire en Chile, las
concentraciones mas altas se presentan en la zona norte del pais, coincidiendo con
la contaminacién antrépica generada por la amplia actividad minera (Frenz y
Sancha, 1997). En estudios realizados por Santolaya y colaboradores (1995), se han
hecho mediciones puntuales de As en polvo total en zonas del interior y en la
costa de la IT Region, determindndose que si bien los valores medios son mas altos
en las zonas mineras, estos no superan la concentraciéon ambiental maxima
permitida (0,116 mg As/m3) en ninguna de las localidades muestreadas. Cabe
sefalar que estas mediciones pueden presentar variaciones importantes a lo largo

del afio.
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Figura 1.3:  Mapa de la regiéon de Antofagasta

Como se ha indicado, los alimentos pueden constituir una fuente significativa de
exposicion al As. En ausencia de concentraciones importantes de As en el agua y
en el aire, el As en alimentos puede representar la principal via de exposicion a
este elemento. Sin embargo, como el norte de Chile esta ubicado en una zona
desértica, la mayoria de los alimentos provienen de otras regiones del pais, no

encontrandose grandes cultivos en la zona; es por ello que la exposicién a As por
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via de los alimentos no es muy importante, al menos en los grandes ntcleos
urbanos. No sucede lo mismo en los pequefios ntucleos rurales donde se practica
una agricultura tradicional de subsistencia y, en consecuencia, se da una mayor

exposicion a través de los alimentos (Frenz y Sancha, 1997).

A continuacioén se presenta una breve resefia histérica de la regiéon de Antofagasta
que explica como se ha dado el contacto entre las principales fuentes de As y los
distintos grupos poblacionales de la region, que se ven expuestos principalmente a
través del agua de consumo. También se hace referencia al estado de salud
poblacional desde que se detectaron los primeros casos de envenenamiento por
arsénico. Es importante destacar que, el As se encuentra presente en todos los

ecosistemas de la II regién de Chile.

1.2.2 Breve reseiia histdrica del arsenicismo en Chile

Hace mas de once mil afios la cultura atacamena se instald en el altiplano de la
cordillera de los Andes, ocupando una zona que incluye lo que hoy corresponde a
la regién de Antofagasta, en el norte de Chile. Como esta regién es desértica, la
poblacién se instald en la zona de la cordillera y precordillera donde contaban con
los escasos recursos de agua necesarios para el consumo y la agricultura. En la
zona costera también se instalaron pequefios poblados que se abastecieron de agua

en pequeiias vertientes locales.

La poblacién de la zona permanecid escasa hasta 1866, cuando se descubrio el
salitre y abundantes recursos minerales como el cobre, que todavia hoy se
continian explotando. Esto provocé un gran desarrollo de la regién y un
crecimiento importante de la poblacién debido a la llegada de gente de otras
partes del pais, que venia a trabajar. El abastecimiento de agua, recurso muy
escaso en la zona, primero se realiz6 mediante la instalacién de plantas
desalinizadoras, pero luego se hicieron canalizaciones de agua de las fuentes
cordilleranas, disminuyendo progresivamente el uso de la desalinizacién del agua

del mar.

A partir de 1963, se hizo patente en Antofagasta la apariciéon de una serie de
patologias graves asociadas con la exposicion al As, provocandose una gran alarma
publica. Se evidencid que el agua que abastecia esta ciudad, desde 1958, contenia

niveles de As extraordinariamente altos (0,8 mg As/L) (Santolaya et al, 1995).
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Esto suponia una exposicion 16 veces superior al nivel actual maximo permitido

para agua de consumo en Chile (0,05 mg As/L).

La red de agua potable de la regién de Antofagasta actualmente estd compuesta
por diferentes y variados suministros. Los diferentes pueblos pueden contar con
un sistema de agua potable basado, ya sea en una red de agua potable domiciliaria,
una serie de estanques de agua que son abastecidos por camiones aljibe, o
abastecerse de agua directamente del rio mas cercano. De este modo, actualmente
podemos encontrar diferencias significativas en la presencia y concentracion de
As al analizar el agua de consumo en diferentes pueblos e, incluso, dentro de un
mismo pueblo, dependiendo de las diferentes fuentes de agua que llegan a él. Hay
que destacar el hecho de que es frecuente que un pueblo tenga mads de una fuente

de abastecimiento de agua.

La presencia de altas concentraciones ambientales de As en la regién de
Antofagasta, principalemente en el agua de consumo humano, han presentado
diversos problemas de salud publica. Esta situacién se analiza en el siguiente

apartado.

1.2.3 Salud poblacional en la regién de Antofagasta

En Chile, la regién de Antofagasta ha presentado histéricamente una mortalidad
mayor que el resto del pafs para algunos canceres como son el cancer de pulmén,
de piel y de vejiga; en tanto que para los canceres mas frecuentes a nivel nacional,
como son el de estomago, de vesicula, de mama y de utero, presenta riesgos
menores (Santolaya et al, 1995). Este perfil corresponde a un exceso selectivo de
canceres que en la literatura cientifica se han asociado de modo causal con la

exposicion al arsénico (Basu et al, 2001).

En el afio 1963, se detectd por primera vez en Antofagasta un incremento de las
tasas de mortalidad por cancer bronquial y de vejiga en la poblacién residente,
que se asocid a los efectos del hidroarsenicismo de la regién. En 1968, Borgofio y
Greiber (1972) describieron que 100 pacientes del Hospital Regional, habian sido
diagnosticados de envenenamiento crdénico arsenical. En este grupo de enfermos,
el 80% presentaba leucomelanodermia, el 22% acrocianosis y el 30% la

enfermedad de Raynaud.
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Los mismos autores describen varias enfermedades vasculares en nifios y jovenes,
tales como angina, hipertensién, trombosis mesentérica e, incluso, infarto de
miocardio. Asimismo, en el afio 1977, Zaldivar (citado en Santolaya er a/, 1995)
describe el engrosamiento de las paredes de las arterias de mediano y pequefio

tamafio e hipertrofias cardiacas en autopsias realizadas en nifios expuestos al As.

Las primeras observaciones de la asociacién entre el As y el cancer relacionaban la
exposicion a As en el agua con un exceso de cincer de piel, en tanto que la
exposicion de As en el aire se asociaba al cdncer de pulmoén. Evidencias
posteriores sobre estas asociaciones han demostrado que, en realidad, el As
ingerido en el agua tiene un efecto sistémico, aumentando el riesgo de varios tipos
de cancer interno, agregandosele al cidncer de piel, el cincer de pulmén, de
prostata, de rinén y de higado (Santolaya er al, 1995; Basu et al, 2001). Hay que
recordar que en la regiéon de Antofagasta, existe exposicién ambiental al As a
través del agua potable y exposicién laboral a As en el aire en las faenas de la
mineria, sugiriendo que los excesos de muertes por esos canceres, asi como el
exceso de muertes por malformaciones congénitas, podrian atribuirse a esta

exposicion quimica del ambiente general y del ambiente laboral.

En 1992, Santolaya y colaboradores iniciaron un estudio de los certificados de
defuncién de la regién de Antofagasta en el periodo comprendido entre 1976 y
1991. El estudio indica que el aumento del cdncer broncopulmonar es alarmante
en la regién siendo 3 veces mayor que la tasa promedio de todo el pais y, en el
caso particular de la ciudad de Antofagasta, esta cifra aumenta considerablemente,
llegando a ser casi cuatro veces la tasa nacional. En el caso del cancer de vejiga la
mayor tasa también se encuentra en la regién de Antofagasta, multiplicindose por

5 en comparacién a la tasa nacional (Santolaya er al, 1995).

La concentracion de As en las aguas de bebida y de riego, asi como la exposiciéon
laboral al As se han reglamentado por ley. En el caso de Chile, la norma de As en
el agua de consumo humano, actualmente en vigencia, recomienda una
concentracion maxima de As de 0,05 mg/L (50 pg As/L). En 1993, la OMS
establecié un valor guia para la concentracidon de As en agua potable de 0,010 mg
As/L.

19



1.3 EXPOSICION AL ARSENICO

Una vez que ya se ha determinado que el As estd en el medio ambiente, es
interesante estudiar cudl es la exposicidon real a la que se ven expuestas las
poblaciones humanas que viven en este ambiente contaminado. Para ello,
veremos como ocurre la entrada de As en el organismo y luego céomo este es
metabolizado; finalmente nos referiremos a las herramientas que nos permitiran

determinar la exposicion real en cada uno de los individuos del estudio.

1.3.1 Entrada del arsénico en el organismo

En el medio ambiente, la biota estd constantemente expuesta a una gran cantidad
de substancias con las cuales interacciona en sus actividades vitales. La mayoria de
compuestos con los que esta en contacto pueden ser toxicos a determinadas dosis.
Sin embargo, los organismos han generado mecanismos para reducir los niveles

internos de dichos compuestos tdxicos hasta alcanzar niveles subtdxicos.

Para que un compuesto toxico ambiental cause dafio a los organismos, en primer
lugar deben estar expuestos al mismo. Después, el compuesto toxico tiene que
vencer las defensas del organismo que tratan de impedir que éste llegue al tejido
blanco en forma activa. Las defensas de los organismos consisten,
fundamentalmente, en mecanismos que restringen el transporte y la difusién,
disminuyendo el periodo de exposicién del tejido blanco. Para ello, el organismo
pone barreras al desplazamiento del agente toxico hacia determinados tejidos,
disminuyendo su difusibilidad a través de las membranas celulares y/o facilitando

su excrecion.

El proceso de transporte y transformacién que experimenta el compuesto téxico
desde la superficie epitelial de contacto hasta llegar a los érganos en los que se
almacena y en los que causa lesiones es muy complejo. Por conveniencia, para
facilitar su estudio se considera que consta de cuatro pasos: absorcidn,

distribucidn, excrecién y metabolismo, los que se presentan a continuacién.
Absorcién: la absorcién se define como el proceso por el cual, el xenobidtico

atraviesa las membranas y capas celulares hasta llegar al torrente sanguineo. El

ingreso del compuesto téxico en el organismo usa los mismos mecanismos de
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transporte disefiados para movilizar compuestos de estructura similar. Los
principales mecanismos de transporte son la difusién simple y el transporte activo.
Una misma dosis quimica puede producir diferentes efectos, dependiendo de la
via por la cual ingresa. La ingestién es la via de exposicién mds comun; sin
embargo, la inhalacién y la absorcién dérmica forman parte importante de varias

rutas de exposicion.

En cuanto al As, su absorcién ocurre principalmente por medio de la exposicion al
agua con elevadas concentraciones del elemento, ya sea a través de la bebida, el
bafio, el riego, etc. La exposicion también puede darse por inhalacién, asi como
por contacto con el suelo. En los lugares con suelos contaminados con As la
exposicion entre los nifios pequefios que se ponen las manos en la boca puede
llegar a ser significativa (Wildfang er al, 2000). No se ha podido determinar la
absorcién de As en aquellas personas en las que se ha confirmado la absorcién
dérmica como unica fuente de exposicién. Sin embargo, estudios con As®
demostraron que el As se absorbe por la piel y es acumulado en el fluido receptor
circulante (Wester er al, 1993).

La tasa de absorcion del As en el tracto gastrointestinal depende de su forma
quimica y de la concentracion en la que se encuentre. Ademas, existen diferencias
en la absorcién tanto entre individuos como entre especies. En 1977, Crecelius
observd que el As(i) ingerido por un voluntario se eliminaba por la orina en un
80% pasadas 61 h, sugiriendo que la absorcién del As es bastante baja. Los estudios
de Charbonneau y colaboradores (1980) en hamsters expuestos a dosis orales de
As* marcado, revelaron una absorcién pobre, debido a que aproximadamente el
70% de la dosis fue detectada en las heces. Los resultados en ratas, publicados en
1994 por Hughes y colaboradores, muestran porcentajes similares de excrecién a
los de los humanos, después de la administracién oral de As* (Hughes et al,
1994). Por otro lado, en estos estudios se ha determinado que las formas
organoarsenicales provenientes de los organismos marinos son absorbidas con
bastante facilidad (Crecelius, 1977; Charbonneau er al, 1978).

En las poblaciones humanas expuestas crénicamente al As mediante el consumo
de agua contaminada, o por contacto con el suelo, la absorcién dérmica del As
representa una ruta de exposicion limitada, aunque significativa y en el caso que
esto ocurra, puede presentarse toxicidad severa, por ejemplo, después de la

exposicion a plaguicidas que contienen MMA; en estos casos, la inhalacién
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constituye otra via de exposiciéon importante (Hessl y Berman, 1982). Conviene

sefalar que los estudios de absorcién dérmica del As en humanos son escasos.

Distribucién: se entiende por distribucién la localizacién y concentracién del
xenobidtico en los diferentes tejidos. La distribuciéon no es sélo la accién de
transportar el compuesto téxico, sino el hecho de que el téxico se encuentre en los
6rganos con una concentracién determinada. La distribucién de un compuesto
dentro del organismo depende de varios factores, como sus caracteristicas
quimicas, el tamafio molecular, la permeabilidad con la que se puede desplazar
por las membranas, etc. En el camino hacia el sitio de accién, el compuesto puede
ser captado por proteinas plasmadticas, transportado hacia determinadas células,
ver restringido su paso por membranas selectivas o ser lo suficientemente
liposoluble como para ser almacenado en el tejido graso. Como ya se ha
comentado, la distribucién del As es altamente dependiente de su forma quimica,
de la ruta de administracion, de la dosis y de la especie en que se estudie la
exposicion (Wildfang et al, 2000).

En relacién con ello, la Academia Nacional de Ciencias (NAS) de los EEUU no
recomienda la rata como modelo para el estudio del metabolismo del As en
humanos, debido a que los trabajos de Aso y Abiko (1978) determinaron que la
rata retiene grandes cantidades de As en forma de DMA en los eritrocitos y
mantiene altos niveles del elemento, por lo menos hasta dos meses después de la
exposicion. En el mismo estudio se determind que otros drganos incluyendo
rifén, higado, pulmoén, cerebro y pelo, no mostraban aumentos significativos de
As tras la exposicion. En 1979, Tam y colaboradores determinaron que el As no
parecia ser metilado ni en el plasma ni en la orina de los humanos (Tam ez aZ,
1979), lo que sugiri6 que el As podria ser atrapado primero por las células,

metilado y liberado al sistema circulatorio para ser purificado por los rifiones.

Maés tarde, Georis y colaboradores (1990) estudiaron cultivos in vitro de cortes de
higado de rata y demostraron que el As* absorbido dependia de la concentracién
presente en el medio y que, cuando el medio de cultivo tenia As trivalente, este se
encontraba concentrado unas 10 veces en dicho 6rgano. Por otro lado,
demostraron que el As se absorbe unas 8 veces menos si el medio de cultivo tiene
As pentavalente, lo que sugiri6 que probablemente los mecanismos de absorcién
del As en cultivos de tejidos ocurren por difusién facilitada y no requiriere

energia (Fischer er al, 1985). Asimismo, los datos de absorcién y metabolismo del
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As en fibroblastos de ratén presentaron una relacién dependiente de la dosis
(Fischer er al., 1985).

Excrecidn: la concentracién de un compuesto téxico se puede disminuir mediante
su excrecién. Todas las secreciones corporales pueden excretar compuestos
quimicos, pero las tres principales vias son la orina, las heces y el aire exhalado. La
excrecion de los xenobidticos utiliza los mismos mecanismos que tiene el
organismo para excretar los desechos metabdlicos enddgenos. Un compuesto
téxico puede, dependiendo de sus caracteristicas, ser excretado por diferentes vias
como la orina, las heces, la bilis, el sudor, el aire exhalado, etc. Los rifiones son los
6rganos mads importantes en la excrecién ya que eliminan directamente las
substancias toxicas de la sangre. Para que una substancia sea eliminada por la
orina es necesario que sea soluble en agua; asi los compuestos liposolubles se

tienen que biotransformar en hidrosolubles para poder ser excretados por esta via.

El As se excreta tanto por via urinaria como fecal (Wildfang ez al, 2000). En 1981,
experimentos de Buchet y colaboradores determinaron que en humanos el As se
excreta mayoritariamente por via urinaria en unos 8 dias después de la ingestién
oral (Buchet er a/,1981b). Sin embargo, la vida media para la excrecién del As por
la via urinaria aumenta al aumentar la dosis de exposicién (Wildfang er a/, 2000).
En 1994 Hughes y colaboradores determinaron que, en ratones, no se observa una
relacién dependiente de la dosis en la eliminaciéon de As® o de DMA; sin
embargo, la eliminaciéon de MMA si que ocurre de una manera dependiente de la
dosis. Buchet y colaboradores también estudiaron la excreciéon de As por via
urinaria en humanos y encontraron que la tasa de excrecién de los metabolitos del
As estaba relacionada linealmente con la cantidad absorbida (Buchet er aZ, 1981b)
y que, al ingerir unos 500 pg de NaAsOz2, los tiempos medios de eliminacién de
MMA y DMA, fueron menos de 4 y 11 horas respectivamente (Buchet er al,
1981a).

No cabe duda de que la dieta puede influir en las cantidades de As excretado. El
As puede ser ingerido a través de diferentes alimentos como hortalizas, pescados,
mariscos y otros alimentos procesados, que en alguna fase de su produccién o
preparacion hayan estado en contacto con As. Asi, por ejemplo, los alimentos
marinos pueden contener grandes cantidades de As organico en diferentes formas
y, al ser consumidos, el As es eliminado rdpidamente, aumentando su

concentracion en la orina (Buchet er al, 1994). Aproximadamente el 50% del As
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contenido en el pescado es eliminado en 2 dias, después de los cuales la tasa de

excrecion decrece hasta llegar a un nivel basal (Freeman et al, 1979).

En 1994, Buchet y colaboradores encontraron que no habia diferencias en la
eliminacién del As por via urinaria entre hombres y mujeres. Previamente,
Charbonneau y colaboradores (1980) habian encontrado resultados similares al
estudiar las diferencias de eliminacidn en hdmsters machos y hembras expuestos a
As* por via oral o intravenosa. Se sabe que el As* es oxidado internamente a A y
que el sitio del rifién donde mads se reabsorbe es el tibulo proximal (Ginsburg,
1965).

La excrecion biliar del As también parece depender de la forma quimica, de la
ruta de exposicion y de la especie de As absorbida por el organismo. En 1974,
Klaassen determiné que en ratas el As esta entre 300 y 600 veces mas concentrado
en la bilis que en el plasma, sugiriendo un transporte activo a través de la
membrana. En este estudio, menos del 10% de la dosis de As administrado se
excretd por las heces en un periodo de 7 dias, lo que sugirié la importancia del

sistema de circulacién enterohepdtica del As en la rata.

En 1991, Gyurasics y colaboradores determinaron que el As® y As®, al ser
administrados por via intravenosa en ratas, aumentan la excrecion biliar de tioles
enddgenos, incluyendo el glutation, de una manera dependiente de la dosis. Se
observd que el As* era mds facilmente excretado por la bilis que el As® y que la
mayor excrecion de ambas especies de As ocurria a los 15 min después de la
administracién (Gyurasics et al, 1991b). Se propuso que el As*® y el As®, al ser
reducido a As*3, forman complejos poco estables con el glutation que son

transportados a la bilis (Gyurasics et a/, 1991a).

La eliminacién fecal del As inorganico y sus metabolitos metilados representa, por
lo general, menos de un 10% del total del As eliminado (Ducoff er al, 1948;
Hollins er al, 1979; Cikrt et al, 1980) aunque se han encontrado algunas
excepciones (Charbonneau er al, 1980). El estado de oxidacién del As no parece
tener mucho que ver su eliminacién fecal, si bien existen pocos estudios en los

que se determine la excrecién fecal de As (Bettley y O’Shea, 1975).

Uno de los aspectos mas importantes en el estudio de los efectos de la exposicion
de los organismos al As es su metabolismo, ya que puede presentar una gran

complejidad, y como ya se ha visto puede variar considerablemente dependiendo
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de la especie que se estudie. Actualmente todavia existen muchas incdgnitas y
controversias referentes al metabolismo del As, el que se presenta en detalle en el

siguiente apartado.

1.3.2 Metabolismo del arsénico

El metabolismo es un proceso esencial que afecta el comportamiento de la gran
mayoria de agentes quimicos que entran al cuerpo, a los que estan expuestos los
organismos vivos en el medio ambiente. El metabolismo incide directamente en la
toxicidad de los xenobidticos y sus derivados, por lo que se considera

determinante en la toxicologia y en la mutagénesis de numerosos compuestos.

Anteriormente hemos mencionado que, para reducir la posibilidad de que una
substancia produzca una respuesta toxica, se puede disminuir la cantidad de
substancia que llega en forma activa al tejido blanco, asi como disminuir su
tiempo de permanencia en el lugar de accién. Lo anterior se logra disminuyendo
la difusibilidad del téxico e incrementando la velocidad de excrecién, fendmenos
que se producen cuando aumenta la polaridad del xenobidtico, dado que los
lipidos se difunden menos rapidamente. Un compuesto xenobidtico puede ser
transformado por el metabolismo aumentando su solubilidad en agua y facilitando

su excrecion por medio de la orina.

El mecanismo mds comun que usan los organismos para eliminar los téxicos
ambientales es la biotransformacidn, consistente en convertir los xenobidticos no
polares en compuestos solubles en agua. En algunos casos, la biotransformacion
resulta en la produccién de un metabolito mas téxico que el compuesto original, a
este proceso se le denomina bioactivacién. Si estos metabolitos se acumulan y
vencen las defensas del organismo, entonces pueden producir un dafio que se
manifieste en una respuesta toxica. Las reacciones de biotransformacion se
agrupan en dos conjuntos de vias metabdlicas: las reacciones de Fase I o de

funcionalizacién y las reacciones de Fase II o de conjugacion.

La biotransformacién de Fase I comprende un conjunto de reacciones de las que la
oxidacion a nivel microsomal es la mas importante. Otras vias son la oxidacién
extramicrosomal, la reduccién y la hidrolisis. Gracias a las reacciones de la fase I
se forman metabolitos que en general, son mas hidréfilos y que, pueden ser

transformados en las reacciones de Fase 1II.
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Las reacciones de Fase II, de las cuales la glucuronoconjugacién es la mas
caracteristica, estan catalizadas por un conjunto de enzimas, la mayoria de ellas
localizadas en el citosol. Las reacciones consisten en agregar un grupo polar de
tamafio relativamente grande a los productos de las reacciones de la Fase I o a los
xenobiodticos originales que contienen los grupos funcionales apropiados para ser
substratos de las reacciones de conjugacién. El resultado que se logra con estas
reacciones es un gran aumento de la solubilidad en agua del xenobidtico, o de su

metabolito lo que facilita su eliminacién del organismo.

El modelo actual sobre el metabolismo del As se caracteriza por dos tipos de
reacciones en muchas especies, incluyendo la humana. El primero es una
biotransformacion de Fase I, consistente en una oxidacién/reduccién que cambia
el estado de valencia del As, permitiendo el paso de As*a As*. El segundo tipo de
reaccion es la metilacién en la que las formas de As trivalentes son metiladas
secuencialmente a productos mono-, bi- o trimetilados, actuando la
S—adenosilmetionina (SAM) como donador de grupos metilo y la forma reducida

del glutation (GSH) como cofactor esencial (Morgan et al, 2001).

En 1973, Braman y Foreback demostraron la presencia de As metilado en orina
humana y, cuatro afios mas tarde, Crecelius (1977) realiz6 un experimento in vivo
en el cual demostrd que existia un proceso de metilacion del As en humanos. En
este experimento, un voluntario ingirié vino, agua y carne de cangrejo en
conserva, que contenian As(i), y luego se detectaron dos metabolitos metilados de
As en su orina, en las siguientes proporciones: 15-20% MMA y 55-65% DMA;
también se detecté un 20-25% de As(i). Estos datos fueron corroborados

posteriormente por Buchet y colaboradores (1981a).

En otro estudio, cinco voluntarios ingirieron 3 mg de NaAsO: y, mediante el
analisis de orina para As total y especiado, se demostrd que el 48% de la dosis era
eliminada a los 5 dias; asimismo se determind que la vida media del As total era de
aproximadamente 30 h. El As(i) fue eliminado mayoritariamente durante las
primeras horas; sin embargo, esta eliminaciéon disminuyé rapidamente al
aumentar las proporciones de metabolitos metilados de As, mayoritariamente en
forma de DMA (Buchet er al, 1980). Otro experimento realizado por el mismo
grupo, con voluntarios que ingirieron 500 ug de As(i) en forma de NaAsOs,

permitié determinar que el efecto observado en el experimento anterior se
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aceleraba con un pretratamiento con agentes lipotrépicos como la metionina, la

colina o la vitamina B (Buchet er al, 1981a).

Posteriormente se ha investigado cédmo influye el estado nutricional en la
capacidad metiladora del organismo. Asi, un estudio llevado a cabo en ratas puso
de manifiesto que la mala nutricién disminuye la capacidad metiladora del higado
(Tice et al, 1997); otro estudio in vitro, realizado en tejido hepatico humano,
también plantea la influencia del estado nutricional sobre la metilacién del As, en
particular, el papel de la vitamina B12 y del selenio (Zakharyan y Aposhian,
1999). Un estudio de biomonitorizacién realizado en una poblaciéon humana
ambientalmente expuesta a altas concentraciones de As en Argentina, también
llega a la conclusién de que el estado nutricional modula la metilacién (Vahter,
1999). Estos ultimos resultados no concuerdan con los obtenidos en un estudio
realizado en familias afectadas por el As a través del agua de consumo en el norte
de Chile (Chung er al, 2002). En dicho estudio se encontrd una alta correlacién
de la metilaciéon del As entre hermanos, datos que no se vieron alterados al
ajustarlos segin las variables de micronutrientes de la sangre (metionina,

homocisteina, folato, vitamina B6, B12 y selenio).

En un principio se habia sugerido que existian dos vias independientes para la
produccién de MMA y DMA (Buchet y Lauwerys, 1985, 1988; Buchet et al,
1994), pero a partir del trabajo de Zakharyan er al/ (1995) usando arsenito
purificado y MMA metiltransferasa de higado de conejo, se aceptd que una sola
proteina realiza ambas metilaciones. En relacién a ello, se ha propuesto que el
indice de metilacién del As puede ser una de las razones de la variacion en los
perfiles de excreciéon del As(i) y sus metabolitos metilados entre diferentes

especies animales (Wildfang er a/, 1998).

Investigaciones llevadas a cabo usando MMA metiltransferasa de higado de conejo
demostraron que para realizar la primera metilacién se usa As*®* y no As®
(Zakharyan et al, 1995). Al estudiar la actividad de la As metiltransferasa de
higado de hdmster parcialmente purificada, se corroboraron dichos resultados
(Wildfang et al, 1998). Estudios in vitro con concentraciones bajas de As* (1uM)
han evidenciado que la formacién de DMA aumenta con el tiempo, mientras que
la concentracion de MMA se mantiene relativamente constante durante el tiempo
de incubacién (Georis et al, 1990), lo que sugiere que, a bajas dosis, el As™ es

metilado hasta lograr disparar el segundo paso de la metilacién en el que
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se produce DMA. La secuencia de pasos aceptados que se suceden durante el

metabolismo del As se presentan en la figura 1.4 (Marnell ez al/, 2003).
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Figura 1.4:  Esquema del metabolismo del As

En numerosos estudios realizados tanto in vivo como in vitro se ha comprobado la
existencia de cofactores esenciales para la metilacion del As. Se ha determinado
que estos factores esenciales son la S-adenosilmetionina (SAM) (Buchet y
Lauwerys, 1985, 1988; Zakharyan et al, 1995) y tioles reducidos, principalmente
glutation (GSH) (Buchet y Lauwerys, 1987; Buchet y Lauwerys 1988; Zakharyan
et al., 1995). Buchet y Lauwerys determinaron que el agotamiento de GSH in vivo
mediante el tratamiento con phorone aumenta mas del doble la excrecion de As
total durante las primeras 24 h después del tratamiento, debido mayoritariamente
al aumento en la excrecién de As(i), demostrando asi la importancia del GSH
enddégeno en la metilaciéon del As en ratas (Buchet y Lauwerys, 1988). Estos
resultados fueron corroborados al usar arsenito metiltransferasa purificada de
higado de conejo, donde la cisteina era mas activa que el GSH (Zakharyan er a/,
1995).

Por otro lado, los estudios realizados por Zakharyan y colaboradores (1995)
indican que el GSH puede proporcionar el ambiente reducido necesario para la
metilacion del As. También se ha observado que otros compuestos tidlicos, como

el ditiotreitol (DTT), el 4cido dimercaptosuccinico (DMSA) y el acido dimercapto-
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propanosulfénico (DMPS), disminuyen la metilacién del As al aumentar la
concentracion de tiol, mientras que el mercaptoetanol aumenta la metilacién del

As in vitro (Buchet y Lauwerys, 1988).

El hecho de que los metabolitos encontrados en la orina humana después de la
exposicion a As® y As® sean mayoritariamente dcido monometilarsénico
(MMA®) y acido dimetilarsinico (DMA*) y que, en ratas, después de la exposiciéon
a As® se encuentren mayoritariamente complejos de As y glutation (As-GSH),
han llevado a Hayakawa y colaboradores (2005) a estudiar si los complejos As-
GSH eran sustratos para la As metiltransferasa mediante el uso de la enzima
Cytl9. Los analisis sugirieron que el As triglutation (ATG) fue generado
monoenzimaticamente a partir de As*® cuando el GSH se encontraba a
concentraciones de 2 mM o mayores. Los autores proponen que la enzima Cyt19
cataliza la transferencia del grupo metilo de SAM al As produciendo MMA vy
DMA.

En este estudio se vié que la metilaciéon del As era catalizada por Cytl9 sélo
cuando ATG estaba presente en la mezcla de reacciéon. Ademas, el diglutation de
monometilarsénico (MADG) fue el substrato de Cytl9 para las sucesivas
metilaciones a glutation dimetilarsinico (DMAG). Por otro lado, dacido
monometilarsenioso (MMA*) , el producto de la hidrélisis de MADG, no fue
metilado a DMA por Cyt19. Estos resultados sugieren que los complejos As-GSH
como ATG y MADG fueron convertidas a MADG y DMAG, respectivamente.
Ambas MADG y DMAG presentaron inestabilidad en la solucién cuando la
concentracion de GSH era menor a 1 mM, siendo hidrolizados y oxidados a
MMA~* y DMA®, respectivamente. Los autores proponen que el metabolismo del
As* a As metilado via Cyt19 ocurre via ATG y MADG mads que por oxidaciones y
metilaciones de As® y MMA® y proponen una ruta metabolica diferente
(Hayakawa er al, 2005).

En un estudio con personas voluntarias se midieron los efectos de la
administracién de cinco dosis de NaAsO:, durante cinco dias consecutivos,
encontrandose que el porcentaje de MMA y DMA excretado disminuye un 10%
en respuesta al aumento de la dosis, lo que se vio reflejado principalmente en la
excreciéon de DMA después de la mayor dosis (1 mg NaAsO2), y la produccién de
MMA permanecié casi linear (Buchet er a/, 1981b). El hecho de que los
metabolitos metilados del As estuvieran presentes en la orina en una
concentracion significativa, incluso a altas dosis, después de exposiciones

repetidas, indica que la capacidad total de metilacién no se satura. Hopenhayn-
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Rich y colaboradores (1993), después de revisar estudios de poblaciones expuestas
al As, concluyeron que los humanos no presentan un umbral para la metilaciéon
del As. Sin embargo, otros autores sugieren que hay una relacién sublinear o
umbral entre la ingestiéon de As y el cancer de piel y de otros érganos internos
(Rudell et al, 1996).

Estudios en humanos indican que después de la administracién oral de arsenito
(As*), los tinicos metabolitos que se encuentran en la orina son: As(i), MMA y
DMA. Buchet y colaboradores (1981a) encontraron que, después de la
administracién oral de 500 ug de MMA, aproximadamente el 13% se metilaba a
DMA. En un estudio realizado en 1987 por Marafante y colaboradores en
voluntarios a quienes se habia administrado DMA por via oral, se detectaron bajos
niveles (alrededor del 4%) de 6xido trimetilarsénico (TMAOQO) en la orina. En este
mismo estudio se encontrd que tanto ratones como hamsters metabolizan el DMA
administrado por via oral a TMAO en una proporcién de 3,5% y 6,4%,
respectivamente (Marafante et al, 1987). Se han detectado concentraciones mas
altas de TMAO en hamsters después de la administracién de DMA por via oral
(Yamauchi y Yamamura, 1984a), pero no se han detectado compuestos
trimetilados de As en sistemas homogeneizados de higado de rata (Buchet er a/,
1981b). Sin embargo, en ratas a las que se les administr6 DMA por via oral se

encontr6 que el TMAO aumentaba en funcidén de la dosis (H. Chen ez al, 1996).

El analisis de la cinética en estudios iz vitro usando As** y MMA metiltransferasa
parcialmente purificada de higado, tanto de conejo como de hamster, indica que
el Km del As® estd dos 6rdenes de magnitud por debajo del Km del MMA
(Zakharyan er al, 1996; Wildfang er al, 1998), lo que sugiere que el As* es el
preferido para la metilacién y que la metilaciéon de MMA a DMA no ocurre a
escala significativa hasta que se alcanza una cierta concentracion de substrato para
la reaccién. En un estudio realizado por Zakharyan y Aposhian (1999), estos
investigadores propusieron que la formacién de MMA puede ser el paso limitante

para la metilacién del As.

En cuanto a la toxicidad del As, generalmente se consideraba que la metilaciéon
era una via de detoxificaciéon en mamiferos. Los estudios de Buchet y
colaboradores (1981a) indicaron que los metabolitos metilados del As se

excretaban con mayor rapidez que el As no metilado. Mas tarde, Vahter y
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Marafante (1983) demostraron que estas especies eran menos reactivas en los
tejidos y Lewis y Sweet (1985) determinaron que los metabolitos de As(i)
presentaban una menor toxicidad aguda. Desde entonces, se considerd que la
metilacion era el primer paso para la biotransformacion del As(i) y para su

detoxificacidén en muchos animales.

Sin embargo, se ha observado que los monos titis (Vahter er al, 1982), los
chimpancés (Vahter et al, 1995), los monos tamarin (Zakharyan ez al, 1996) y los
conejillos de Indias (Healy er al, 1997), son especies que no excretan derivados
metilados de As en la orina después de estar expuestas a As(i). Posteriormente, se
ha determinado que estas especies son deficientes para la actividad de la
arsenitometiltransferasa en el higado, por lo que no metilan este elemento
(Aposhian, 1997b; Healy er al, 1997). Wildfang y colaboradores estudiaron 17
especies de primates no humanos y confirmaron que la metilacién no es un
proceso de detoxificacién del As para la mayoria de los primates (Wildfang, et al,
2001). Por otro lado, estudios con otras especies han determinado que tanto el
mono Rhesus, como el hamster, el perro, el ratén, la rata, el conejo y el hombre si
metilan el As (Vahter, 1994). Esto estd llevando a un creciente debate sobre si la

metilacion ha de ser considerada como un proceso de detoxificacién.

Desde que se descubrié que en el metabolismo del As los productos metilados
inclufan MMA®, MMA®, &4cido dimetilarsenioso (DMA*) y DMA®, se ha
estudiado cada uno de ellos por separado en cuanto a su potencial toxicoldgico.
Un experimento en el que se incubaron distintos tipos celulares con As®, As®,
MMA*® y DMA*, determin6 que los compuestos metilados trivalentes son mas
téxicos que el As™ datos que han sido confirmados por estudios posteriores
(Petrick er al, 2001). Aposhian y colaboradores (1999, 2000a), basindose en
estudios poblacionales en humanos consideran que el MMA*3 es mas toxico que el
As® y sugieren que la metilacién es sélo un proceso de biotransformacion.
Posteriormente, un estudio de Styblo y colaboradores evidencié que la metilacién
es un proceso que incrementa la toxicidad y la carcinogénesis (Styblo ez a/, 2002).
Los resultados de un estudio realizado en hamster dorado por Sampayo Reyes y
colaboradores (2000) revelan la presencia de MMA*® y DMA* en el higado de
hamster después de la exposicién a As™, sefialando la necesidad de reexaminar los

resultados de toxicidad y de carcinogenicidad del As(i) en tejidos de mamiferos.
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Aposhian y colaboradores detectaron por primera vez MMA* en la orina
humana. Los resultados de este estudio plantean muchos interrogantes acerca de
la toxicidad del As(i) y del papel del MMA* en la etiologia de la hiperqueratosis,
de la hiperpigmentacién y del cincer de piel después de la exposiciéon a As(i)
(Aposhian er al, 2000a). En el estudio de una poblacién rumana expuesta al As a
través del agua de consumo, el andlisis de las muestras de orina detecté, MMA*
ademas de MMA*3. Como el MMA*® presenta una mayor toxicidad que el As*,
nuevamente se replantean las hipdtesis de que la metilaciéon sea una via de
detoxificacién del As(i) y que el As™ sea el mayor causante de toxicidad y
carcinogenicidad del As(i) (Aposhian er a/, 2000b).

Algunos estudios parecen indicar que el As(i), al ser metilado, libera radicales
peréxido que reaccionan con la guanina produciendo aductos que provocan dafo
genético (Yamanaka er al, 1997, Pi er al, 2002). La variacién en los perfiles de
excrecién que se ha ido encontrando en los diferentes estudios realizados, tanto
en humanos como en otras especies animales, apuntaron la posibilidad de la

existencia de polimorfismos genéticos en relacion con la metilacién del As(i).

En 1977 Crecelius determind que después de la exposiciéon a As, los humanos
excretaban un 20-25% de As(i), 15-20% de MMA y 55-65% de DMA, datos que
fueron corroborados en posteriores estudios (Buchet ez al, 1981a). En Taiwan, en
una poblacién expuesta al As en el agua de consumo estudiada por Chiou y
colaboradores, se encontraron los siguientes valores de excrecion: 11,8 de As(i),
26,8 de MMA y 61,3% de DMA (Chiou er al, 1997). Sin embargo en
investigaciones mas recientes se ha determinado que, en promedio, en la orina de
los humanos expuestos a As se encuentra 10-30% de As(i), 10-20% de MMA y 60-
80% de DMA (Vahter y Concha, 2001). Sin embargo, estudios realizados en
Argentina por Vahter y colaboradores (1995) evidenciaron que la poblacién
andina expuesta a As por el consumo de agua contaminada excretaba una media
de 2,2% de MMA en la orina, en vez del 10-20% esperado, estos datos han sido

corroborados posteriormente por Seoane y colaboradores (1998).

Un estudio de Vahter (2002) parece indicar que los individuos con un bajo
porcentaje de MMA en la orina son mas rapidos en eliminar el As ingerido.
Ademis de los perfiles de excrecién en las diferentes poblaciones, se han
estudiado diferentes factores que influyen en la capacidad metiladora de los

individuos expuestos al As, como son la edad, el sexo y el embarazo. En relacién a

32



la edad de la poblacién, un estudio realizado por Kurttio y colaboradores ha
evidenciado que las personas mayores metilan mas que las jévenes (Kurttio er al,
1998). Otro estudio realizado en mujeres adultas y nifios expuestos en Argentina,
por Concha y colaboradores, encontré que los nifios y las mujeres del mismo
grupo poblacional excretaban diferentes concentraciones de As(i) en orina (50%
vs. 32%) y que la poblacién estudiada presentaba niveles de excreciéon de MMA
inferiores a los de otras poblaciones. Estos resultados indican una induccién de la

metilacion del As con el aumento de la exposicién (Concha et al, 1998a).

En un estudio realizado en una poblacién infantil en Méjico, se determiné que los
nifios excretaban mdas As total en la orina, en relacién con los adultos, y que los
que estaban mdas expuestos excretaban mdas As(i) y MMA y menos DMA. Al
contrario del estudio realizado en Argentina, estos resultados sugieren que la
exposicion cronica disminuye la capacidad metiladora de los nifios (Del Razo et
al, 1999). Otro estudio realizado por Vahter, también en Argentina, aporta
resultados similares hallando que los nifios excretaban una menor cantidad de
DMA en la orina, en comparacion con los adultos, a igual exposiciéon. Asimismo,
también se encuentra un aumento del porcentaje de DMA en la orina al aumentar
la exposicion (Vahter 1999a). Estos resultados son similares a los encontrados en
un estudio realizado en Finlandia en el que se sugiere que los individuos
expuestos son mejores metiladores que los controles (Kurttio er a/, 1998). En el
estudio de la poblaciéon de Taiwan, no se detectd ninguna relacién entre el
contenido de As en el agua de consumo, la capacidad metiladora y el contenido de
As en la orina (Chiou er al, 1997).

Al estudiar poblaciones expuestas ambientalmente al As en Taiwan no se
detectaron diferencias en los perfiles de excreciéon entre hombres y mujeres
(Chiou er al, 1997), ni en EEUU (Calderén et al, 1999), pero si que se
encontraron diferencias en el patrén de excrecidon de As entre hombres y mujeres
en poblaciones de Méjico, China y Chile (Loffredo er al, 2003). También se han
estudiado los perfiles de excrecion de As en mujeres expuestas durante el
embarazo, habiéndose encontrado un aumento de la metilacién durante este
periodo (Concha er al, 1998b), lo que protege al feto del contacto con otras

formas de As mds tdxicas.

El conjunto de resultados conduce a la conclusién de que el metabolismo del As

debe estar regulado genéticamente y que, posiblemente, existen polimorfismos
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asociados que determinan la capacidad metiladora en las diferentes poblaciones vy,
dentro de ellas, de cada uno de los individuos (Vahter er al, 1995; Vahter 1999,
2000; Healy er al, 1997; Concha et al, 1998a; Loffredo et al, 2003). Se ha
sugerido que el factor polimdrfico es mds determinante que el factor ambiental
(Concha er al, 2002). De hecho, como ya se ha comentado, en un estudio
realizado en Chile, se analizaron los patrones familiares de una poblacién
expuesta y se encontrdé una alta correlacién entre los patrones de metilaciéon
familiar, sobre todo entre hermanos, patrones que no se vieron alterados al ajustar
los datos en funcién de las variables de micronutrientes en sangre. De este modo,
se pudo evidenciar la importancia de los factores genéticos en la metilacién del As
(Chung er al, 2002)

Para estudiar las poblaciones expuestas a As (o a otro compuesto) es muy
importante determinar la diferencia entre los niveles ambientales de un
compuesto y los niveles internos de exposiciéon en los individuos, para ello se

utilizan los biomarcadores de exposicion de los cuales se trata a continuacion.

1.3.3 Biomarcadores de exposiciéon

Un biomarcador es un evento o estado bioldgico, una sefial quimica, celular,
molecular, inmunolédgica, genética o fisioldgica, que se puede medir en un
organismo, célula o material bioldgico. Asimismo, lo puede ser cualquier
substancia, estructura o proceso que pueda ser medido en el organismo, que
influencie o prediga la incidencia o consecuencias de una enfermedad, asociado a
la exposicién a un agente toxico o a una mezcla compleja. Simplificando, los
biomarcadores son los cambios medibles, ya sean bioquimicos fisioldgicos o
morfoldgicos, que se asocian a la exposicion a un toxico. El uso de biomarcadores
permite detectar efectos que no se pueden medir de otra manera, reduciendo el
impacto de diferentes exposiciones no tomadas en consideraciéon al hacer un

estudio, e introduciendo parametros individuales en su disefio.

Los biomarcadores son una herramienta ttil para detectar la exposiciéon ambiental
a sustancias toxicas. Con su uso se analiza una situaciéon mads real ya que se
considera la exposicidn general que incluye, no sélo el agente, objeto de estudio,
sino también el ambiente complejo en que se encuentra. Los biomarcadores se

utilizan para detectar la existencia de una exposicion y determinar sus
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consecuencias bioldgicas, detectar los estados iniciales o intermedios de una
enfermedad, realizar estudios mas rapidos y precisos a nivel preclinico, relacionar
la exposicion individual a la historia particular de cada individuo, identificar a los
individuos sensibles de una poblacién y para fundamentar la decisién de
intervenir tanto a nivel individual como ambiental. Es por ello que, con el uso de
biomarcadores, se aumenta la probabilidad de detectar asociaciones entre posibles

causas y efectos.

Segtiin Albertini y colaboradores (1996), los biomarcadores se pueden dividir en:
tres grupos: biomarcadores de exposicion, de efecto y de sensibilidad. Los
biomarcadores de exposicién indican que el agente ha entrado en el organismo,
proporcionando informacién cuantitativa sobre la exposicién y corroborando el
ingreso de substancias tdxicas en el organismo. Se basan en estimas y mediciones
de dosimetria interna, o sea de la valoracién de la concentracién de los
xenobiodticos y/o sus metabolitos en los medios bioldgicos. Los biomarcadores de
exposicion detectan también la presencia de agentes mutagénicos y/o

carcindgenos o sus metabolitos en diversos tejidos o secreciones corporales.

En humanos, los biomarcadores de exposicién mas utilizados para determinar los
valores internos de As son la concentracién de As en sangre, ufias, pelo y orina
(Morgan 2001). Debido a que el As se acumula en los tejidos ricos en queratina,
un buen bioindicador es su acumulacién en el pelo y en las ufias. El As en la
sangre solo se usa como un biomarcador de exposiciéon reciente ya que es
rapidamente eliminado de la circulacién sanguinea. La concentracién de As en la
orina se utiliza como una buena medida de la exposicion reciente debido a que el
As es rapidamente metabolizado y excretado. Podemos encontrar ejemplos del uso
de estos marcadores en los estudios llevados a cabo en los tltimos afios por
Ostrosky-Wegman et al, 1991; Chiou er al, 1997; Gebel, 1998; Kurttio et al,
1998; Harrington-Brock et al, 1999; Concha 2001, Watanabe et a/, 2001.

1.4 EFECTOS BIOLOGICOS DEL ARSENICO

Los efectos biologicos del As son variados y han resultado de enorme interés para
la comunidad cientifica, debido a su complejidad e importancia en el ambito de la
salud publica. Sus efectos, tal como ya se ha descrito, son diversos, pasando desde

malestar general a afecciones cardiacas, pulmonares, desérdenes de la piel o
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diversos tipos de cancer. Para completar el estudio de los efectos bioldgicos del As,

es de vital importancia estudiar su genotoxicidad.

1.4.1 Genotoxicidad del arsénico

Un compuesto es considerado genotdéxico si induce dafio genético a
concentraciones que no son toxicas o que estan asociadas con un bajo grado de
toxicidad. El As ha resultado ser genotéxico en diferentes estudios, tanto in vitro
como In vivo, siendo capaz de inducir alteraciones tales como microntcleos (MN),

aberraciones cromosdmicas (CA) e intercambios de cromatidas hermanas (SCE).

Se sabe que el As*® es mas genotoxico que el As®. En distintos estudios se han
analizado por separado los compuestos de As metilados, tanto trivalentes como
pentavalentes, y parece ser que los compuestos pentavalentes, MMA* y DMA®*,
son menos genotoxicos que el As*, pero sus analogos trivalentes, MMA® y
DMA?3, son por lo menos tan citotdxicos como el As*® (Gebel, 2001). Esto indica
que el As trivalente parece ser altamente tdxico aunque esté metilado (Petrick ez
al, 2000; Styblo er al, 2000). Por esta razén como ya se ha comentado,
actualmente se ha puesto en duda la hipdtesis de que la metilacién es un proceso

de detoxificacion del As.

Hasta el momento, tanto el MMA*3, como el DMA*, el MMA* y el DMA*, no
han sido correctamente evaluados en cuanto a su capacidad para producir CA,
SCE o citotoxicidad en cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica y
tampoco han sido evaluados en cuanto a su mutagenicidad en Sa/monella o para la
induccion del profago en E. coli. Para llegar a caracterizar la genotoxicidad del As,
deben generarse todavia mas datos, sobre todo mediante ensayos de mutacién
cromosémica. Para poder identificar las formas mds genotdxicas del As hay que
comparar los datos ya existentes con nuevos datos y entender mejor las vias de

toxicidad y de detoxificacion (Kligerman et al, 2003).

Genotoxicidad de los compuestos de arsénico in vitro: El As(i) presenta resultados
negativos de mutaciéon puntual en los ensayos estindar y presenta resultados
positivos de mutacién cromosémica en distintos tipos celulares. Los estados
trivalentes muestran mayor genotoxicidad que los pentavalentes, ya sean especies
organicas o inorganicas. En varios estudios se ha determinado que el DMA*

presenta altos niveles de citotoxicidad y genotoxicidad (Kenyon y Hughes, 2001).
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A altas concentraciones (10 mM) tanto el DMA* como el DMA* presentan
resultados positivos de mutaciéon génica en E. coli (Yamanaka er al, 1997). El
DMA* también resulta genotdxico en ensayos con células humanas y de otros
mamiferos (Endo et al, 1992; Oya-Ohta et al, 1996; Eguchi er al, 1997). Después
de la exposicion a As se han observado incrementos significativos en la frecuencia
de enlaces cruzados DNA-proteina, en cultivos de células embrionarias de
hdmster (Rossman er al, 1980; Lee er al, 1985b; Kochhar er al, 1996), en
linfocitos humanos (Larramendy er al, 1981; Jha er al, 1992; Rasmussen y
Menzel, 1997) y en fibroblastos (Okui y Fujiwara, 1986; Jha er al, 1992; Dong y
Luo, 1993)

Se ha demostrado que el As* induce MN en células CHO y V79 utilizando el test
de MN con y sin bloqueo de la citocinesis mediante el uso de citocalasina-B (cyt-
B) (Wang et al, 1997; Gebel, 1998). El As* también induce MN en linfocitos
periféricos humanos, tanto aislados como en sangre completa, después del bloqueo

de la citoquinesis con cyt-B (Schaumloffel y Gebel, 1998).

En los estudios realizados con cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica,
el As*® es mas potente en la induccién de MN que contienen fragmentos
cromosémicos que en la induccién de MN que contienen cromosomas enteros
(Eastmond y Tucker, 1989), lo que indica que si bien el As actia tanto como
clastogénico como aneugénico, predomina la clastogenicidad es decir, la
induccién de roturas cromosémicas. El efecto aneugénico podria ser explicado por
la interferencia con el huso mitético de la célula (P. Ramirez et al, 1997; Yih et
al, 1997).

Diversos estudios han demostrado que el As* induce CA en diferentes tipos
celulares. Los tipos de alteraciones encontradas han sido: lesiones acromaticas
(gaps), fragmentaciones, endorreduplicaciones y roturas cromosémicas (Beckman
et al, 1977, Nakamuro y Sayato ,1981; Nordenson et al, 1981; Nordenson y
Becckman, 1982; Lee er al, 1985a y b; 1986; Jha er al, 1992; Wiencke y
Yager,1992; Gurr er al, 1993; Dulout et a/, 1996; Kochhar et al, 1996).

Asimismo, se ha demostrado que después del tratamiento con As* se inducen
frecuencias significativamente elevadas de SCE, tanto en experimentos con
linfocitos humanos y lineas celulares linfoblastoides (Gebel et al, 1997;

Rasmussen y Menzel, 1997), como en células epiteliales de hamster chino (Lee et
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al, 1985b). Se ha puesto de manifiesto que el As*® tiene una potencia de induccién
de SCE de mads de un orden de magnitud superior en comparaciéon con el As®.
Esto puede explicarse debido a la menor absorciéon de As® por las células en
relacién con la absorcién de As*. Sin embargo hay que sefialar que in vitro, solo

una baja proporcion de As* es reducida a As* (Gebel, 2001).

Un estudio realizado por Mass y colaboradores (2001) ha demostrado que los
arsénicos metilados trivalentes, MMA® y DMA®, son agentes genotdxicos
directos, siendo capaces de cortar DNA superenrrollado. Este efecto no se
encontro al analizar sus andlogos pentavalentes MMA* y DMA*, ni al estudiar los
efectos del As™ o del As®.

Genotoxicidad de los compuestos de arsénico in vivo: En cuanto a los estudios
realizados en animales, la frecuencia de MN aumenta en ratones expuestos a
arsenito de sodio y arsenito potdsico mediante administracién intraperitoneal
(Tinwell er al, 1991; Deknudt, 1986) o por via oral (Tice et al, 1997), mientras
que el As2S3 no es capaz de inducir MN, presumiblemente debido a su baja
solubilidad y, por lo tanto, de su escasa biodispinibilidad (Tinwell et al, 1991).
Estudios realizados en ratas han demostrado que después del tratamiento con As*
por via oral se produce un aumento de la frecuencia de CA (Das et al, 1993; Roy-
Choudhury er al, 1996). Kashiwada y colaboradores (1998) encontraron que las
ratas, después del tratamiento con DMA, presentaban un elevado numero de

células aneuploides.

Existen bastantes estudios que evaluan los efectos genotdxicos del As ocasionados
por exposiciones humanas crénicas a través del consumo de agua contaminada.
Sin embargo, los estudios de exposiciones laborales son menos frecuentes. En la
mayoria de estos trabajos se estudia la exposicién al As*, pero como en el hombre
el As es metilado metabdlicamente, se estudia a la vez la exposicién al As*, al
MMA y al DMA.

Los estudios de biomonitorizacién de poblaciones laboralmente expuestas a As
han determinado que el riesgo de contraer cdncer aumenta en los trabajadores
debido a su exposicién a compuestos de As (Welch er al, 1982; Pershagen, 1985;
Gerhardsson y Nordberg, 1993; Buchet y Lison, 1998; Lubin er al, 2000). A pesar
de que el MMA y el DMA son utilizados como herbicidas, pesticidas o
conservantes de la madera, entre otros usos, no hay estudios de evaluaciéon de la

genotoxicidad de estos compuestos después de la exposicidn laboral. Esto se debe
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en parte, a que normalmente se dan exposiciones a mezclas mds o menos
complejas de distintos compuestos, lo que dificulta el analisis de los efectos

individuales de los distintos elementos o compuestos (Gebel, 2001).

La mayoria de los estudios de biomonitorizacién de poblaciones humanas
expuestas a As ponen de manifiesto frecuencias elevadas de MN (Warner et al,
1994; Dulout et al, 1996; Biggs et al, 1997; Gonsebatt et al, 1997; Moore et al,
1997a y b; Seoane er al, 1998; Tian er al, 2001), SCE (Lerda, 1994; Hsu et al,
1997; Mahata er al, 2003) y CA (Beckman et al, 1977; Nordenson et al, 1978;
Nordenson y Beckman, 1982; Maki-Paakkanen er a/, 1998; Mahata et al, 2003),
tanto en linfocitos de sangre periférica como en células uroteliales. De lo indicado
se deduce que en humanos se ha demostrado claramente que, en casos de alta
exposicion, el As actia como mutdgeno a nivel cromosémico, a pesar de que su

potencial para inducir mutaciones puntuales es bajo.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en las poblaciones humanas que
presentan una exposicién crdnica al As aumenta la incidencia de diversos tipos de
cancer. Es por ello que la Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer
(IARC) ha clasificado el As y sus compuestos como carcindgenos en humanos
(IARC, 2004). En el apartado siguiente se tratan con mayor detalle los efectos

carcindgenos del As.

Carcinogénesis del arsénico: Hasta el momento no se ha encontrado un modelo
animal adecuado para el estudio de la carcinogénesis del As; a pesar de ello, los
datos epidemioldgicos procedentes de los estudios realizados en poblaciones
humanas expuestas a As, ya sea ambiental o laboralmente, se consideran mas que
suficientes para confirmar los efectos carcindgenos del As. Un modelo animal
adecuado para el estudio de la carcinogénesis del As in vivo, permitiria reforzar
los datos epidemioldgicos y también seria de gran utilidad para estudiar los
mecanismos de acciéon del As y sus derivados. Basdndose en los resultados de
estudios in vitro, se han formulado diversas hipdtesis acerca de los mecanismos
implicados en la carcinogénesis del As y sus compuestos, pero todavia no se han
llegado a establecer. Hay que tener en cuenta que la carcinogénesis debida al As

puede ser muy compleja e implicar diferentes modos de accién.

En cuanto a los animales de experimentacién utilizados para investigar la

carcinogénesis del As, se han empleado principalmente ratas (Katsnel'son ez al,
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1986; Wei et al, 1999; Kitchin, 2001), ratones (Ng et al, 1998; Chen ez al, 2000;
Rossman et al, 2001), hamsters (Pershagen er al, 1984; Wildfang et al, 1998),
perros (Byron et al, 1967) y monos (Thorgeirsson et al, 1994). A pesar de los
esfuerzos realizados, las evidencias obtenidas de estos estudios in vivo son
bastante limitadas. Uno de los roedores mads utilizados ha sido la rata, si bien los
resultados obtenidos son dificiles de extrapolar al hombre debido a las diferencias
en el metabolismo (Vahter er a/, 1995). En los tltimos afios se ha investigado con
distintos animales transgénicos, habiéndose obtenido resultados de interés para el
estudio de la carcinogénesis del As y sus compuestos (Germolec et al, 1998; Salim
et al,, 1999; Chen et al,, 2000; Morikawa et al., 2000).

Hay pocos estudios que demuestren de forma concluyente que el As es
carcinogénico en animales (Rudnay y Borzsonyi, 1981; Pershagen er al, 1984;
Katsnel’son er al, 1986). Por lo general, en estos estudios se emplean
concentraciones de As muy altas, que no se dan en las distintas situaciones de
exposicion humana. Actualmente, los estudios de carcinogénesis con animales se
realizan de manera que las dosis se parezcan a las que pueden encontrarse en las
distintas situaciones de exposicién humana. En concreto se disminuyen las

concentraciones, se alarga el tiempo de exposicién y se utilizan especies de As(i).

Uno de los modelos animales mas interesantes de la carcinogénesis del As fue
desarrollado por Ng y colaboradores en 1998 en ratones C57B1/6], esta cepa tiene
una incidencia muy baja en la produccién de tumores (cercana al 0%). La
importancia de este estudio no sélo radica en que se obtuvieron resultados
positivos en cuanto a la induccién de tumores en diferentes 6rganos, sino en que
se usaron especies de As(i) con niveles de exposiciéon bajos y durante un largo
periodo de tiempo, de modo que las condiciones experimentales del estudio
fueron semejantes a las de las zonas de arsenicosis endémica. Posteriormente se
han obtenido resultados similares de tumorogenesis en otros estudios con
roedores (Chen er al, 2000).

Los estudios realizados en poblaciones humanas expuestas a As, han encontrado
una respuesta directamente dependiente de la dosis, al relacionar la exposicién a
altas concentraciones de As en el agua de consumo humano y la incidencia de
cancer (Chen er al, 1992; Lerda, 1994; Santolaya et al, 1995; Gonsebatt er al,

1997; Nakadaria er a/, 2002). Un estudio realizado en una poblacién de Taiwan en
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un area caracterizada por presentar endémicamente la enfermedad de los pies
negros, revel6 que la tasa de cancer de piel era de 10,6 por cada 1.000 habitantes
(Tseng, 1968). Otros estudios realizados en esta zona han demostrado un alto
indice de mortalidad por cancer de vejiga, pulmén e higado, ademas de detectar
cancer de piel en mas de un 6% de la poblacién mayor de 30 afios (Hsu er al,
1997).

Como ya hemos apuntado, el As ha resultado ser un dilema para los investigadores
debido a la dificultad para encontrar un buen modelo animal cuyos resultados
sean extrapolables a la carcinogénesis en humanos (Wang et a/, 2002a) y, ademas,
a que sus mecanismos de genotoxicidad no han sido completamente
caracterizados (Goering et al, 1999; Basu et al, 2001; Gebel, 2001). Esto ha
llevado a formular diferentes hipdtesis sobre la carcinogénesis del As, que
incluyen varios mecanismos de genotoxicidad, entre los que se cuentan
alteraciones de la reparacién del DNA, metilacién del DNA, cambios en la
expresion génica y amplificacion génica, entre otros (Simeonova y Luster, 2000;
Kitchin, 2001; IARC, 2004).

Ademas, tanto el As como sus metabolitos metilados han sido considerados
carcinégenos (Rossman et al, 2001), comutagénicos (Li y Rossman, 1991),
promotores del cancer (Yamamoto et al, 1995; Yamanaka er al, 1996; Li et al,
1998), e inhibidores de la reparacién del DNA (Okui y Fujiwara, 1986; Hartman y
Speit, 1996; Andrew et al, 2003). Aunque el As induce efectos clastogénicos y
aneugénicos, su papel como iniciador en el proceso de la carcinogénesis a través
de mutaciones puntuales ha sido cuestionado debido a las débiles evidencias de

efectividad en la induccién de mutaciones génicas (Noda er al, 2002; IARC,
2004).

Varios investigadores han estudiado el efecto del As en la reparacién del dafio
génico (Lee-Chen er al, 1992; Hartman y Speit, 1996; Yamanaka et al, 1997;
Hartwing et al, 1997; Yager y Wiencke, 1997; Snow et al, 1999). En 1991 se
demostré que el As® inhibe la reparacién postreplicativa en células (CHO)K1
irradiadas con UV y que, en fibroblastos humanos, inhibe principalmente el
mecanismo de reparacién por escisiéon de los dimeros de pirimidina (Lee-Chen et
al, 1992). Al estudiar células alveolares humanas de tipo II (L-132), se comprobd
que la metilacién metabdlica del As a DMA estd implicada en la induccién de
dafio en el DNA, demostrandose que la metilacién del As(i) tiene consecuencias
genotdxicas debido a la inhibicién de las enzimas de reparacién (Yamanaka er al,
1997). En el mismo afio, otro estudio en células humanas puso de manifiesto que
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el As™ puede potenciar el dafio genético a través de su reaccién con ditioles e
interfiriendo en las funciones normales de las proteinas de reparacién del DNA
(Yager y Wiencke, 1997). Hartwing y colaboradores, utilizando fibroblastos
humanos irradiados con UV, demostraron que el As* afecta al mecanismo de
reparacion por escision de nucleétidos (NER), concretamente en las etapas de
escisién y ligacién (Hartwing er al, 1997).

También se ha encontrado que el As(i) presenta efectos comutagénicos con otros
agentes quimicos y con la luz ultravioleta en células de mamifero (Lee et al,
1985a; Okui y Fujiwara, 1986; Li y Rossman, 1991). Al igual que en células
animales, el As también es comutagénico en células humanas cuando interacciona
con varios agentes quimicos y fisicos. El As* potencia los efectos del
diepoxibutano, un agente inductor de enlaces cruzados que aumenta
significativamente la frecuencia de CA en linfocitos (Wienke y Yager, 1992), y de
los rayos X y la luz UV en fibroblastos (Jha et al, 1992).

La comutagénesis del As ha sido ampliamente estudiada en los ultimos afios por
varios grupos de investigadores y se ha postulado que ocurre mediante la
inhibicién de la reparacién del dafio causado por diversos agentes. Los estudios de
Yamanaka y colaboradores sobre la comutagénesis del As y la luz ultravioleta
(UVB) han encontrado una mayor incidencia de tumores en los individuos
expuestos (Yamanaka ez a/, 2000, 2001). Resultados similares han sido publicados
en relacién al efecto de la exposiciéon conjunta del As con otros carcinégenos
(Yamanaka er al., 1996; Rossman et al., 2001).

En un estudio realizado por Hu y colaboradores se determin6é que la
comutagénesis inducida por el As y la inhibiciéon de la reparacién del DNA
probablemente no sean el resultado de la inhibicién enzimatica directa, sino que
pueden ser un efecto indirecto, causado por cambios inducidos por el As en los
niveles redox celulares y/o en las alteraciones en las vias de transduccién de
sefales con los consiguientes cambios de la expresién génica (Hu er a/,1998). Un
estudio realizado en queratocitos humanos expuestos a As* sugirié que el As
puede modular la reparacién del DNA y los niveles redox a través de mecanismos

transcripcionales o postranscripcionales (Snow er a/, 1999).

La alteraciéon de los patrones de metilacion del DNA ha sido observada en

poblaciones expuestas a As en Taiwan y en Australia (Castren et al, 1998;
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Boonchai er a/, 2000). Yamanaka y colaboradores (1990) demostraron que en el
proceso de metilacion de MMA* a DMA*, se induce sintesis reparadora del DNA,
lo que indica la induccién previa de dafio genético y, que se ha puesto en marcha
algin tipo de mecanismo de reparacién por escisién. Como ya se ha indicado, el
As es metilado enzimdaticamente, consumiéndose S- adenosilmetionina (SAM) en
el proceso. Como las DNA metiltransferasas también requieren SAM, podria ser
que la metilacién estuviera relacionada con la carcinogénesis del As. La hipdtesis
es que la metilacion del As produce una hipometilaciéon del DNA lo que facilitaria
la transformacién maligna de las células con niveles bajos de SAM. La induccién
de hipometilacién del DNA debida al As resultd ser directamente dependiente de
la dosis y del tiempo de exposicién (Zhao et al,, 1997). En un estudio realizado por
Mass y Wang (1997), se determiné que la exposicién crénica al As produce la

hipermetilacién del gen p53, impidiendo la expresién normal del gen.

Recientemente, algunos investigadores han reexaminado tanto la citotoxicidad
como la genotoxicidad de los metabolitos trivalentes del As (MMA* y DMA*) y
algunos estudios han indicado que la metilacién puede aumentar la toxicidad del
As® (Petrick er al, 2000; Styblo er al, 2000). Mass y colaboradores (2001)
encontraron que el MMA® y el DMA* son las especies quimicas del As que
inducen roturas en el DNA de linfocitos humanos de sangre periférica. También
se demostré que el DMA*® corta el plasmido artificial pBR322, y que su actividad
se incrementa en presencia de ferritina (Ahmad er a/, 2002). El corte del DNA
por MMA* y DMA* es producido por especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Ahmad er al, 2002; Nesnow et al, 2002). Varios estudios recientes confirman la
induccién de dafo oxidativo por los metabolitos metilados de As (Liu ez al, 2001;
Wang et al, 2002b; Kitchin y Ahmad, 2003; Schwerdtle ez al, 2003).

Los estudios relativos a la genotoxicidad de los metabolitos pentavalentes del As
(MMA* y DMA®) han aportado generalmente resultados negativos, o bien han
evidenciado una genotoxicidad débil, en comparaciéon con las especies de As(i)
(IARC, 2004). Sin embargo, estudios realizados por Yamanaka y colaboradores
(Yamanaka er a/, 1989a y b, 1990) demostraron que el DMA*3, metabolito del
DMA®, produce radicales peroxilo que son capaces de romper el DNA. Los
mismos autores han demostrado recientemente que se produce estrés oxidativo
después de la exposicion al 6xido de dimetilarsénico (DMI), un compuesto modelo
del DMA-3, por la produccion de peréxido de arsénico dimetilado, resultando en

la formacién de cis-imina glicol (Yamanaka ez a/, 2003). Por otra parte, se ha
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demostrado que el As induce factores de crecimiento celular que causan un
aumento de la proliferacién celular y, en dltimo término, favorecen la

carcinogénesis (Germolec et al, 1998).

Los resultados de varios estudios con animales de experimentacién sugieren que el
As es un promotor del cdncer, mds que un carcindgeno. (Yamamoto et al,
1995,1997; Benko er al, 1999; Salim er al, 1999; Morikawa er al, 2000; Yamanaka
et al, 2000, 2001). Los estudios en que se evalua la exposicién al As junto con
otros carcindgenos han permitido confirmar la actividad promotora del As en el
proceso de la carcinogénesis. En investigaciones recientes se ha demostrado que
los tumores que se encuentran frecuentemente en las poblaciones humanas
expuestas a As se pueden inducir en animales al usar el As como promotor (Wang
et al, 2002b). Las especies organicas de As (MMA y DMA) han demostrado tener
actividad promotora, pero las especies inorganicas As® y As® no muestran
producir los mismos efectos; es por ello que se requieren mas estudios

relacionados con los efectos carcindgenos de las diferentes especies de As (Wang
et al,, 2002b).

1.4.2 Biomarcadores de efecto

Los biomarcadores de efecto nos indican estados avanzados del proceso de dafio.
Estos biomarcadores miden el dafio que se ha producido cuando el organismo ya
lo ha procesado, pudiendo llegar a ser cambios permanentes en la célula, érgano u
organismo. Los efectos ya fijados, reflejan dafios producidos por exposiciones
pasadas, lo que los hace utiles para el estudio de dafio acumulativo. Si se quiere
detectar un dafo cromosémico, los biomarcadores de efecto que se pueden
utilizar incluyen las aberraciones cromosémicas (CA), los micronucleos (MN), y
las roturas del DNA v, si se quiere detectar un dafio génico, se pueden analizar las

mutaciones puntuales.

Los biomarcadores de efecto también pueden determinar cambios cromosémicos
o génicos en lugares especificos relacionados con el desarrollo de alguna
enfermedad. En tal caso, nos referimos a los biomarcadores de enfermedades, que
constituyen manifestaciones tempranas o preclinicas, que se presentan antes de
que se establezca la enfermedad producida por la exposicién. Si hay dafio
cromosomico, se pueden buscar alteraciones estructurales o numéricas especificas

de la enfermedad en estudio y, si hay dafio génico, se pueden evaluar mutaciones
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en protooncogenes, en genes supresores de tumores o en genes de reparacion. Los
biomarcadores de efecto que no entregan informacién especifica de una
enfermedad, se denominan biomarcadores de riesgo. Los biomarcadores de riesgo
y de enfermedad no pueden identificar el téxico que produjo el dafo, pero si

indican al investigador qué el dafio ha ocurrido.

En los estudios de biomonitorizacién de poblaciones humanas expuestas al As se
han usado diferentes biomarcadores de efecto, entre los que podemos sefialar los
MN (Biggs et al, 1997; Moore et al., 1997a y b; Martinez et al, 2004 y 2005), los
SCE (Lerda, 1994; Seoane er al,1998; Mahata er al, 2003), las CA (Liou et al,
1999; Mahata et al, 2003) y las mutaciones puntuales en el gen Aprt (Harrington-
Brock er al., 1999), entre otros.

Como en este trabajo de tesis se usan los MN como marcadores de efecto
genotoxico, a continuacién pasamos a detallar cdmo se originan, su significado
biolégico y el uso de distintos tipos celulares como son los linfocitos de sangre
periférica y las células de descamacién de la mucosa bucal como dianas donde

analizar su frecuencia.

1.4.3 Los micronicleos

El DNA puede ser alterado de manera espontinea o por la accién de diversos
agentes. Muchas de estas alteraciones se traducen en roturas del DNA y en
pérdida de material genético. Estas anomalias pueden detectarse mediante
distintas técnicas moleculares y/o citogenéticas. Entre las técnicas citogenéticas
mas utilizadas estdn las que permiten detectar los cambios cromosdémicos, tanto
estructurales como numéricos. Asi, para evaluar el riesgo genético de poblaciones
humanas expuestas a mutdgenos, las técnicas mas frecuentemente usadas son las
de CA y MN. El ensayo de MN es uno de los ensayos de genotoxicidad mads
utilizado en la biomonitorizacién de poblaciones humanas expuestas a agentes
genotoxicos, como es el caso del As (Biggs et al, 1997; Moore et al, 1997a y b;
Seoane er al, 1998; Tian et al, 2001; Basu et al, 2002; Martinez et al, 2004 y
2005).

El ensayo de MN ha sido muy usado en la evaluacién genotéxica in vitro de una
gran cantidad y diversidad de mutagenos quimicos, en diversos tipos celulares. El
uso de cultivos de linfocitos humanos que iniciaron Heddle y colaboradores en

1976, permitié por su parte, biomonitorizar una poblacién in vivoy llevar a cabo
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el estudio citogénetico de cada individuo, pudiendo correlacionar las alteraciones
citogenéticas sufridas con la exposicién a las substancias o agentes cuyos efectos

adversos se pretende evaluar.

Los micronucleos pueden corresponder tanto a cromosomas enteros como a
fragmentos acéntricos que, al no orientarse correctamente durante la divisién
celular, quedan fuera de ambos nucleos hijos. Los MN tienen un aspecto similar al
del nucleo principal y se ven como pequeiios nucleos en el citoplasma de las
células interfasicas. La técnica de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH), en
la cual se utiliza una sonda pancentromeérica, permite detectar si el centrémero
estd presente o no en el MN y, por lo tanto, determinar su origen. Si el MN
presenta marca centromérica significa que contiene un cromosoma completo; en
cambio, si el MN no presenta marca centromérica, significa que contiene un
fragmento acéntrico, debido a una rotura cromosémica y, por lo tanto, puede

deberse al efecto de un agente clastogénico.

La clastogenicidad ha sido relacionada con procesos de envejecimiento prematuro,
alteraciones vasculares e induccién de diversos tipos de cancer (Ames y Gold,
1990). Un aumento significativo de la frecuencia de MN que contengan
cromosomas enteros puede tener consecuencias negativas para la salud humana
dado que las aneuploidias, ya sean somadticas o germinales, se han correlacionado
con abortos espontaneos, retraso mental y carcinogénesis, entre otras alteraciones
(Hassold er al, 1996; Hagmar et al,1998). El ensayo de MN es uno de los pocos
ensayos disponibles para analizar alteraciones citogenéticas tempranas en tejidos

epiteliales, antes de que ocurran los cambios malignos.

Se sabe que la frecuencia basal de MN depende del tipo celular. La frecuencia
espontanea de MN en células de mucosa bucal tiene un rango de 0,3 a 4,7 en 1000
células (Titenko-Holland er al, 1994), mientras que, en linfocitos humanos, oscila
entre 3 y 23 %o (Surrallés y Natarajan, 1997). También se sabe que esta frecuencia
basal varia en diferentes etnias, que en mujeres la frecuencia de MN es
aproximadamente 1,4 veces mayor a la de los hombres (Fenech, 1993) y que, a
medida que aumenta la edad, e independientemente del sexo, la frecuencia de MN
también aumenta (Fenech y Morley, 1986). Dependiendo de las caracteristicas de
cada estudio, se pueden usar diferentes tipos celulares para aplicar el ensayo de
MN, en el siguiente apartado se detalla el uso de linfocitos y células de la mucosa

bucal.
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En resumen, entre las ventajas del ensayo de MN se pueden mencionar: el ser una
técnica simple, de facil recuento y tener un coste reducido. Tiene la habilidad de
valorar exposiciones prolongadas y se puede analizar un gran nimeno de células
en poco tiempo. Presenta la posibilidad de dar una estima cuantitativa de riesgo
en condiciones tales como las esperadas en una situacion de interés y posibilita el
menor uso de animales de experimentaciéon. Entre las desventajas se pueden
mencionar: la existencia de factores de confusiéon que modulan la frecuancia de
MN como son la edad, el sexo, etnia, técnicas de tincién, etc (Fenech y Morley,
1986: Fenech, 1993; Surrallés er al., 1995b) los cuales deben ser considerados en el
momento del andlisis. En los estudios de biomonitorizacién a veces es dificil
interpretar los datos debido a la gran variabilidad intra e interindividual (Radack
et al, 1995). Se ha determinado que la variabilidad intraindividual puede llegar a
ser de hasta un 67%, atribuible a un error experimental (Fenech y Neville, 1992),
y otras veces debido a la tincién (Surrallés er al, 1995b). Otra limitaciéon del
ensayo es el no poderse determinar la exposicion que causa aberraciones

inestables, ya que estas se pierden (Surrallés et al, 1997).

El uso de linfocitos en el ensayo de MN: a partir del tejido sanguineo se pueden
realizar dos tipos de cultivos diferentes. Por un lado, pueden utilizarse linfocitos
aislados, que representan un sistema de evaluaciéon muy sensible para el andlisis
del potencial genotdxico (Elhajouji et al, 1994; Surrallés er al, 1995a), con la
desventaja de que se necesitan mayores volimenes de muestra. Por otra parte, los
cultivos de sangre completa tienen la ventaja de que, al conservar los
componentes del plasma, reflejan mas fielmente la situacién 7n vivo. Esto se debe
a que los eritrocitos y demds componentes del plasma tienen un papel muy
importante en la activacién metabdlica de los promutagenos (Elhajouji er al,
1994; Surrallés er al, 1995a) y también en la degradacién del potenciales agentes

genotoxicos (Stocker y Ames, 1987).

El uso de linfocitos humanos de sangre periférica permite hacer una evaluacién
citogenética empleando células de larga duracién que estin circulando
constantemente por todo el cuerpo y que, en consecuencia, estdn en contacto con
los diversos xenobidticos y sus metabolitos. Por otro lado, los linfocitos son faciles
de obtener y sélo se requiere una pequeiia cantidad de sangre para poder realizar

el ensayo.

Como la mayoria de los linfocitos estan en estado no proliferativo (Go), han de ser
estimulados para que, al dividirse puedan formar los MN. Durante el cultivo en
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presencia de fitohemaglutinina (PHA), un extracto de la judia Phaseolus vulgaris,
estimula eficazmente los linfocitos, logrando que las células reingresen en el ciclo
celular (G1, S, G2 y Mitosis) y se dividan. Por otro lado, la cinética del
crecimiento de los linfocitos humanos en cultivo estd bien conocida, lo que es
importante tanto para la aplicacion de la técnica como para facilitar el analisis de
los resultados.

Es conveniente que el ensayo de micronucleos se aplique a células que han
experimentado s6lo una divisiéon celular después de la exposiciéon al agente
genotdxico ya que, los MN se pueden perder en divisiones sucesivas, lo que
conduciria a subestimar el dafio genético inducido (Evans, 1988). Para facilitar la
evaluacién, se utiliza un bloqueador de la citocinesis para obtener células
binucleadas (con una divisién) y detectar también las células mononucleadas y
polinucleadas, las cuales no se incluyen en la evaluaciéon debido a que, si no se han
dividido y son células dafiadas no han tenido la oportunidad de expresar el dafio,
y si se han dividido mds de una vez, pueden haber perdido material genético sin
que lo podamos detectar. En ambos casos se puede subestimar la evaluacion del
dafio.

El uso de la citocalasina-B (cyt-B) fue propuesto por Fenech y Morley (1985)
como un método sencillo y efectivo. La cyt-B es una sustancia que inhibe el
ensamblaje de los microfilamentos de actina e impide la citocinesis sin afectar la
mitosis. Como resultado de la divisién celular en presencia de cyt-B, se obtiene
una célula binucleada, la cual sera evaluada para detectar la presencia de MN. En
la figura 1.5 se presenta un esquema grafico del ensayo de MN usando cyt-B.

El ensayo de MN usando cyt-B detecta tanto la accidn de los agentes clastogénicos
como agentes aneugénicos. Sin embargo, parece que puede existir cierta
interacciéon entre los agentes aneugénicos y la cyt-B, debido a que los MN
inducidos por agentes aneugénicos podrian verse alterados por la accién que la
cyt-B ejerce sobre los microfilamentos de actina (Antoccia et a/, 1993). En dicho
caso, la distancia entre los polos de la célula se acorta (Norppa et a/, 1993; Falck et
al., 1997), favoreciendo que los cromosomas aislados queden dentro de alguno de
los nucleos hijos. Hay que tener en cuenta, pues, que al evaluar agentes
aneugénicos en presencia de cyt-B, se podria subestimar la frecuencia de MN, dar
resultados contradictorios o poco reproducibles.
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Figura 1.5:  Esquema del ensayo de MN usando citocalasina-B

El uso de células de mucosa bucal en el ensayo de MN:

Los tejidos epiteliales proliferan muy rdpidamente y estan en constante contacto
con el medio; por ello, las células de exfoliaciéon de las capas superficiales del
epitelio pueden reflejar el dafio genotéxico inducido en estos tejidos. Ademads, son
de facil obtencién y el método de extraccion no es invasivo. Debido a que mas del
90% de los canceres se originan en células epiteliales (Cairns, 1975), y a que las
mutaciones juegan un papel fundamental en el desarrollo tumoral (Weinstein,
1988), el uso de los tejidos epiteliales es de gran importancia desde el punto de

vista epidemiolégico.

En 1983, Stich y Rosin adaptaron la metodologia del ensayo de MN de linfocitos a
células de exfoliacion de la mucosa bucal (Stich y Rosin, 1983a). La relevancia de
la utilizacién de células epiteliales en el analisis de MN fue reforzada por Van Pelt
y colaboradores. (1991) y, desde entonces, el ensayo se ha utilizado con éxito en
una amplia variedad de células para medir los efectos genotdxicos de exposiciones

ambientales y ocupacionales.

Se ha demostrado que el ensayo de MN en células de exfoliaciéon es un
biomarcador sensible a la exposicién a altas concentraciones de As en agua de
consumo (Gonsebatt ez al, 1997; Basu er al, 2002 y 2004), asi como a la radiacién
ionizante (Stich er al, 1985; Sarto et al, 1987), al tabaco (Fontham er al, 1986;
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Sarto et al, 1987), a ciertos alimentos (Picker y Fox, 1986), al alcohol (Stich y
Rosin, 1983b) y otros compuestos, por lo que permite el estudio de una amplia

gama de exposiciones.

En las células de exfoliacién, la frecuencia de MN tiende a ser inferior a la
observada en células sanguineas. En un estudio realizado por Sarto y
colaboradores, se encontr6 que en una misma poblacién la frecuencia de MN era
de 9,35%o en linfocitos y de 0,51%o en células de mucosa bucal (Sarto er a/, 1990).
En nuestro laboratorio se han realizado diferentes estudios utilizando los
micronucleos de mucosa bucal como biomarcadores. Pastor y colaboradores
(2002) en un estudio de poblaciones expuestas a plaguicidas, encontraron una
media de 2,36%0 de MN en células de mucosa bucal y un 1,98%o de células bucales
micronucleadas, en una poblacién control de Hungria. En otro estudio (Pastor et
al, 2003) en el que se compararon poblaciones de cuatro paises europeos
expuestos a plaguicidas, se encontraron los siguientes valores de MN totales en
células de mucosa bucal en las poblaciones control: Grecia 1,00%o; Polonia 1,05%;
Hungria 1,18%o y Espafia 1,45%o y los valores de células bucales con MN fueron
de 0,99%0 en Hungria, 0,96%o en Polonia, 1,54%0 en Espafia y 0,87%o en Grecia.
En este estudio, los valores medios globales fueron de 1,18%0 MN en células de

mucosa bucal y de 1,06%o de células bucales con MN.

1.5 SENSIBILIDAD INDIVIDUAL AL ARSENICO

Se sabe que la respuesta téxica puede variar de un organismo a otro, aunque los
individuos sean de la misma especie, raza o sexo. Aunque las respuestas de
organismos de diferentes especies pueden ser similares a dosis similares, esto no
ocurre necesariamente. La toxicidad de una sustancia en el organismo receptor
esta influenciada por factores genéticos (especie, cepa, sexo, individuo, etc.) y
fisiolégicos (embarazo, edad, dieta, estado nutricional, estado hormonal, estado de

salud, etc.).

De hecho, diversos estudios en humanos indican que hay una variacién
considerable en la respuesta a la exposicidn a As entre distintos individuos, por lo
que es dificil determinar con certeza cudles son los rangos de su toxicidad. Se ha
visto que algunas personas pueden llegar a ingerir hasta 150 pg As/kg sin

presentar signos de malestar; mientras que hay personas mds sensibles que
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presentan signos de arsenicismo al ingerir dosis de 20 pg As/kg al dia (ATSDR,
1989).

Para intentar comprender porqué los individuos de una misma poblacién
reaccionan de diferente manera frente a diversos tipos de exposicién, la
caracterizacion genotipica esta adquiriendo cada vez mayor importancia en los
estudios de biomonitorizacion y es también de mucha utilidad en los estudios e

interpretacion de los procesos carcinogenos.

Aunque muchos mutdgenos y carcinégenos son desactivados mediante procesos
metabdlicos, otros requieren ser activados metabolicamente. Es por ello que las
caracteristicas genéticas individuales de los procesos metabdlicos son importantes
en la induccién de mutaciones y el desarrollo de enfermedades como el cancer,
por lo que presentan relevancia en los estudios de biomonitorizaciéon. La
importancia de las variaciones de un mismo gen en un individuo, llamadas
polimorfismos, le confieren una mayor o menor susceptibilidad al organismo,

frente a diversas exposiciones con potencial genotéxico, como es el caso del As.

Para el estudio de las diferencias individuales en cuanto a los efectos bioldgicos
que se producen frente a la exposicion al As, se pueden utilizar diferentes
biomarcadores. En el caso particular de esta Tesis, se ha usado los genes
polimoérficos de las glutation S-transferasas (GS7), que son unos de los genes
polimoérficos mas estudiados en los estudios de biomonitorizacién, y como ya se
ha dicho en el apartado de metabolismo, participan en las reacciones de

metilacion del As(i) como cofactor esencial.

1.5.1 Biomarcadores de sensibilidad individual

Los biomarcadores de sensibilidad individual se utilizan para identificar aquellos
individuos dentro de una poblacién que, por sus caracteristicas genéticas, son mas
susceptibles a los dafios causados por diversos agentes ambientales. Algunos
individuos tienen probabilidades mas altas que otros de sufrir los efectos de una
exposicion debido a que tienen mas activos los procesos de bioactivacién o a que
tienen disminuidas sus capacidades para detoxificar, excretar y/o reparar dafios.
Como indicadores de susceptibilidad también se deben tomar en cuenta los

factores nutricionales tales como las diferencias en folato, la vitamina C (Aidoo et
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al.,1994), las diferencias inmunoldgicas (Richeldi ez al, 1993), el estado hormonal
(Concha er al, 1998b) y la edad (Vahter, 1999).

Se ha demostrado que los genes polimoérficos que codifican para las GSTs
participan en el metabolismo del As (Chiou et al, 1997; Taningher er al, 1999;
Chouchane y Snow, 2001; Suzuki er a/, 2001; Maiti y Chatterjee, 2001). Esto
significa que hay distintos alelos en los loci que codifican estas enzimas
metabolizadoras, los cuales definen la susceptibilidad individual frente a una
misma exposicion. Es por ello que en los estudios sobre la genotoxicidad del As se
pueden usar biomarcadores de susceptibilidad individual, tales como algunos de
los genes GS7, (Chiou et al, 1997).

1.5.2 Las glutation S-transferasas

Las glutation S-transferasas (GST) constituyen una familia de proteinas diméricas
multifuncionales que catalizan la conjugaciéon entre los glutationes reducidos
(GSH) electrdfilos y neutréfilos. Su funcién primaria es la de detoxificar los
compuestos electrofilicos capaces de unirse al DNA, tipica reacciéon metabdlica de
fase II (Pickett y Lu, 1989). Las GSTs también catalizan una serie de reacciones
que implican al GSH, incluyendo la reduccién del hidroperdéxido organico
(Mannervik, 1985), las cuales juegan un papel importante en la proteccién de los

tejidos frente al estrés oxidativo.

Las enzimas GST se dividen en proteinas solubles y proteinas de membrana, entre
ellas, no hay ninguna relacién estructural. La mayoria de estudios se centran en
las GST solubles ya que se sabe que presentan variantes alelicas con consecuencias
funcionales. Para su estudio, se han clasificado en nueve clases agrupadas en cinco
familias, o (GS7TA), W(GSTM), m(GSTP), 6(GSIT) y Q(GSTO) (Rushmore y
Pickett, 1993; Mannervik, 2003). En la tabla 1.6 se presentan de forma ordenada
los diferentes polimorfismos genéticos conocidos de las GSTs, entre los que se

detalla la informacién de los polimorfismos estudiados en esta tesis.

Todas las GSTs solubles estan formadas por dos subunidades de la misma clase,
que pueden ser iguales o diferentes. Todas las GSTs tienen diferentes perfiles de
afinidad por los substratos y, aunque existe un pequeio solapamiento entre ellos,

cada una de estas subunidades es importante al definir la capacidad de
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detoxificacién en el tejido diana, es por ello que la presencia o ausencia de una
GST en particular o la modificaciéon de su eficiencia catalitica es significativa
(Mannervik, 2003). A continuacién se analizan en mayor detalle los

polimorfismos que se han estudiado en este trabajo, correspondientes a las clases
GSTM1, GSTT1y GSTPI.

Tabla 1.6: Polimorfismos genéticos de las glutation S-transferasas (GS7s)
Familia Clase Polim?rfismos Mutacion
conocidos
GSTA (a)
GSTM (1) GSTM1 GSTMI1A Alelo salvaje
GSTMI"B Sustitucién de base C534G

Cambio de aminoacido Lis172Asp

GSTMI1O Delecion del gen
GSTM2
GSTM3
GSTT (6) GSTTI1 GSTT1"O Delecion del gen
GSTT2
GSTP (1) GSTPI GSTPI™A Alelo salvaje
GSTPI'B Transision A118G en exén 5'
Cambio de aminodcido Ile105/Val
GSTPIC EFiZ;rls]i)géE)éMlT C
Cambio de aminoacido
Ala 114/Val
GSTO () GSTO1 Por clasificar
GSTO2 Por estudiar
GSTO3 Por estudiar

En la familia GS7 p se distinguen tres clases, A/, M2 y M3. La mas estudiada es la
clase GSTM1, debido a que entre sus polimorfismos existe la completa delecién
del gen, lo que provoca la ausencia total de la enzima. El gen que codifica para la
GSTM1 se encuentra en el cromosoma 1 (1p13.3). Existen tres variantes del gen
GSTM1, la GSTM1°A es el alelo salvaje, la GSTM1"B, difiere de la "4 sélo en una

base en el exén 7 que codifica mondémeros que pueden generar enzimas
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homodiméricas y heterodiméricas de efectividad catalitica muy similar in vitro
(Mannervik er al, 1992, Hayes y Pulford, 1995), en este caso ocurre la sustitucion
de base C534G, que conlleva un cambio de aminoacido Lis172Asp. Finalmente la
GSTM17O es la delecion total del gen lo que provoca una ausencia de la actividad
enzimatica (Smith et a/, 1995; Tsuchida, 1997; Taningher et al, 1999).

Las deleciones de GS7M1, tanto en homozigosis como en heterozigosis, se han
asociado con un aumento de susceptibilidad al cancer debido a una detoxificacién
deficiente. El genotipo homocigoto para el alelo nulo de GS7TMI (-/-), se
denomina genotipo nulo GS7M]I. La frecuencia de individuos con genotipo nulo
es de aproximadamente el 50% en la poblacién caucasica (Seidegard er al, 1988,)
y varia entre el 30% y el 90% en diferentes grupos étnicos (Lin et al, 1994;
Rebbeck 1997). El impacto de la delecidn de este gen en la salud humana puede
ser muy importante debido a la alta frecuencia en que se presenta en las distintas

poblaciones.

En la familia GS78 existen dos clases descritas, la GS777 y la GST7Z. Ambas
clases comparten el 55% de la secuencia de aminodcidos y sus estructuras son
similares aunque presentan diferentes afinidades por los substratos. La clase
polimoérfica es la GS77T1, razén por la cual es la mas estudiada, se encuentra
localizada en el cromosoma 22 (22q11.23). Los individuos homocigotos para el
alelo nulo presentan la ausencia total de la funcién de la proteina (Smith er al,
1995; Tsuchida, 1997; Taningher et al, 1999). En un estudio realizado por Garte y
colaboradores (2001) se analizaron todos los datos publicados sobre enzimas del
metabolismo determindndose las frecuencias alelicas de las diferentes variantes, y
en diferentes poblaciones ya que estos valores pueden variar en funcién de la
etnia (C.L. Chen er al, 1996). En él se concluyé que la frecuencia de los
homocigotos para el alelo GS77770 (delecién completa del gen) era de 19,7 en la

poblacién caucasica y de 47,0 en la poblacion asiatica (Garte et al, 2001).

La GSTM1I y la GSTTI detoxifican tanto los productos de muchas reacciones
catalizadas por el citocromo, como los lipidos y peréxidos resultantes del estrés
oxidativo (Mannervik y Danielson 1988; Pickett y Lu, 1989; Ketterer et al, 1992;
Berhane er al, 1994), lo que sugiere una accién coordinada. Tanto la actividad
GSTM1 como GSTTI1 pueden verse completamente suprimidas en algunos
individuos debido a que pueden presentar la delecién completa del gen en ambos
casos (M1 y TI) (Seidegard et al, 1988, Pemble er al, 1994). Esto ha hecho

54



interesante su analisis conjunto y la interaccién entre ambas ha sido comunmente
estudiada. Los individuos con genotipo nulo tanto para GS777 como para GSTM1
son particularmente sensibles a los carcindgenos quimicos. C.L. Chen vy
colaboradores (1996) estudiaron poblaciones caucdsicas y afroamericanas
determinando que la prevalencia del genotipo nulo para GS7M1 era mayor en los
caucasicos (53,5% vs. 27,6%), mientras que la del genotipo nulo para GS777 era
mayor en los afroamericanos (24,1% vs. 15,0%). Sin embargo, no se encontraron
diferencias étnicas para el doble genotipo nulo. Otros estudios realizados en el
mismo afio (Abdel-Rahman er al, 1996) encontraron resultados similares en
poblaciones norteamericanas y egipcias, en donde la prevalencia del genotipo
nulo para GS7M1 fue de 51% y 44%, para GST71 fue de 15% y 14,7%, y para el
doble genotipo nulo fue de 6,3% y 8,8%, respectivamente.

La famila GS77 consta solo de una clase la GS7TP]I, localizada en el cromosoma 11
(11q13). Esta clase consta de dos polimorfismos, el primer polimorfismo del gen
GSTPI fue descrito por Board y colaboradores en 1989 este polimorfismo,
denominado GS7PI”B consiste en una transicién de A a G en el nucledtido 118 en
el exén 5 y el cambio de aminodcido Ile105/Val. El polimorfismo GS7PI"C consta
del cambio ocurrido en *B mas una transicién de C a T en el nucleétido 341 en el
exon 6 que da lugar a un cambio de aminoadcido Alal14/Val (Smith er al, 1995;
Tsuchida, 1997; Taningher er a/, 1999; Krajinovic et a/, 2002), ambos cambios se
dan en el lugar activo de unién de la enzima al substrato (Ali-Osman et a/, 1997).
En el caso de GS7PI'B se genera una enzima con actividad disminuida
(Zimmniak er al, 1994; Watson et al, 1998) y en el caso de GS7PI1°C se genera

una enzima con la actividad incrementada (Taningher ez al, 1999).

Se han realizado muchos estudios que intentan asociar la variante que genera una
reduccion de la actividad enzimatica ("B) con la susceptibilidad al cancer, el
estudio de Garte y colaboradores (2001) indicé que la frecuencia de este alelo era
de un 26,2% en la poblacién caucdsica. Hay que destacar que la sustitucion de la
isoleucina por la valina se ha asociado a una actividad reducida de conjugacion de
la enzima (Zimniak et a/, 1994). Posteriormente, trabajos realizados por Watson y
colaboradores (1998) demostraron una disminucién proporcional en la actividad
de la GST en tejido de pulmoén de individuos con uno o dos alelos portadores de
dicha substituciéon de aminodcidos. La presencia de GS7PI! en muchos tejidos
diferentes, combinado con su capacidad para inactivar carcindgenos potentes

(como los benzo(a)pirenos y los diolepdxidos), sugiere que esta enzima tiene un
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papel clave en vias de detoxificacién y, como demostraron los trabajos de Harries
y colaboradores (1997), el polimorfismo de la GS7PI estd implicado en una
diferente susceptibilidad al cdncer. Ademas, la alta expresion enzimatica que se ha
encontrado en tejidos tumorales, asociada a la resistencia de los tumores a los
fairmacos antitumorales, junto con una menor supervivencia de los pacientes,
sugiere que el polimorfismo de GS7PI puede presentar un papel importante tanto

en la etiologia como en la terapia del cancer.

La familia GS7Y2 se clasifica en dos clases GS70O1 y GSTOZ La GSTOI,
descubierta por Board y colaboradores (2000), presenta algunas particularidades
con relacion a su funcién y estructura, en comparacién con las demas familias,
una de estas es la presencia de un residuo de cisteina en el centro activo de la
molécula. El grupo tiol de ésta, le confiere la capacidad de intervenir en un
amplio espectro de reacciones de reduccién que se desconocia que podian estar al
alcance de las GSTs. Basados en los recientes descubrimientos Zakharyan y
colaboradores (2001) se dedujo que una de las funciones de esta enzima es la de

participar como reductasa en el metabolismo del arsénico.

En el trabajo de Rouimi y colaboradores (2001) se encontr6 una nueva clase de
GSTO en algunos sistemas de mamiferos y se denomino GS70Z, la cual también
esta presente en humanos (Whitbread et a/, 2003). Tanto la clase GS7O! como la
GSTO?Z se expresan en todos los tejidos (Yin er al, 2001). Tienen estructuras
similares y se encuentran proximas en el genoma, separadas solo por 7,5 Kb en el
cromosoma 10, por lo que se piensa que podrian haber sido generadas por
duplicacién (Whitbread er a/, 2003). El mismo autor encontré un pseudogen

perteneciente a esta familia en el cromosoma 3 y que se denomina GS7O3p.

La familia GS712 es polimorfica, en el estudio de Tanaka-Kagawa y colaboradores
(2003) se ha conseguido asociar la presencia de polimorfismos con variaciones en
la actividad enzimdtica. Ya se sabe que la sustitucion Alal40Asp reduce la
actividad tioltransferasa en un 75% y que la sustitucién Thr217Asn la reduce en
un 40%. La actividad MMA* reductasa del metabolismo del As también se ve
disminuida por el cambio Thr217Asn. En los estudios de biomonitorizacién en
que se estudia el gen GS70I (Marnell er al, 2003; Yu et al, 2003), se evidencia la
existencia de variantes a lo largo del gen, al igual que diferencias en su frecuencia
dependiendo de la zona geografica en que se hace el estudio. En un estudio

reciente realizado por Hernandez y colaboradores (comunicacién personal) en
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una poblacidén chilena expuesta a As, las diferencias en la excrecion de As fueron
la base de la clasificacién de la poblacién en diferentes grupos, suponiendo que
estas variaciones podrian estar relacionadas con diferencias en la susceptibilidad
de los individuos y determinadas a su vez por diferentes polimorfismos. En este
trabajo se encontraron siete diferentes polimorfismos de GS70OI-1, cuatro de ellos
ya se habian descrito anteriormente. Entre los polimorfismos nuevos que se
describen en este trabajo, se da una especial atencion a Glu50Gly, una
substitucién no conservativa encontrada exclusivamente entre los individuos que
presentaron altos niveles de MMA en la orina. Este nuevo polimorfismo descrito,
parece afectar la estabilidad de la proteina, suguiriendo que los individuos
portadores podrian presentar diferencias en la reduccion de MMA* con las
consecuentes implicaciones en cuanto a la susceptibilidad de la exposicién al As.
La confirmacién de dichos resultados requiere un numero mdis elevado de

estudios.

1.6 ESTUDIOS DE RIESGO GENETICO EN POBLACIONES HUMANAS
EXPUESTAS AL ARSENICO

Los estudios de riesgo genético evalian el efecto que tiene una sustancia nociva a
nivel genédmico. Lo primero es la identificacién de la sustancia a evaluar (en este
caso el As), luego hay que confirmar su presencia en el ambiente al cual esta
expuesta la poblacién de estudio y posteriormente los efectos genotdxicos que se
han causado debido a la exposicion, todo esto puede realizarse mediante el uso de
biomarcadores de los cuales ya se ha tratado anteriormente. En el medio ambiente
los contaminantes ocurren en mezclas complejas y son afectados por diversos
factores ambientales. Esta situacién dificulta su estudio, debido a que es muy
dificil reproducir las condiciones de la exposicién natural en un laboratorio. Para
ello pueden realizarse estudios de biomonitorizacién, los cuales se detallan a

continuacién.

1.6.1 Estudios de biomonitorizaciéon

En los estudios de biomonitorizacion, las muestras son tomadas directamente a la
poblacién, por lo que se toman en cuenta los factores naturales de exposicion
como un conjunto real. De esta manera, los estudios de biomonitorizaciéon

intentan establecer la relacién entre los factores ambientales y la salud de una
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poblacién de la manera mds inequivoca posible. La biomonitorizacién es una
herramienta de valoracién que estd siendo cada vez mas usada en estudios de

diversos tipos.

La manera mds directa de evaluar el riesgo de la exposicién humana a algin
elemento o mezcla, consiste en analizar las alteraciones genéticas inducidas en las
poblaciones expuestas a estos agentes. Los estudios de biomonitorizacién, nos
proporcionan una estima real de cudl es el riesgo genotdxico ocasionado por una
exposicion determinada, como puede ser al arsénico, evitando los sesgos
generados por los estudios in vitro o los estudios in vivo utilizando animales de
experimentacién. En el caso de los compuestos genotdxicos, la biomonitorizacién
utiliza ensayos de genotoxicidad y mutagenicidad para hacer la evaluacién del

posible dafio genético causado por la exposicién.

1.6.2 Poblaciones en estudio de riego genotdxico

A continuacién se presenta un resumen de los estudios de biomonitorizacion
genotoxica de poblaciones expuestas ambientalmente a As mediante el agua de
consumo, en los que se han utilizado MN, CA y SCA como biomarcadores de
efecto genotdxico. Para mayor comodidad, la informacién se ha ordenado segin el
biomarcador utilizado, MN, CA y SCE. En el caso del estudio de frecuencia de
MN:s, la informacién se ha organizado segtn el tipo de células analizadas, en

linfocitos, en mucosa bucal y en células uroteliales.

De los 20 estudios analizados, 12 de ellos estudian la frecuencia de MN como
biomarcador de dafio genético. Entre ellos, 8 estudian MN en linfocitos (zabla
1.7), 6 en células de la mucosa bucal (tabla 1.8) y 5 en células uroteliales (tabla
1.9). En todos los estudios, la frecuencia de MN en linfocitos y en células
uroteliales presenta un aumento significativo al comparar las poblaciones
expuestas y control. De los 6 estudios de biomonitorizacién en que se usan los MN
en mucosa bucal como biomarcadores de dafio, cuatro de ellos presentan
resultados positivos de aumento de la frecuencia de MN y dos presentan

resultados negativos.

La frecuencia de CA se analiza en 7 trabajos diferentes (tabla 1.10), en los que 5 de

ellos presentan resultados positivos y 2 negativos del aumento de la frecuencia de
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CA en linfocitos de las poblaciones expuestas comparadas con las poblaciones
control. El estudio de los SCE se analiza en 10 estudios (tabla 1.11) entre los que la
mitad de ellos presenta resultados positivos y la otra mitad negativos al comparar

las frecuencias de SCE entre las poblaciones expuestas y control.

Tabla 1.7: Efectos de la exposiciéon a As medidos con el ensayo de MN en
linfocitos
Niveles d
e E.!S. ,e Efectos de la ]
Lugar N exposicion .., Cita
exposicion
(mg As/L)

Argentina N: 22 0,2 positivo Dulout er al. (1996)

) E: 107 0,67 .. .
Chile C. 123 0,015 positivo Biggs et al. (1997)
Chil E: 34 0.6 iti Moore et al. (1997a)

ile : 0,045 positivo A

) E: 70 0,6 ..
Chile C. 55 0,015 positivo Moore er al. (1997b)
Argentina N: 86 0,2 positivo Seoane er al. (1998)

) E: 45 0,368 ..
India C. 91 0,005 positivo Basu er al. (2002)

) E: 163 0,214 ..
India C. 154 0.003 positivo Basu er al. (2004)

) E: 106 0,75 .. ,
Chile C. 11 0,002 positivo Martinez et al. (2004)

Entre los estudios analizados hay tres realizados en Argentina (Dulout ez al, 1996;
Seoane et al, 1998; Lerda 1994). Los estudios de Dulout y Seoane cuentan con una
poblacién de 22 y 86 individuos respectivamente. Ambos estudios presentan los
mismos niveles de exposicién de 0,2 mg As/L en agua de consumo humano y se
han realizado en una poblacién de mujeres y nifios indigenas atacamefios y
criollos. En ambos trabajos se estudiaron las frecuencias de MN, mediante la
técnica de FISH, y de SCE. Los resultados mostraron un aumento en la frecuencia
de MN al comparar las poblaciones expuestas y control, observandose claramente
los efectos aneugénicos y clastogénicos del As en linfocitos. No se observaron
aumentos en la frecuencia de SCE en linfocitos al comparar las poblaciones

expuestas y control de ambos estudios.
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La poblacién indigena present6 niveles inusualmente bajos en la frecuencia de
cancer de piel y lesiones parenquimatosas, a pesar de su exposicién a altas
concentraciones de As. Mediante el andlisis de las muestras de orina (Seoane er
al, 1998) se determind que los indigenas atacamefios presentan un metabolismo
diferente al visto en otras poblaciones previamente estudiadas, excretando muy
poco MMA. Los resultados obtenidos indican que los efectos encontrados pueden

corresponder a diferencias de susceptibilidad individual.

El estudio de Lerda (1994), se realizé en una poblacion de 282 individuos expuesta
a 0,13 mg As/L y una poblacién control de 155 individuos con una baja exposiciéon
a As (0,02 mg As/L). En este estudio se correlaciond la frecuencia de SCE en
linfocitos de sangre periférica con la concentracidon de As en agua y orina, ademas
se buscé la correlacién de SCE con la edad y el sexo de la poblacién. Los
resultados indican un aumento en la concentraciéon de As en la orina y en la
frecuencia de SCE en la poblacién expuesta, se vio que ni el sexo ni la edad

afectan la frecuencia de SCE.

Tabla 1.8: Efectos de la exposicion al As medidos con el ensayo de MN en

células de 1a mucosa bucal

vaelés'c,le Efectos de la )
Lugar N exposicion . .o Cita
(mg As/L) P
E: 35 0,408 .
Méjico c. 34 0,030 positivo Gonsebatt et al. (1997)
) E: 19 0,582 .. .
China C. 13 0,004 positivo Tian et al (2001)
) E: 45 0,368 ..
India C. 91 0,005 positivo Basu er al (2002)
) E: 163 0,214 ..
India C. 154 0,009 positivo Basu er al (2004)
) E: 105 0.750 . ,
Chile c. 102 0.002 negativo Martinez er al. (2005)
1,300 .
USA N: 18 0.016 negativo Warner et al. (1994)
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Los cinco estudios realizados en Chile que se analizan a continuacién (Biggs et aZ,
1997; Moore et al, 1997a y b; Martinez et al, 2004, 2005), presentan un rango de
exposicion ambiental que varia entre 0,6-0,75 mg As/L en agua de consumo
humano, en las poblaciones expuestas. El estudio de Biggs y colaboradores (1997)
se realiz6 en el Norte de Chile, tomando como expuestos a los residentes de San
Pedro de Atacama (0,67 mg As/L) y a los controles de Toconao (0,015 mg As/L).
En este trabajo se utilizaron diferentes indices de exposicion basdndose en el As
en orina y en la ingesta de liquido, ademads de la frecuencia MN en linfocitos de
sangre periférica. Los resultados del estudio indicaron que existe un aumento de la
frecuencia de MN en linfocitos en la poblacién expuesta, en comparacién con la
control y que este incremento se correlaciona bastante bien con la concentracién

de As en la orina.

El trabajo de Moore y colaboradores (1997b) estudié una poblaciéon de hombres
que contaba con 55 controles y 70 expuestos, en los que se estudiaron las
frecuencias de MN con la técnica de FISH. Los resultados indican un incremento
de MN en la poblacién expuesta. Los MN formados mayormente por fragmentos
mads que por cromosomas enteros, indican que el As actia mds como clastogénico
que como aneugénico. En otro estudio realizado por Moore y colaboradores
(1997a), a la poblacion de hombres expuestos a 600 mg As/L se le administré una
fuente de agua con niveles reducidos de As (45 mg As/L) por 8 semanas. Los
resultados indican que la frecuencia de MN disminuy®¢ al igual que la excrecién de
As por via urinaria. Ambos estudios parecen indicar que la ingesta de agua

contaminada con As induce dafo genético en las células sanguineas.

Los estudios de Martinez y colaboradores (2004 y 2005) no se presentan en detalle
en esta seccion debido a que son publicaciones provenientes de esta Tesis
Doctoral (anexo 2). En estos trabajos se obtuvieron resultados positivos en el
aumento de la frecuencia de MN en linfocitos (Martinez et al, 2004), y un
aumento no significativo de la frecuencia de MN en mucosa bucal (Martinez et

al, 2005), al comparar las poblaciones expuestas y control.

En la India se han llevado a cabo 4 estudios de biomonitorizacién de poblaciones
humanas expuestas a As a través del consumo de agua (Basu er al, 2002 y 2004;
Mahata et al, 2003 y 2004). En el estudio de Basu y colaboradores (2002) un
grupo de 45 individuos que presentaron signos cutaneos de arsenicismo con una

exposicion a As de 0,368 mg As/L en el agua de consumo, se comparé con un
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grupo control de 21 personas sanas con niveles de As en agua de 0,005 mg As/L.
La exposicién a As se confirmé mediante la medicién de As en agua, ufias, pelo y

orina de los participantes.

El otro estudio de Basu y colaboradores (2004), realizado en Paraganas (India),
estudié un grupo de 163 residentes expuestos a niveles de 0,214 mg As/L y un
grupo control de 154 individuos en el que los niveles de As en el agua de consumo
era de 0,003 mg As/L. En ambos grupos se midieron las frecuencias de MN en
linfocitos, en mucosa bucal y en células uroteliales. Los resultados muestran un
aumento significativo en la frecuencia de MN en los distintos tipos celulares,
indicando que los individuos de Bengala occidental (India), que presentan
sintomas cutdneos de arsenicismo, también presentan un nivel de dafio
citogenético significativo. Asi, pues, la exposicién crénica a As a través del agua
de consumo estd ligada al aumento de la frecuencia de MN en todos los tipos

celulares estudiados.

Tabla 1.9: Efectos de la exposicion al As medidos con el ensayo de MN en

células uroteliales

vaelc.as' (,1e Efectos de la )
Lugar N exposicién . .o Cita
(mg As/L) P
1, ..
EEUU N: 18 0 3 16 positivo Warner et al. (1994)
E: 35 0,408 ..
Méjico c. 34 0.03 positivo Gonsebatt er al. (1997)
. E: 19 0,582 .. .
China C. 13 0,004 positivo Tian er al. (2001)
. E: 45 0,368 ..
India c. 91 0,005 positivo Basu er al (2002)
. E: 163 0,214 ..
India C. 154 0,009 positivo Basu er al (2004)

Dos estudios realizados en Paraganas (India) por Mahata y colaboradores (2003,
2004) analizaron poblaciones de 95 y 320 personas respectivamente, entre
expuestos y controles. En ellos, la poblacién estaba expuesta a una concentraciéon

de 0,2 mg As/L en el agua de consumo. En ambos estudios se midieron las
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frecuencias de CA y SCE y se encontraron aumentos significativos en la
frecuencia de ambos biomarcadores al comparar las poblaciones expuestas y

control.

El estudio de Tian y colaboradores (2001) se realiz6 en Ba Men, en la Mongolia
interior (China), donde los niveles de As en agua de consumo humano varian
entre 0,527 y 0,004 mg As/L. En este estudio se analizaron las frecuencias de MN
en linfocitos de sangre periférica, en mucosa bucal y en el septo nasal. Los
resultados indican un aumento de la frecuencia de MN en linfocitos, que es 2,7
veces mayor en la poblacién expuesta que en la control. Esta frecuencia aumenté
también en los otros tipos celulares, lo que indica que la poblacién de Ba Men,
cronicamente expuesta a As en el agua de consumo, revela evidencias de

genotoxicidad en los distintos tipos celulares.

Tabla 1.10:  Efectos de la exposiciéon al As medidos con el ensayo de CA en

linfocitos
Niveles d
e ?S, ,e Efectos de la )
Lugar N exposicion .., Cita
exposicion
(mg As/L)

E: 35 0,408 .

Mgéjico . 34 0,03 positivo Gonsebatt er al. (1997)
i ) E: 42 0,41 .. 1

Finlandia C: 3 0,001 positivo Miki-Paakkanen er al. (1998)

. E: 22 .. .
Taiwan c. 0,7-0,93 positivo Liou er al (1999)

, E: 59 0,2-0,8 ..
India . 36 0,006 positivo Mahata er al. (2003)

_ E: 165 0,214 .
India C. 155 0,006 positivo Mabhata er al (2004)

E: 104

USA c. 36 >0,05 negativo Vig et al. (1984)
Méiico E: 11 0,39 negativo Ostrosky- Wegman et al.

) c 13 0,019 & (1991)
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En los EEUU se han realizado dos estudios, en uno se ha analizando las
frecuencias de MN (Warner er al, 1994) y el otro las frecuencias de CA y SCE
(Vig et al, 1984). Warner y colaboradores realizaron un estudio en Nevada,
EEUU, donde una poblacién de 18 individuos expuestos a 1,3 mg As/L fue
comparada con una poblacién control con niveles de 0,016 mg As/L. Se midieron
MN en mucosa bucal y en células uroteliales. Los resultados revelaron que habia
un aumento significativo en la frecuencia de MN en células uroteliales, pero no
habia aumento en los MN de mucosa bucal al comparar las poblaciones expuesta y
control. El trabajo realizado por Vig y colaboradores estudié la exposicién a
niveles superiores a 0,05 mg As/L en agua de consumo humano. En este trabajo se
evaluaron las frecuencias de CA en una poblacién de 104 expuestos y 86
controles, y la frecuencia de SCE en una poblacién de 98 expuestos y 83 controles,
concluyéndose que no habian diferencias significativas en la frecuencia de CA ni

de SCE entre ambas poblaciones.

As en orina 10 veces mayores que los niveles de la poblacién control. Los
resultados citogenéticos indicaron que no habian diferencias significativas en la
frecuencia de SCE ni de CA. Sin embargo las frecuencias de CA complejas (anillo,
dicéntricos y translocaciones) fueron mayores en la poblaciéon expuesta, que
también mostré una mayor frecuencia de variacién en el ensayo HGPRT, aunque
en ambos casos las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Ademads.
los resultados del dafio genético causado por las muestras de orina, medios por el

ensayo rec en B. subtilis, fueron negativos en todas las muestras.

El estudio de Gonsebatt y colaboradores, en una poblacién mejicana, analizé a 35
personas expuestas a niveles de 0,408 mg As/L a través del agua de consumo y una
poblacién control de 34 individuos expuestos a 0,03 mg As/L. Se realizé un
examen médico para detectar lesiones cutaneas en los participantes. Se
determinaron las frecuencias de MN en mucosa bucal y en células uroteliales, CA
en linfocitos y As en orina. Los resultados indican un aumento significativo de la
frecuencia de MN en ambos tipos celulares; asimismo, la poblacién expuesta
también presenté un aumento de la frecuencia de CA al compararla con la
poblacién control. Se observo que el efecto era mayor en las mujeres, y se observd
un mayor dafio citogenético entre aquellas personas que presentaron signos
cutaneos de arsenicismo. El tipo de dafio citogenético evaluado indica que el As

tiene efectos clastogénicos y aneugénicos.
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El estudio realizado por el grupo de Ostrosky-Wegman, también en Méjico,
analiz6 una poblacién de 11 individuos expuestos a niveles de 0,39 mg As/L en
agua de consumo y 13 individuos control con niveles de exposicién de 0,019 mg
As/L. Se midieron las frecuencias de SCE, CA, asi como el As en orina. En este
trabajo también se realiz6 el ensayo de HGPRT en linfocitos y el ensayo rec en B.
subtilis con muestras de orina. Los resultados pusieron de manifiesto un aumento
en la frecuancia de Mn en ambos tipos celulares, a la vez que un aumento en la
frecuancia de CA. Se observo que las mujeres estaban mas afectadas que los
hombres y un dafio mayor entre las que presentaban signos cutdneos de
arsenicismo. El tipo de dafio citogenético indica que el As presenta efectos

clastogénicos y aneugénicos.

Tabla 1.11:  Efectos de la exposicidon al As medidos con el ensayo de SCE en

linfocitos
Niveles d
e .es. ] € Efectos de la )
Lugar N exposicion .., Cita
exposicion
(mg As/L)
: E: 282 0,13 ..
Argentina C 155 0.02 positivo Lerda (1994)
E: 35 0,408 ..
Méjico c. 34 0.03 positivo Gonsebatt et al (1997)
. E: 15 ..
Taiwan C. 34 0,7-0,93 positivo Hsu er al. (1997)
_ E: 59 0,2-0,8 ..
India C. 36 0.006 positivo Mabhata er al (2003)
, E: 165 0,214 ..
India C 155 0.006 positivo Mabhata er al (2004)
E: 98 . .
USA c. 83 >0.05 negativo Vig et al. (1984)
Méiico E: 11 0,39 negativo Ostrosky- Wegman et al.
) c. 13 0,019 gatly (1991)
Argentina  N: 22 >0,2 negativo Dulout et al. (1996)
Argentina N: 86 0,2 negativo Seoane et al. (1998)
E: 22
Taiwan C. 29 0,7-0,93 negativo Liou er al (1999)
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En Taiwan se han llevado a cabo dos estudios en los que se midieron frecuencias
de SCE en poblaciones expuestas a niveles de As en agua de consumo entre 0,7 y
0,93 mg As/L (Hsu et al,, 1997; Liou et al, 1999). En el estudio realizado por Hsu y
colaboradores se analizé una poblacién de 15 individuos con la enfermedad de
Bowen y 34 controles sanos. Los resultados indicaron un aumento en la frecuencia
de SCE al comparar los dos grupos. Por otro lado, el estudio realizado por Liou y
colaboradores presenta una poblacion de 22 pacientes con cancer y 22 individuos
sanos como grupo control y estudia las frecuencias de SCE y CA de tipos
cromatidico y cromosémico como biomarcadores de riesgo de cancer. Los
resultados del estudio indican que las CA de tipo cromosémico son un buen
biomarcador para el cancer. También indican que las frecuencias de SCE y las de

CA de tipo cromatidico, no lo son.

En un estudio realizado en Finlandia por Miki-Paakkanen y colaboradores (1998),
se analizo la frecuencia de CA en 32 individuos expuestos a una concentracién de
0,41 mg As/L en agua de consumo y 10 ex usuarios de las fuentes de aguas
contaminadas por un periodo de 2 a 4 meses, que conforman la poblacién de 42
expuestos y una poblacién de 8 controles con niveles de exposiciéon de 0,001 mg
As/L. Los resultados muestran un aumento significativo de la frecuencia de CA en

linfocitos de la poblacién expuesta

Todos los estudios de biomonitorizaciéon genotdxica de poblaciones expuestas a As
por medio del agua de consumo que se han analizado, presentan resultados
positivos del aumento del dafio citogenético medido mediante los ensayos de MN
en linfocitos y en células uroteliales. Sin embargo se presentn resultados
contradictorios al analizar la frecuencia de MN en células bucales, o al utilizar los
ensayos de CA, y de SCE. Hay que destacar que al utilizar los ensayos de MN en
células bucales y CA en linfocitos, se presenta una mayor cantidad de resultados
positivos en el aumento de la frecuencia de dafio citogenético. Esto no se observa
al analizar los estudios en que se us6 la frecuancia de SCE como indicador de

dafio.
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2 OBJETIVOS

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral es el de evaluar el posible dafio
genotdxico de una poblacidn expuesta a altas concentraciones de As en el agua de
consumo mediante el ensayo de micronucleos utilizando linfocitos y células de la
mucosa bucal. La poblacién estudiada ha sido seleccionada en el norte de Chile,
donde hay un problema crénico de elevados niveles de As en el agua de consumo.
Los resultados obtenidos en esta poblacién se comparan con los obtenidos en una
poblacién control, seleccionada en la ciudad de Concepcion, situada 2.000 km al
sur del primer lugar de muestreo, en donde no existe contaminacion de las aguas

por As.

Teniendo en cuenta que el dafio genético ocasionado por la exposicion
ambiental al As puede venir modulado por las caracteristicas genéticas
individuales, otro de los objetivos propuestos ha sido genotipar las poblaciones de
estudio para los polimorfismos de los genes GS7TM1, GSTT1y GSTPI, para poder

evaluar su posible influencia sobre el dafio genotdxico analizado.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 POBLACION ESTUDIADA

La poblacién analizada en este estudio ha sido de 217 personas, divididas en dos
grupos, que se diferencian en su exposicion ambiental al arsénico. En la poblacién
expuesta, los niveles ambientales de As en el agua son significativamente altos

llegando a ser 3.750 veces mayores en la zona expuesta que en la control.

Las muestras del grupo control fueron tomadas en la ciudad de Concepcidn,
alejada de la zona expuesta unos 2.000 Km hacia el sur de Chile, donde no se
detectan niveles ambientales de As, y se asume un nivel traza regional de 0,0002
mg As/L. La poblacién expuesta corresponde a personas residentes en los pueblos
de Calama, Peine, San Pedro de Atacama, Socaire y Toconao, donde los niveles de

As en las aguas medidos en este estudio han llegado a 0,75 mg As/L.

3.1.1 Grupo expuesto

Como se ha indicado, los individuos expuestos son residentes en la regién norte
de Chile. Este grupo esta formado por un total de 106 personas, de las cuales 24

son hombres y 82 mujeres. La edad media del grupo expuesto es de 40 afios.

En la poblacién expuesta hay 50 personas de etnia atacamefia, residentes en los
poblados de San Pedro de Atacama, Socaire, Peine y Toconao, de las cuales 8 son
hombres y 42 mujeres. Por otro lado tenemos 56 personas (16 hombres y 40
mujeres) que no son de etnia atacamefia, que habitan mayoritariamente de la
ciudad de Calama. La ubicacién de los pueblos se presenta en la figura 1.3, donde

se encuentran seflalados con un punto rojo.

3.1.2 Grupo control

El grupo control consta de 111 personas residentes en la ciudad de Concepcién, en
el sur de Chile. Este grupo estd compuesto por 42 hombres y 69 mujeres, con una

edad promedio de 38 afios. Entre los individuos control no existen diferencias de

etnia, por lo que se consideran como un unico grupo.
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3.2 OBTENCION Y PREPARACION DE LLAS MUESTRAS

Todas las muestras bioldgicas se tomaron durante el mes de julio de 2001. Las
personas que aceptaron participar en el estudio fueron informadas adecuadamente
de los objetivos y metodologia del mismo y consultadas acerca de su interés y libre

voluntad en colaborar, antes de obtener su consentimiento por escrito.

Los individuos que forman el grupo control corresponden a personas que se
sometian a un examen médico rutinario. El personal encargado de tomar las
muestras se trasladé a la consulta médica para proceder a la obtencién de las
mismas. En el caso de los individuos expuestos de etnia no atacameiia, el equipo
de muestreo se trasladé a dos centros de asistencia médica de la ciudad de Calama,
concretamente el Consultorio Calama y el Consultorio Alemania, donde se
tomaron las muestras de personas que asistian a dichas consultas. En el caso de las
personas expuestas de etnia atacameiia, el equipo de muestreo se incorporé a la
ronda médica del servicio de salud primaria de San Pedro de Atacama, viajando
con el equipo médico, formado por un médico, una enfermera y una matrona,
quienes cooperaron tanto en la infomacién de los objetivos y metodologias del

estudio como en la extraccién de las muestras bioldgicas.

3.2.1 Encuesta

3.2.1.1 Elaboracidn de la encuesta

Para obtener la informacién, tanto individual como general, de las personas
incluidas en el estudio, se realiz6é una completa encuesta disefiada con la finalidad
de obtener informacién detallada acerca de los antecedentes y caracteristicas
personales de cada participante. En lineas generales, la encuesta recoge
informacién que incluye: datos personales, actividad laboral actual y previa, otras
actividades, dieta, habitos toxicoldgicos (consumo de tabaco, de alcohol, té y café)

e historial médico. En el anexo 1 se presenta una copia de la encuesta.

3.2.1.2 Evaluacién de la encuesta
Las encuestas fueron primero codificadas antes de la introducién de la

informacién en una base de datos y, posteriormente, se procedid a su andlisis. Asi,

se obtuvo la descriptiva poblacional de cada uno de los grupos de estudio, y luego
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se efectud el estudio con los resultados obtenidos de los analisis de las muestras
bioldgicas recogidas. La base de datos para este analisis conjunto se realiz6 con el
programa estadistico SPSS versién 11.5, cuyos detalles se indicardn en la seccién

correspondiente.

3.2.2 Muestras de agua

3.2.2.1 Obtencidén y preparacién de las muestras

Para tener una medida de la exposiciéon ambiental se han tomado muestras de
agua de los distintos lugares. En cada pueblo se tomé una muestra de 45 mL de
agua de consumo humano a la que se le afiadi6 HNOs al 65% para que se
conservara en buen estado. Posteriormente las muestras obtenidas se enviaron al
laboratorio de higiene y salud ambiental de la Universidad de Gottingen,
Alemania, donde fueron analizadas mediante cromatografia liquida de alta
resolucion y espectrometria de fluorescencia atémica (HPLC-AFS), para

determinar los niveles totales de As de cada muestra.

3.2.2.2 Protocolo de la espectroscopia atémica fluorescente HPLC-AFS

Para determinar las concentraciones de arsénico en las distintas muestras de agua
se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién junto con la
espectroscopia de fluorescencia atémica (HPLC). Para este propdsito, se conectd
un sistema HPLC (520 Bio-Tek Kontron, Neufahrn) a un sistema de generacién de
hidruro (FIAS 400) y a un espectrometro de fluorescencia atémica AFS

(Excalibur, PS Analytical, Orpington).

El sistema HPLC se usé con una columna PRP-X100 y 30 mM de tampén sodio
fosfato (pH 6,0) y el pH se ajusté con NHsOH. La generacién de hidruro de
arsénico se llevo a cabo afiadiendo 3 M y 1,5% (w/v) NaBH4 en 1% (w/v) NaOH
con una bomba peristéltica, ambas a un flujo de 1 mL/min. Los As volatiles fueron
liberados mediante un separador gas-liquido y transportados a un detector AFS

mediante un flujo de argén de 300 mL/min.
Los limites de deteccién fueron calculados con la desviacién estdndar de tres

pruebas con solucién estandar de 1 pg/L. Cada especie fue inyectada 10 veces en

un bucle de 100 pL y el valor de la pendiente de la curva de calibracién se dividié
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por el rango mads bajo (0,1-1 ng). Los limites de deteccién para el As® y As®

fueron de 0,25 y 0,75 pg/L, respectivamente.

La validacién de este analisis estd avalada por la participacién del laboratorio del
Instituto Médico de Higiene General y Salud Ambiental de la Universidad de
Gottingen en el programa bianual de calidad y control interlaboratorios
organizado por la Sociedad Alemana de Medicina Ocupacional, para los analisis de

toxicologia ambiental y laboral y por los estindares internos y externos adoptados.

Los datos obtenidos usados para el andlisis posterior de las muestras de agua
fueron los mg de As disueltos en 1 litro de agua (mg As/L). Los resultados fueron
introducidos en la base de datos general del estudio para su analisis, para el que se

ha usado el paquete estadistico SPSS versiéon 11.5.

3.2.3 Muestras de orina

3.2.3.1 Obtencidn y preparacién de las muestras

Las muestras de orina fueron recolectadas junto a las demas muestras, una vez
obtenido el consentimiento del donante para ser utilizadas con fines de estudio.
Las muestras de orina se recogieron en frascos de plastico estériles de 100 mL de
capacidad, luego se agregaron 100 pL de NaNs y los frascos se guardaron

refrigerados a 4°C hasta su posterior analisis.

Las determinaciones de los niveles de arsénico inorganico y de sus metabolitos en
la orina se llevaron a cabo mediante HPLC-AFS en el Instituto Medico de Higiene

General y Salud Ambiental de la Universidad de Gottingen, Alemania.

3.2.3.2 Protocolo

El sistema HPLC se conect6 a un sistema de generacién de hidruros (FIAS 400) y a
un espectrometro de fluorescencia atomica (Excalibur, PS Analitical, Orpington).
El sistema HPLC se usé con una columna PRP-X100 y 30 mM de tampén sodio
fosfato (pH 6,0), ajustandose el pH con NH4OH. La generacién de hidruros de los
arsinos se llevo a cabo afiadiendo 3 M y 1,5% (w/v) NaBH4 en 1,0% (w/v) de
NaOH con una bomba peristaltica y un flujo de 1 mL/min. Los arsinos voldtiles

fueron liberados en un separador gas-liquido y transportados a un detector AFS
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con un flujo de argon de 300 mL/min. La cuantificacién de las especies de As se
llev6 a cabo usando un integrador Shimadzu C-R6A (Shimadzu, Duisburg). Los
limites de deteccion se calcularon como tres veces la desviacién tipica de una
solucién estandar de 1 pg/L, de cada una de las especies, inyectadas 10 veces en un
bucle de 100 pL, dividido por la pendiente de la linea de calibracién para el rango
inferior (0,1-1 ng). Los limites de deteccién para el As, DMA®, MMA®, y As®
fueron de 0,25; 1,2; 0,5 y 0,75 pg/L, respectivamente. Las muestras fueron

analizadas aleatoriamente.

3.2.4 Muestras de ufias

3.2.4.1 Obtencidén y preparacién de las muestras

Las muestras de uflas se obtuvieron mediante corte de las ufias de los donantes. Se
recogieron en eppendorffs y se codificaron adecuadamente para su posterior
andlisis. La concentracion de As en las ufas se determind mediante
espectrometria de absorcion atémica (AAS) en el Instituto Medico de Higiene

General y Salud Ambiental de la Universidad de Gottingen, Alemania.

3.2.4.2 Protocolo

Para la limpieza y digestion de las muestras y su posterior analisis mediante la
técnica de AAS se usaron 60% de dcido nitrico (ultrapuro), 30% de perdxido de
hidrégeno (p.a.), acetona (p.a.) y un modificador de matriz de magnesio, (Merck).
Se utiliz6 agua de elevada pureza (0,055 puS cm-1) obtenida mediante un sistema
de purificacién de tipo HP-4 (TKA-Lab). Los estindares para la calibraciéon de la

AAS se prepararon con una solucion patrén de arsénico (Certipur, Merck).

Las uiias se rasparon para eliminar los restos de suciedad y, en su caso, el esmalte
de ufias fué eliminado con acetona. Luego las muestras se limpiaron mediante el
método de Karagas (Karagas er al, 1996, 2000) por ultrasonicacion en agua de alto
grado de pureza durante 10 minutos. Después, las unas fueron lavadas tres veces
con agua de elevada pureza. Se controld la limpieza de las muestras usando una
lupa, se realiz6 ultrasonicacién extra en caso de impurezas y, en su caso, se
cortaron aquellos trozos que no se habian podido limpiar completamente. Las
uflas fueron secadas en un horno a 65°C durante toda la noche. Luego fueron

pesadas y digeridas en un sistema microondas de digestién (mls 1200 mega,
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Microwave Laboratory Systems). Posteriormente se agregd a la mezcla 1 mL de
acido nitrico ultrapuro al 60% (Merck), 0,5 mL de peréxido de hidrégeno (p.a.,
Merck), y 0,75 mL de agua de alta pureza. El programa de digestion en el sistema
de microondas consisti6 en 6 pasos: 3 min a 250 W, 1 min a 0 W, 4 min a 250 W,
5 min a 500 W, 3 min a 400 W y 4 min a 300 W. Después de enfriarse, la muestra
fue diluida (1:5) con agua de alto nivel de pureza y analizada en un horno de
grafito AAS (SIMAA 6000, Pekin Elmer). El limite de deteccién fue de 1 pg As/L.

3.2.5 Ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica

3.2.5.1 Obtencidén y preparacién de las muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién venosa y se guardaron en
tubos de extraccidn (vacutainers) heparinizados, previamente identificados con el
cbédigo de cada uno de los donantes. Las muestras fueron enviadas
inmediatamente por via aérea a la Universidad de Concepcién, Chile, donde se
realizaron los cultivos y se hicieron las preparaciones, cuya evaluacion se llevo a

cabo en su totalidad en la Universidad Auténoma de Barcelona, Espana.

3.2.5.2 Protocolo

Después de homogeneizar la muestra, se agregaron 0,5 mL de sangre total a 4,5
mL de medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con 15% de suero fetal bovino
inactivado por calor, 1% de antibiéticos (penicilina y estreptomicina) y 1% de L-
glutamina. Los distintos productos quimicos fueron obtenidos de la casa Gibco.
Los linfocitos se estimularon con un 1% de fitohemaglutinina. Como es habitual

en este tipo de estudios, los cultivos se realizaron por duplicado.

Los cultivos se incubaron a 37°C durante 72 h, lo que corresponde a dos ciclos
celulares. Pasadas 44 h, se agregaron 10 pL de citocalasina B (Sigma), a una
concentracion final de 6 pg/mL. Se ha demostrado que esta concentracién permite
detener la citocinesis de forma éptima, resultando mejores valores del indice de
divisiéon celular y una mejor estima de la frecuencia de MN, al evitarse la
sobrevaloraciéon ya que se pueden diferenciar con mayor precisiéon las células

correspondientes a la segunda divisién mitética (Surrallés ez al, 1994).
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Pasadas 72 horas de incubacion, los cultivos se centrifugaron a 101,8 xg durante 8
min Después de aspirar el sobrenadante, las células fueron sometidas a choque
hipoténico mediante una solucién de KCl 0,075 M fria a 4°C, agitando
enérgicamente con el vdrtex; de esta manera se eliminan los hematies

preservando el citoplasma de los leucocitos.

Después de centrifugar nuevamente los tubos en las mismas condiciones y
eliminar el sobrenadante, se procedid a la fijacién de las células con una solucién
de metanol y acido acético fria en proporcién 3:1 (vol/vol), recién preparada,
agregandola suavemente para evitar la formacién de precipitados celulares. Se
centrifugd nuevamente para eliminar el sobrenadante, repitiendo el proceso dos o

mas veces hasta que el botdn celular quede suficientemente limpio.

El botén celular se resuspendié en una pequefia proporcién de la solucion de
fijacién y se goted sobre un portaobjetos limpio. Las preparaciones se dejaron
secar a temperatura ambiente durante una noche, para luego ser tefiidas con una
solucion al 10% de Giemsa (Merck) en tampédn fosfato (pH 6,8) durante 10
minutos. Después de lavadas y secadas al aire, las preparaciones se sellaron con un

cubreobjetos utilizando Entellan.

Una vez tefiidas, las preparaciones fueron examinadas para determinar la
frecuencia de MN. Los portaobjetos de todos los individuos, tanto expuestos como
controles, se codificaron antes de su analisis para evitar al maximo la subjetividad
en el recuento. A modo de ejemplo, en la figura 3.1 se presentan dos imdgenes en
las que se pueden ver con claridad, linfocitos binucleados con MN. Estas imagenes
se han obtenido utilizando los métodos descritos y la foto se ha realizado
conectando una camara fotografica al microscopio, por lo que la imagen que se

presenta es equivalente a las obtenidas durante el conteo.

De cada individuo se analizaron 1.000 células binucleadas con el citoplasma bien
conservado, 500 por cada réplica de cultivo. La observacién de los ntcleos se
realizd en un microscopio 6ptico (Leitz Aristoplan, Alemania) con el objetivo de
1.000 aumentos. En el recuento se agruparon las células, segtin el nimero de MN
que presentaban, para determinar tanto el numero de células binucleadas con

micronucleos (CBMN) como el numero total de MN.
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Figura 3.1:  Imdgenes de linfocitos binucleados con MN

También se procedié a determinar el pardmetro conocido como indice de
proliferacidn celular con bloqueo de la citocinesis (CBPI), para detectar efectos de
citotoxicidad. E1 CBPI (cytokinesis block proliferation index) se calculé mediante

la siguiente formula:
CBPI=[M1 +2 M2 + 3 (M3 + M4)] /N

donde M1 a M4 representan el numero de células con uno a cuatro ntcleos,
respectivamente, y N es el numero total de células contadas. Las células con tres y
cuatro nucleos se han considerado equivalentes y correspondientes a la tercera

division mitética (Surrallés er al, 1995a).

3.2.6 Ensayo de MN en células de mucosa bucal

3.2.6.1 Obtencidén y preparacién de las muestras

Antes de obtener las muestras, cada donante se enjuagd la boca con agua corriente
para eliminar posibles restos de alimentos. Las células de descamacién de la
mucosa bucal se obtuvieron raspando el interior de las mejillas con un cepillo
dental suave, evitando tocar la lengua y los dientes. Estas muestras fueron
inmediatamente disueltas en 20 mL de solucién tampdén PBS (solucién salina
fosfatada), apretando el cepillo contra la pared del tubo para obtener el mayor
numero posible de células. Luego fueron almacenadas a temperatura ambiente

hasta su posterior andlisis en los laboratorios del grupo de Mutagénesis de la
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Unidad de Genética de la Universidad Auténoma de Barcelona, en donde se
procedié a su andlisis y evaluacion. El protocolo aplicado se detalla a

continuacion.

3.2.6.2 Protocolo

Las muestras de mucosa bucal se centrifugaron durante 10 minutos a 473,9 xg, se
aspird el sobrenadante y se afiadieron 15 mL de PBS. Se volvieron a realizar 2
lavados mas. Luego se afiadieron 15 mL de tampén (0,1M EDTA, 0,01M tris-HCI,
0,02 M NaCl, pH = 7) y se centrifugd durante 15 minutos a 473,9 xg, repitiendo
este ultimo paso hasta tres lavados. Acabado el tercer lavado, se aspird el
sobrenadante dejando una cantidad suficiente de tampoén para tener una
concentracion suficiente de células. Los lavados con el tampén ayudan a inactivar
las DNAsas enddgenas presentes en la cavidad oral y eliminan las bacterias y
restos celulares que pueden interferir en el recuento (Titenko-Holland er al,
1994). Para gotear las preparacidnes, se pusieron 4 portaobjetos por muestra a

calentar en una placa calefactora a 55°C durante 15 min.

Para comprobar que la concentracién celular era la adecuada, se realizaron goteos
de prueba para cada donante, con gotas de 50 pL de muestra, y se determiné la
concentraciéon celular mediante observacién al microscopio Optico. Los
portaobjetos de prueba se dejaron secar durante 15 min en la placa calefactora,
después de ser goteados se introdujeron en metanol al 80% durante 5 min a 0°C,
se dejaron secar a temperatura ambiente y luego se observaron al microscopio de
contraste de fases. Cuando la densidad celular era insuficiente, la muestra se
concentrd mediante centrifugaciéon, y cuando la muestra estaba muy concentrada,
se diluyd con tampdn y se repitié el procedimiento hasta obtener la concentracion
deseada. Una vez conseguida la concentracién adecuada, se prepararon tres
portaobjetos por muestra, con un total de 3 gotas de 50 mL cada uno (9 gotas por

muestra).

Para secar las muestras, los portaobjetos se gotearon sobre la placa a 55°C y se
dejaron durante 15 minutos, luego se dejaron a temperatura ambiente durante 1
hora. Para su fijacién, las muestras se introdujeron en metanol a una temperatura
de 0°C durante 15 min, transcurrido ese tiempo, las preparaciones se sacaron del
metanol y se dejaron secar durante toda la noche a temperatura ambiente. Una

vez que estaban bien secas, se guardaron a -20°C hasta su evaluacion.
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La evaluacion de las muestras de mucosa bucal se realizé mediante observacion
microscépica de los portaobjetos previamente codificados, para realizar el estudio
“a ciegas”. Las muestras fueron tefiidas con DAPI (4’6-diamidina-2-fenilindol),
una solucién especifica que detecta DNA. De cada muestra se evaluaron 2000
células mononucleadas, en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX50,
Japon) con aumento x 1000. Cada muestra fue examinada por dos personas (1000
células cada una) para disminuir el sesgo en la evaluacién debido a la percepcién
individual. Los criterios seguidos para la evaluacién de los MN fueron los
propuestos por Titenko-Holland (1998). Los resultados fueron introducidos en
una base de datos para su posterior andlisis estadistico. En la figura 3.2 se
presentan dos fotos en las que se pueden ver con claridad dos de células de la

mucosa bucal con MN obtenidas mediante los métodos descritos.

Figura 3.2:  Imadgenes de células bucales con y sin MN

3.2.7 Andlisis de las glutation S-transferasas

3.2.7.1 Obtencidn y preparacién de las muestras

Para el analisis de los genotipos de las GSTs se obtuvieron muestras de sangre de
cada uno de los individuos que participaron en el estudio. Las muestras fueron
recogidas por una enfermera mediante puncién venosa y se guardaron en tubos de
extraccion (vacutainers) con EDTA, previamente identificados con el cédigo de
cada uno de los donantes. Las muestras fueron enviadas por via aérea a la

Universidad Auténoma de Barcelona, donde se extrajo el DNA y se realizé el
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andlisis. La identificaciéon de los genotipos GSTMI, GSTT1 y GSTPI se hizo
simultdneamente mediante una PCR multiple, siguiendo el protocolo seguido por

Hernandez y colaboradores (2003).

3.2.7.2 Protocolo

Para realizar el analisis de los polimorfismos, lo primero fue extraer el DNA de

cada una de las muestras de sangre, mediante el siguiente protocolo:
Extraccién de DNA a partir de muestras de sangre

Para lavar la muestra: se pusieron 4 mL de sangre y 6 mL de suero fisiolégico en
tubos de 10 ml, se centrifugé 8 min a 994,3 xg a 4°C. Se aspird el sobrenadante y
enrasé hasta 10 mL con tampén de lisis de eritrocitos (TLE) que se prepara con 5
mL deTris 2M pH 7,5 (Roche Diagnostics), 2,5 mM de MgCl2-6H20O 1M (Panreac
Quimica SA) y enrrasando hasta 500 mL con agua miliQ. Se agitd suavemente y se
dej6 en hielo durante 5 min, luego se centrifugdé 15 min a 1431,8 xg y a 4°C. Se
aspiro el sobrenadante, se enrasé hasta 10 mL con TLE, se agité suavemente hasta
disolver el botdén y luego se centrifugd 15 min a 1431,8 xg y a 4°C, esto se repitid 3
0 4 veces (hasta que el sobrenadante qued6 transparente). Finalmente se aspiré el

sobrenadante.

Digestién de las proteinas: dependiendo del tamafio del botén se agregd lo
siguiente: botén pequefio: 3 mL de tampoén de lisis de linfocitos (TLL), 200 uL de
SDS 10% y 500 pL de proteinasa K (PK) (Roche). Botén grande: 6 mL de TLL, 400
uL de SDS 10% y 1.000 pL de PK. Luego, se agit6 con el vortex hasta obtener una
solucion de aspecto homogéneo y se dejo en la estufa a 37°C toda la noche (max.
18 h). La solucién de TLL se prepardé con 40 mL de NaCl 5M (Panreac Quimica
SA), 4 mL de EDTA 0,25 M a pH 8,0 (USB Corporation), 2,5 mL de Tris 2M a pH
7,5 (Roche Diagnistics) y se enrrasé hasta 500 mL con agua miliQ. La solucién de
PK se prepar6 con 100 mg de proteinasa K (Roche Diagnostics), 5 mL de SDS
10%, 400 pL de EDTA 0,25 M a pH 8,0 (USB Corporation) y se enrras6 hasta 50

mL con agua miliQ.
Extraccién del DNA: se agregd 1 mL de solucién saturada de NaCl 5M (Cymit

Quimica), se agité en el vortex 15 - 20 s, hasta obtener una emulsién, se

centrifugd 15 min a 1948,7 xg a 4°C. Luego se decant6 el sobrenadante a otro tubo
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de 10 mL y se volvié a centrifugar durante 15 min a 1948,7 xg a 4°C, para eliminar
definitivamente el exceso de sales. El sobrenadante se repartié en dos tubos de
polipropileno (que resisten el cloroformo) de 10 mL, se agregd v/v de cloroformo
(Carlo Erba Reagenti) (aprox 4 mL) a cada una de las muestras y para separar las
proteinas del DNA, se agité manualmente y con suavidad durante 15 a 20 s;
después se centrifugd 15 min a 1948,7 xg a 4°C. Se traspaso la fase superior a un
tubo de 30 mL con una pipeta Pasteur. Se agregd etanol absoluto en proporcién
2v/v (8 mL aprox), tomando el tubo con los dedos desde ambos extremos se subid
y bajé uno y otro extremo respectivamente agitando con suavidad, hasta que
aparecid la “medusa” de DNA, que se dejé 1/2 h (o toda la noche si no se veia
“medusa”) a -20°C para obtener una mejor precipitacion del DNA. Se cerré una
pipeta Pasteur con fuego, se pescé el DNA con la punta cerrada de la pipeta, se
sumergid el DNA en etanol 70% y luego en etanol 100%, se dej6 secar el DNA un
momento en la punta de la pipeta (hasta que se puso un poco transparente).
Finalmente se pusieron 50 pL de TE (Tris 10mM-EDTS 0,2 mM) en un ependorf,
se sumergio la punta de la pipeta en el TE y se movid un poco hasta que el DNA se
desprendié y se dejo 2 h a 37°C. Luego, las muestras fueron guardadas a 4°C hasta
su utilizacion en la PCR. La solucion de TE se prepar6 con 250 pL de Tris 2M a
pH 7,5 (Roche Diagnostics), 40 uL. de EDTA 0,25 M a pH 8,0 (USB Corporation) y

se enrraso hasta 50 mL con agua miliQ.

PCR multiple: se amplific6 1uL. de DNA en un volumen de reaccién de 25 pL que
contenia 0,2 mM de cada dNTP (GeneCraft), 1,5 mM de MgCl: (Promega), 1x
tampé6n de PCR (KCL 10 mM + Tris-HCL 20 mM con pH 8,8 a 25°C + (NH4)2SOs
10 mM +Tritén X-100 0,1%) (Promega), 1 U Taq polimerasa (Promega), 0,5 uM de
los cebadores que amplifican las regiones de los genes GSTMI1y GSTT1, y 0,56
MM de los cebadores que cubren el GSTPI. También se utilizé un cebador reverso
adicional que junto con el cebador directo de GS7M/1, amplifica una regién de 175
pb usada como control de amplificacién. En la tabla 3.1 se indica la secuencia de
los cebadores utilizados y la longitud de los productos amplificados en pares de
bases (pb), ademas del tamafio de los fragmentos antes y después de ser digeridos
por la enzima BsmAl. Las secuencias de los cebadores se han obtenido de
Kristensen et al (1998), excepto GS771 que se ha obtenido de Krajinovic et al
(1999). Todos los cebadores han sido sintetizados por Tib Molbiol Syntheselabor y
distribuidos por Roche Diagnostics S.L.
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Tabla 3.1: Cebadores utilizados en la PCR multiple para la deteccion de los
genotipos GST estudiados.

Gen Cebador Secuencia Antes Después
(pb) (pb)

GSTM1 Directo 5 CTGCCCTACTTGATTGATG 3

GSTM1 Reverso 5 CTGGATTGTAGCAGATCATGC 3 275 195 +80

GSTmu? Reverso 5 GACTCACTCTGAGCATAGCAC?Z 175 175

GSTTI Directo 5 GCCCTGGCTAGTTGCTGAAG 3’

GSTT1 Reverso 5 GTATCTGATTTGGGGACCACA 3 112 112

GSTPI1 Directo 5 TCCTTCCACGCACATCCTCT 3

GSTPI Reverso 5 AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC 3’ 294 ;gj 52()) )

Antes: producto de amplificacién antes de la digestion por la enzima BsmA1l.
Después: producto de amplificacidn antes de la digestién por la enzima BsmAl.

Las condiciones de la PCR consisten en un paso de desnaturalizacién a 94°C, 30 s
de hibridacién a 51°C y una extensién de 45 s a 72°C. Un paso de extensién final
durante 5 min a 72°C termina el proceso de amplificacién (tabla 3.2). Todo el
andlisis se llevé a cabo en un termociclador Programmable Termal Controller
PTC-100™ (M] Research, Inc.)

Tabla 3.2: Ciclos de amplificacién de la PCR multiple para las GST's

Ciclos Temp. Tiempo
Desnaturalizacién inicial 94 °C 2 min
Desnaturalizacion 94 °C 30 s
Hibridacién x 32 51 °C 30 s
Extensién 72 °C 45 s
Extension final 72 °C 5 min
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El producto de la PCR fue después digerido a 55°C durante toda la noche con la
enzima de restriccion BsmAl (New England Biolabs). Las condiciones de
digestién se estipularon usando como referencia las indicaciones de la casa
comercial: en un volumen total de 70 pL, se incubaron 5 U de la enzima con 1x
tampdn de digestién (New England Biolabs) y 16 uL del producto de la PCR

anterior.

Para diferenciar las muestras homocigotas de las heterocigotas se ha utilizado la
enzima BsmAl que tiene una diana de restriccién en el fragmento amplificado del
gen GSTPI y lleva a la sustitucién (A113G), de forma que se genera un corte en
las bandas de aquellas muestras en que esté presente el alelo con la sustitucién; de
este modo se pueden diferenciar los homocigotos salvajes (por la presencia de una
sola banda), de los heterocigotos (por la presencia de las dos bandas, cortada y sin
contar) y de los homocigotos para el cambio de base (por la presencia de una sola
banda cortada). Ademads, la enzima siempre cortara el fragmento amplificado del
gen GSTMI, de forma que indica que el proceso de digestién ha ocurrido
satisfactoriamente. En cuanto a los genotipos GSTMI1y GSTT1, los individuos se
clasificaron por la presencia o ausencia de las bandas especificas para esos dos
genes. La ausencia de amplificacién determina los genotipos nulos (delecién
homocigota del gen), mientras que la presencia de las bandas corresponde a los

sujetos con al menos una copia del gen.

La deteccién de todos los fragmentos amplificados y digeridos se realiz6 a partir
de 12 pyL de producto de digestién en 3 uL de tampén de carga (10% de TAE 50x,
30% de glicerol —Sigma Alddrich Chemie Gmbh, Steinheim,— y 60% de agua
miliQ, todo tefiido con azul de bromofenol —Sigma, MO, EEUU-) cargados en un
gel al 3,5% de agarosa Metaphor (Bio Whittaker Molecular Applications,
Rockland) y tefiido posteriormente con una solucién 0,5 pg/mL de bromuro de
etidio (Pharmacia Biotech AB) durante 15 a 20 min. La electroforesis se llev6 a
cabo a 120 voltios durante aproximadamente 2 h, y el tamafio de las bandas se
determiné por comparacién con un marcador de peso molecular de 100 pb
(Biotools). En la figura 3.3 se presenta la foto de un gel de electroforesis, tras la
digestion para la determinacién de los genotipos GSTMI, GSTT1 y GSTPI. En
este gel se han corrido muestras seleccionadas de los diferentes genotipos para ser

utilizado como ejemplo.
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» Control: 175 bp SIEMPRE

* GSTM1: 195 bp + 80 bp
(control digestion)

* GSTT1: 112 bp

* GSTP1: 294 bp alelo 113A (ile)
234 bp alelo 113G (val)

| 294 bp

| —234bp

L 195 bp
175 bp

L 112 bp
—— 80 bp

BB aon

Ejemplos de los diferentes genotipos GST que podemos encontrarnos: 1. control negativo; 2.
GSTP1 ilelile, GSTM1+, GSTT1+; 3. GSTP1 ile/val, GSTM1-, GSTT1-, 4. GSTP1 vallval,
GSTM1+, GSTT1+; 5. GSTP1 ile/val, GSTM1-, GSTT1+; 6. GSTP1ile/val, GSTM1+, GSTT1-; 7.
GSTP1 valival, GSTM1-, GSTT1+; 8. marcador 100 bp.

Figura 3.3: Gel de electroforesis para la determinacién de los genotipos
GSTM1, GSTT1y GSTPI

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para llevar a cabo el andlisis estadistico de los datos obtenidos en el estudio,
primero se confeccioné una completa base de datos incluyendo tanto los datos
obtenidos a través de la encuesta, como los resultados de los andlisis de las
muestras realizados en el laboratorio. La base de datos se confecciond utilizando el
paquete estadistico SPSS versién 11.5 (SPSS, Chicago, EEUU).

Aparte del analisis de los grupos expuesto y control, y debido a que dentro del
grupo expuesto hay dos etnias claramente definidas, los individuos expuestos se
han analizado por separado entre expuestos atacameflos y expuestos no
atacamefos. Para realizar un andlisis mds detallado, cada grupo de exposicién y
etnia se ha dividido por sexos y se han analizado hombres y mujeres por separado

para ver posibles diferencias entre ellos. La poblacién muestreada se ha analizado
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también segun su lugar de residencia. La poblacién control proviene de la ciudad

de Concepcién y se ha analizado siempre como un solo grupo.

Para determinar la significacidn estadistica de los resultados, en el caso de que la
variable tuviera una distribucién normal de los datos se ha aplicado la ¢ de
Student y, en el caso que los datos no presentaran una distribucién normal, se ha
empleado la prueba de Mann-Whitney. En ambos casos el nivel de confianza

escogido ha sido de un 95%.

Para determinar la normalidad de los datos, se aplico la prueba no paramétrica de
Kolmogorov-Simirnov (de una muestra) a la variable dependiente estudiada en
cada uno de los grupos. En los casos en que los datos no presentaban una
distribucién normal, se trataron de transformar para conseguir la normalidad. Las
variables concentracion de As en ufias, MN en linfocitos y en mucosa bucal, se

transformaron mediante la raiz cuadrada.

Para determinar los posibles factores de confusién en los analisis efectuados, las
distintas variables se han introducido en modelos estadisticos capaces de
determinar cudl es su efecto sobre la variable dependiente objeto de estudio. La

seleccién de los factores de confusion se ha realizado mediante backward manual.

En los analisis de varianza univariante, se usé6 la suma de cuadrados tipo III, para
que los factores incluidos en el mismo se considerasen de forma independiente
para su analisis. Los factores de confusién que se han considerado en estos

modelos se han introducido como covariables.

Los micronucleos en linfocitos y la concentracién de As en ufas se han analizado
mediante un andlisis de varianza univariante, mientras que el CBPI se ha
analizado mediante una regresion lineal multiple. Los MN en mucosa bucal se han
estudiado mediante los dos modelos y en ninguno de los casos se han detectado
factores de confusion, por lo que no se presenta el modelo estadistico para esta

variable.

La etnia poblacional presenta una alta correlacién con la exposicién (R=0,560),
por lo que para analizar ambas caracteristicas en el modelo estadistico, se ha
creado una variable denominada “expoetnia” en la cual se encuentran los
siguientes grupos; control (C), expuesto atacameiio (EA) y expuesto no atacamefio

(ENA). De este modo se pueden analizar ambos factores de manera conjunta.

84



Para analizar los resultados de los genotipos de las poblaciones, estos se han
introducido como variables de confusién en los modelos estadisticos para el
andlisis del dafio genético, pero no se han obtenido resultados estadisticamente
significativos. Se ha hecho una distribucién de frecuencias del polimorfismo en
los diferentes locus. También se ha realizado un analisis de regresién logistica
binaria, en la que se obtuvieron los valores de odds ratio (OR) para cada grupo de
estudio, se ha trabajado con el 95% de confianza. Para el andlisis de los diferentes
genotipos ademads de analizar cada genotipo por separado se realizé el andlisis de
todas las combinaciones que incluyeran algin genotipo mutado (tabla 3.3). Estos
grupos se han realizado basindose en la presencia de los distintos genotipos de
riesgo, estos son la ausencia de M7y 77y en el caso de GS7PI la presencia del
polimorfismo mutante val/val o ile/val. En los tres ultimos casos, se presenta la
ausencia de los genotipos M7 y/o 71 con al menos una copia del gen mutado en
Pl

El andlisis de la frecuencia de polimorfismos de GS7 en los locus M1, 71y PI
mediante odds ratio, se ha realizado en una poblacién total de 215 personas, se
han comparado segun grupos de exposicién, etnia y en relaciéon con el nimero de
MN, tanto en linfocitos como en mucosa bucal. Primero se analizé la frecuencia
genotipica para los grupos de exposicion. Para ello, los grupos expuesto y control
se estudiaron en grupos de 104 y 111 individuos respectivamente. La poblacién
también se ha analizé segln su etnia, asi, se agruparon todos los individuos de
etnia atacamefia (50 personas) y se compararon con los no atacamerfios

independientemente de su exposicién (167 personas).

Para determinar si habia alguna relaciéon clara entre los niveles de dafio
citogenético y el genotipo de la poblacién, esta se ordend segun su frecuencia de
dafio, en ambos tipos celulares. Para ello se analizaron los genotipos comparando
los grupos de los extremos (bajo el percentil 25 y sobre el percentil 75) y los
grupos bajo y sobre la media. Sin embargo, se ha decidido presentar los resultados
correspondientes a la comparacion de los grupos de los extremos, por presentar

datos mas significativos.
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Tabla 3.3:

Genotipos GST estudiados

Cédigo Genotipo GST estudiado

M1 GSTM]1 presente

Mr GSTM]I ausente

Tr GSTTI presente

Tr GSTTT ausente

ile/ile homocigosis del gen salvaje en GSTPI

ile/val heterocigosis en GSTPI

val/val homocigosis del gen mutado en GSTP!

M-, T- GSTM1 ausente y GSTT1 ausente

M, ile/ile GSTM1 ausente y homocigosis del gen salvaje GSTPI

M, ile/val ~ GSTM]I ausente y heterocigosis en el gen GSTP!

M,val/val ~ GSTM]I ausente y homocigosis en el gen mutado en GS7PI

T,ile/ile GSTTI ausente y homocigosis del gen salvaje GSTPI

T, ile/val GSTT1I ausente y heterocigosis en el gen GSTPI

T,val/val GSTT1I ausente y homocigosis en el gen mutado en GS7P/
MT,ile/ile  GSTM1I ausente, GSTT1 ausente y homocigosis del gen salvaje GSTP!
MT,ile/val ~ GSTM1I ausente, GSTT1 ausente y heterocigosis en el gen GSTPI
MT,val/val GSTM]I ausente GST7T1 ausente y homocigosis en el gen mutado en GS7P/
M,val GSTM]1 ausente y al menos una copia del gen mutado en GS7PI
T,val GSTTI ausente y al menos una copia del gen mutado en GS7P!
MT,val GSTM]I ausente, GSTT1 ausente y al menos una copia del gen mutado en

GSTPI
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4 RESULTADOQOS

4.1 DESCRIPCION DE I.A POBLACION ESTUDIADA

Los datos poblacionales que aqui se presentan han sido obtenidos a partir del
analisis de las encuestas efectuadas a cada una de las personas incluidas en el
estudio. El modelo de cuestionario utilizado se adjunta en el anexo 1. En esta
seccidn se presentan las caracteristicas poblacionales mas importantes y que se
han considerado como posibles factores de confusion en el analisis de las variables
en estudio. Las tablas se estructuran considerando la poblacién expuesta (E) y la
poblacién control (C). Debido a que en la poblacién expuesta se distinguen
claramente dos grupos étnicos, el grupo expuesto de 106 personas se divide en dos
subgrupos, uno compuesto por 50 atacamefios (EA) y el otro por 56 no
atacametfios (ENA). El grupo control se ha evaluado siempre como un solo grupo
de 111 personas. También se han analizado las poblaciones de hombres y mujeres

por separado. En la tabla 4.1 se presentan los distintos grupos de andlisis.

Después de hacer un analisis de las distintas variables, se ha considerado que los
posibles factores de confusion a tener en cuenta en este estudio son los siguientes:
la edad, el sexo, el consumo de té, de café y de pescado. Dado que la incidencia de
cancer entre familiares podria ser un indicador de una cierta sensibilidad frente a
la exposicién a agentes genotdxicos, la variable “cancer entre familiares” indica los
casos de parientes directos que hayan sufrido la enfermedad. También se han
incluido en el estudio el hdbito de fumar, y el consumo de alcohol, aunque no se
ha revelado como un factor de confusién al realizar el analisis correspondiente.
Las variables indicadas se presentan en las tablas 4.2 a 4.5, en las que se describe la
poblacién para los diferentes grupos analizados, comparando grupos de

exposicion, etnia, sexo y lugar de residencia.

4.1.1 Descripcién poblacional

En la tabla 4.2 se presenta la descripcién de la poblacién correspondiente a los
grupos expuesto y control. La poblacién expuesta se compone de dos grupos
étnicos, los atacamerios y los no atacamefios. Para que la consulta de los datos sea

mads informativa, en las tablas 4.3 y 4.4 se presenta la informacién de la
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descripcién poblacional relativa a hombres y mujeres, respectivamente, tomando
en consideracién la exposicién y la etnia de cada uno de los grupos. La tabla 4.5
muestra la descriptiva poblacional segun el lugar de residencia. En todas las tablas,
los valores de las medias se presentan junto con el error tipico y los valores de N
(tamafio de la muestra) se presentan junto al porcentaje respecto de la poblaciéon
total analizada. Para determinar la significacién estadistica de los datos para las
variables edad, sexo, tamafio de la poblacién, consumo de pescado y cancer entre
familiares se ha usado la prueba ¢z de Student; para las variables consumo de tabaco
y cigarrillos, consumo de alcohol, de té y de café se ha usado la prueba de Mann-
Whitney.

Tabla 4.1: Grupos de analisis

Abreviatura  Grupos de analisis

C control
E expuesto
EA expuesto atacamefio
ENA expuesto no atacamefio
HC hombres control
MC mujeres control
HE hombres expuestos
ME mujeres expuestas
HA hombres atacamefios
MA mujeres atacamenas
HNA hombres expuestos no atacamerios
MNA mujeres expuestas no atacameiias
SP San Pedro de Atacama
T Toconao
Peine
S Socaire
Ca Calama
C Concepcioén (control)
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Tabla 4.2:

Descripcién poblacional

Poblacién: C E EA ENA
Ne de personas: 111 (100%) 106 (100%) 50 (47%) 56 (53%)
Edad:
afios 37,68 +1,08 39,5+1,31 40,2 + 2,22 38,87 £ 1,51
Sexo:
hombres 42 (37,8%) 24 (22,6%)¢ 8 (16%)"c 16 (28,6%)
mujeres 69 (62,2%) 82 (77,4%) 42 (84%) 40 (71,4%)
Consumo de alcohol:
g por semana 2986 +4,12 17,1 +45 "¢ 25,8+ 8,9 9,18 +2,6 ¢
Consumo de té y café (tazas por dia):
té 1,47 + 0,12 1,63 +0,12 1,54+0,13 1,71 +£0,2
café 2,05+0,18 0,73+0,14™¢ 0,32+0,08"¢ 1,11 +0,24 "EA"
Habito de fumar:
no fumador 64 (57,7%) 78 (74,3%) 43 (86%) 35 (63,6%)
ex fumador 11 (9,9%) 7 (6,7%) 3 (6%) 4 (7,3%)
fumador 36 (32,4%) 20 (19%) ¢ 4 (8%) "¢ 16 (29,1%) “EA
no disponibles 0 1 0 1
Consumo de cigarrillos por dia:
toda la poblacién 2,46 + 0,45 1,83+0,417¢ 092+0,48™¢ 2,65+0,64 A
s6lo fumadores 481+0,5 7,65+1,3 875+3,9 7,38 + 1,37
Consumo de pescado:
ingesta semanal 1,01 + 0,07 0,55+0,07¢ 0,08+0,04 ¢ 0,96+0,04 A
Céncer entre familiares (% de casos):
no 62 (55,9%) 77 (73,3%) 41 (82%) 36 (65,5%)
si 49 (44,1%) 28 (26,7%) "¢ 9 (18%) "¢ 19 (34,5%)
no disponibles 0 1 0 1

Los valores de N se presentan junto al % en relaciéon con el total de casos. Las medias se
acompaiian del error tipico. *p<0,05; *p<0,01; **p<0,001
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Tamario de la poblacién: tanto el grupo de expuestos como el control presentan
un tamafo similar, un poco superior a los 100 individuos (106 y 111,
respectivamente). En el caso de la divisién por etnias del grupo expuesto,
podemos ver que las poblaciones de atacamefios y no atacamefios también son
similares entre si en numero, presentando un tamafio de 50 y 56 personas cada
uno. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas al comparar
el tamafio poblacional de los grupos expuesto y control, asi como el de los

expuestos atacamefios con el de los expuestos no atacamefos.

Edad: en cuanto a la edad promedio de la poblacién, esta también es bastante
parecida entre los grupos analizados. La poblacién control presenta una media de
37,68 anos, la poblacion expuesta de 39,5 afios. El grupo de expuestos atacamefios
de 40,2 afios, y la poblacién de expuestos no atacamefios de 38,87 afos. La
poblacién presenta un rango de edad comprendido entre 17 y 78 afios y no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados en funcién

de la variable edad.

Sexo: en todos los grupos hay mas mujeres que hombres. En la poblacién control
hay un 62,2% de mujeres y un 37,8% de hombres, mientras que en el grupo
expuesto un 77,4% son mujeres y un 22,6% hombres. Al separar la poblacién
expuesta por etnias resulta que la poblacién atacamefia esta compuesta por un
84% son mujeres y un 16% son hombres y de los expuestos no atacamefios un
71,4% de mujeres y un 28,6% de hombres. Se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas al comparar el grupo control con el expuesto
(p=0,015) y con el de los atacamenos (p=0,003).

Consumo de alcohol: el consumo de alcohol se ha estimado a partir de las
respuestas de la encuesta y, utilizando una tabla de conversidn, se ha calculado el
consumo individual en gramos de alcohol por semana. Podemos observar que los
individuos del grupo control son los que consumen mads alcohol, presentando una
media de 29,86 g de alcohol por semana, en comparacién con los expuestos que
consumen una media de 17,1 g. Entre los expuestos, los atacamefios consumen
mucho mas (25,8 g por semana) que los no atacameifios (9,18 g de alcohol a la
semana). Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas al
comparar la poblacién control con la poblaciéon expuesta (p=0,000) y con los

expuestos no atacameiios (p=0,000).
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Consumo de té: en cuanto al consumo de té existen pocas diferencias entre los
individuos de los distintos grupos, que beben aproximadamente 1,5 tazas por dia.
Los grupos de andlisis presentan los siguientes valores promedio de consumo
diario de tazas de té: el grupo control presenta una media de 1,47; el grupo
expuesto de 1,63; el grupo de atacamefios presenta una media de 1,54 y el grupo
expuesto no atacamefio de 1,71. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre ninguno de los grupos analizados.

Consumo de café: los individuos del grupo control consumen una media de 2,05
tazas diarias y los expuestos presentan una media de 0,73. Entre los expuestos, los
atacamefios consumen 0,32 tazas, mientras que el consumo de los no atacamefios
es de 1,11 tazas diarias. Asi, se ha determinado que los controles consumen mas
café que los expuestos (p=0,000), que los atacameiios (p=0,000), y que los
expuestos no atacamefios (p=0,000). Asimismo, los expuestos no atacameios
consumen mas café que los atacamefios (p=0,0053).

Habito de fumar: para analizar esta variable, la poblacién se ha dividido en tres
categorias: fumadores, ex fumadores y no fumadores. En todos los grupos
poblacionales, el grupo de fumadores es el menos representado. En el grupo
control, un 32,4% de los individuos fuman y en el grupo expuesto fuma un 19%.
El grupo de atacamefios presenta s6lo un 8% de fumadores, mientras que en el
grupo de expuestos no atacamefios fuma un 29,1%. Asi pues, en la poblacién
estudiada los controles fuman mads que los expuestos (p=0,010) y mas que los
atacamenios (p=0,000). Ademas, los expuestos no atacamefios fuman mas que los
atacamenios (p=0,007). Hay que sefialar que la diferencia en el hdbito de fumar de
los individuos atacameflos en comparaciéon con los no atacamefios (controles y
habitantes de Calama) puede deberse, en parte, a que las personas residentes en
los pueblos del altiplano tienen dificultades en adquirir tabaco, por lo que no han

adquirido el habito de su consumo.

Consumo diario de cigarrillos: al analizar los cigarrillos que consumen
diariamente los distintos grupos vemos que la media es muy baja. Los individuos
de la poblacién control fuman un promedio de 2,46 cigarrillos diarios y los
expuestos fuman en promedio 1,83 cigarrillos al dia. Al dividir la poblacién
expuesta por etnias tenemos que los atacamefios son los que menos fuman (0,92
cigarrillos diarios) y los expuestos no atacamefios fuman un promedio de 2,65

cigarrillos por dia. Se ha encontrado que los controles fuman mds que los
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expuestos (p=0,012); y que los expuestos no atacamefios fuman mas que los

atacametios (p=0,006).

Consumo diario de cigarrillos en el grupo de fumadores: es interesante considerar
cuantos cigarrillos fuman diariamente los fumadores de cada uno de los grupos
analizados, prescindiendo de los ex fumadores y de los no fumadores. Al analizar
por separado a los fumadores vemos que el grupo control presenta la media mas
baja (4,81 cigarrillos diarios), los expuestos presentan una media de 7,65, los
atacamerfios presentan la media mads alta (8,75), y los expuestos no atacamefios
presentan una media de 7,38. Sin embargo, las diferencias entre grupo no
alcanzan en ningun caso la significacién estadistica. Hay que considerar que el
porcentaje de fumadores en los distintos grupos es muy diferente. Los atacamefios
fumadores, si bien tienen la media mas alta de consumo de cigarrillos, sélo
representan el 8% de la poblacién atacamenia estudiada. En el caso de la poblacién
control, aunque presente una media mas baja de consumo de cigarrillos, el

porcentaje de fumadores es del 32,4%.

Consumo de pescado: el consumo de pescado se ha evaluado segtn las veces que
se come por semana. La poblaciéon control consume el doble que la poblacién
expuesta, si bien ambas poblaciones consumen poco pescado (1,01 y 0,55 veces
por semana, respectivamente). Al analizar la poblacién expuesta separada por
etnias, vemos que los atacamefos tienen un consumo de pescado casi nulo (0,08
veces por semana) y los expuestos no atacameiios comen pescado 0,96 veces por
semana. Como resumen, en esta poblacién los controles consumen mads pescado
que los expuestos (p=0,000) y que los atacamefios (p=0,000); mientras que los

expuestos no atacameinios consumen mas pescado que los atacameiios (p=0,000).

Al considerar esta variable hay que destacar que la poblaciéon expuesta se
encuentra en el desierto de Atacama y, en particular, que los atacamefios habitan
en pequeiios pueblos del altiplano, lejos del mar y de abundantes cursos de agua.
La poblacién de expuestos no atacamefios ubicada en la cuidad de Calama, tiene
mayor acceso al pescado procedente de las ciudades costeras. La poblacién
control, ubicada en la ciudad de Concepcidn, esta cerca de la costa, por lo que
consume mas pescado que la expuesta. A pesar de ello, el consumo de pescado es

bajo en todas las poblaciones analizadas.
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Céncer entre familiares: en cuanto a la incidencia de cdncer entre los familiares
mads proximos, tenemos que el grupo control presenta la mayor frecuencia de
casos, con un 44,1% de individuos con algin pariente directo que ha sufrido la
enfermedad, mientras que, en la poblacién expuesta, este porcentaje es del 26,7%.
El grupo con menos casos de cdncer entre familiares corresponde al grupo
atacameqio, en el que so6lo el 18% presenta casos y, entre los expuestos no
atacamerios, un 34,5% presenta casos de cancer en la familia. En esta poblacién,
por tanto, los controles presentan mas casos que los expuestos (p=0,007) y que los
atacamefios (p=0,001). Al comparar los grupos de atacamefios y los expuestos no

atacamerios, el valor de pesta en el limite de la significacién estadistica (p=0,057).

4.1.2 Descripcién poblacional del grupo de hombres

Tamafio de la poblacién: en cuanto al grupo de hombres, tenemos el grupo
control con 42 individuos y el grupo de expuestos con 24. El grupo mds pequefio
es el de los hombres atacamerios, que cuenta s6lo con 8 individuos, representando
un 33,3% de la poblacién de hombres expuestos. El grupo de hombres expuestos
no atacamefios cuenta con 16 hombres, lo que representa el 66,7% de la poblacién

de hombres expuestos.

Edad: el grupo de hombres control presenta una media de edad ligeramente
inferior a la del grupo de hombres expuestos, aunque esta diferencia no es
significativa (39,74 y 42,13 afios, respectivamente). El grupo con una mayor media
de edad es el de los hombres atacamefios, que presenta un valor de 49,5 afios,
mientras que los hombres no atacamefos presentan una edad promedio de 38,44
afnos. Se constata que el grupo de hombres atacamefios es de mayor edad que el de
los hombres control (p=0,050). Merece especial atencién el pequeio tamafio del

grupo de hombres atacamenos (8 individuos).

Consumo de alcohol: los hombres del grupo control beben 35,17 g de alcohol por
semana y los hombres expuestos 41,7 g. Cuando analizamos los individuos del
grupo de hombres expuestos separados por etnias, se observa que los hombres
atacameifios beben mads que los otros grupos de hombres, presentando una media
de 89,75 g de alcohol a la semana, mientras que los hombres expuestos no
atacamefios tienen un consumo medio de 16,07 g por semana. No existen
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al consumo de alcohol entre

los distintos grupos de hombres.
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Tabla 4.3:

Descripcion poblacional del grupo de hombres

Poblacién: HC HE HA HNA

Ne de personas: 42 (100%) 24 (100%) 8 (33,3%) 16 (66,7%)
Edad:

anos 39,74 £ 1,8 42,13 + 2,91 49,5 + 6,04 Hc 38,44 + 2,86
Consumo de alcohol:

§ por semana 35,17 + 6,66 41,7 + 14,86 ME 89,75 £ 5,53 "MA 16,07 + 7,79
Consumo de té y café (tazas por dia):

te 1,24+ 0,19 2,09 +0,33 "H¢  1,87+0,13 HC 2,2+0,5 ™
café 1,56 + 0,31 "M¢ 0,39 + 0,14 "HC () "HC 0,73 + 0,14 HAHC
Habito de fumar:

no fumador 21 (50%) 11 (47,8%) 3 (37,5%) 8 (53,3%)
ex fumador 4(9,5%) 4 (17,4%) 2 (25%) 2 (13,3%)
fumador 17 (40,5%) 8 (34,8%) “ME 3 (37,5%) “MA 5 (33,3%)
no disponibles 0 1 0 1

Consumo de cigarrillos por dia

toda la poblacion 3,67 + 1,06 414+128 ™ 214+1,16 5,07 + 1,77
solo fumadores 5,18 + 0,89 9,5 +2,24 5+1,53 12,2 + 2,92 HC.MNA
Consumo de pescado

ingesta semanal 1,24 + 0,14 ™¢ (0,71 + 0,19 "¢ 0,13+0,13 "¢ 1 +0,24 HA
Cancer entre familiares (% de casos)

no 28 (66,7%) 17 (70,8%) 8 (100%) 9 (56,3%)

si 14 (33,3%) 7 (29,2%) 0 7 (43,8%)
no disponibles 0 0 0 0

Los valores de n se presentan junto al % en relacién con el total de casos. Las medias se acompaifian del error
tipico. MC: mujeres control; ME: mujeres expuestas; MA: mujeres atacamefias; MNA: mujeres no

atacameias. *p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001
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Consumo de té: los hombres del grupo control consumen una media de 1,24 tazas
de té diarias, los hombres expuestos 2,09, los hombres atacamefios 1,87 y los
hombres expuestos no atacamefios 2,2. Por tanto, los hombres controles
consumen significativamente menos té que los hombres expuestos (p=0,010), que

los hombres atacamefios (p=0,049) y que los hombres expuestos no atacamefios
(p=0,045).

Consumo de café: el consumo mads alto de café entre los hombres se encuentra en
la poblacién control, con una media de 1,56 tazas por dia, mientras que los
hombres expuestos consumen una media de 0,39, los hombres atacamefios no
consumen café y los hombres expuestos no atacamefos consumen 0,73 tazas por
dia. El andlisis indica que en la poblacién analizada los hombres control
consumen mas café que los hombres expuestos (p=0,001), que los hombres
atacamefios (p=0,001), y que los hombres expuestos no atacamenos (p=0,040). A la
vez, los hombres expuestos no atacamefos consumen madas que los hombres
atacamefios (p=0,025).

Habito de fumar: los distintos grupos de hombres presentan un bajo consumo de
tabaco. En todos los casos, los fumadores representan menos de la mitad de los
individuos de cada grupo. En el grupo control, un 40,5% de los hombres fuman y
en el grupo expuesto un 34,8% de los hombres son fumadores. Al separar la
poblacién expuesta segiin su etnia, vemos que fuma un 37,5% de los hombres
atacamefios mientras que un 33,3% de los hombres expuestos no atacamefios son
fumadores. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas al

comparar estos grupos.

Consumo diario de cigarrillos: al analizar la media de cigarrillos consumidos
diariamente por los hombres, vemos que los del grupo control consumen una
media de 3,67 cigarrillos diarios, mientras que en los expuestos es de 4,14. En el
grupo expuesto, los hombres atacamefios consumen una media de 2,14 cigarrillos
y los hombres expuestos no atacamefios 5,07 cigarrillos diarios. No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos analizados.

Consumo diario de cigarrillos en el grupo de fumadores: al analizar el promedio
de cigarrillos consumidos diariamente por los hombres fumadores (excluyendo a
los ex fumadores y no fumadores), podemos ver que los hombres del grupo
control que son fumadores consumen una media de 5,18 cigarrillos diarios,

mientras que los del grupo expuesto fuman una media de 9,5. Entre los
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expuestos, los hombres atacamefios consumen menos cigarrillos (5) que los
hombres expuestos no atacamenos (12,2). Al analizar el consumo de tabaco entre
los hombres fumadores se ha encontrado que los hombres expuestos no
atacamefios fuman mas que los hombres control (p=0,019). Hay que sefialar que

los grupos de hombres fumadores son de tamafio pequefio.

Consumo de pescado: la poblacién masculina consume muy poco pescado, no
llegando en ninguno de los casos a consumirlo mas de 1,5 veces a la semana. Los
que mas pescado consumen son los hombres del grupo control, con una media de
1,24. Los hombres expuestos consumen una media de 0,71, aunque los atacamefos
consumen mucho menos (0,13) que los hombres expuestos no atacamenos (1 vez
por semana). Se concluye que los hombres del grupo control consumen
significativamente mas pescado que los hombres expuestos (p=0,010) y que los
hombres atacamefios (p=0,001). Asimismo, los hombres expuestos no atacamerfios

consumen mas pescado que los hombres atacamefios (p=0,019).

Céncer entre familiares: en cuanto a la frecuencia de casos de familiares directos
con cancer tenemos que, entre los hombres control, un 33,3% presenta casos,
entre los hombres expuestos un 29,2%. En cuanto al grupo expuesto, los hombres
atacamefios no presentan ningun caso de cancer entre familiares, mientras que los
hombres expuestos no atacamefios presentan un 43,8% de casos. El analisis
estadistico muestra que la poblacién de hombres no presenta diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a los casos de cancer entre familiares en

ninguno de los grupos analizados.

4.1.3 Descripcién poblacional del grupo de mujeres

Tamafio de la poblacién: en cuanto a la poblacién femenina, podemos decir que es
un grupo significativamente mayor que el de los hombres. El grupo de mujeres
control consta de 69 mujeres y el grupo de mujeres expuestas de 82. Al dividir el
grupo expuesto por etnias vemos que el tamafio estd equilibrado, con 42 mujeres
atacamenias (48,8% de la poblacién) y 40 en el grupo de mujeres expuestas no
atacameinias, lo que corresponde a un 51,2% de la poblacién de mujeres expuestas.

No se presentan diferencias significativas en cuanto al tamafio muestral.
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Tabla 4.4: Descripcion poblacional del grupo de mujeres

Poblacion: MC ME MA MNA

Ne de personas: 69 (100%) 82 (100%) 42 (48,8%) 40 (51,2%)
Edad:

afios 36,42 +1,33 38,73 +1,46 38,43 + 2,31 39,05+ 1,8

Consumo de alcohol:

g por semana 26,62 +5,25 10,2 +3,72"™MC 13,62 + 6,99 "MC 6,6 + 2,06 "™MA
Consumo de té y café (tazas por dia):

té 1,61 +0,15 1,5+0,12 1,48 + 0,15 1,52 +0,19
café 233+021 0,83+0,17"M¢ 0,38 +£0,1 MNA™MC 134,32 "MC
Habito de fumar:

no fumador 43 (62,3%) 67 (81,7%) 40 (95,2%) 27 (67,5%)
ex fumador 7 (10,1%) 3 (3,7%) 1 (2,4%) 2 (5%)
fumador 19 (27,5%) 12 (14,6%) ™¢ 1 (2,4%) "™M¢ 11 (27,5%) ~™Ma
no disponibles 0 0 0 0

Consumo de cigarrillos por dia:

toda la poblacién 1,72+£0,32 1,2+0,37 0,71 +0,53 1,72+ 0,51
solo fumadores 447 + 0,51 6,42 + 1,54 20+0 5,18 + 1,01

Consumo de pescado:
ingesta semanal 0,87+0,09 05=+0,09"M¢ 0,07 +0,04 "M 0,95 + 0,14 "MA

Cancer entre familiares (% de casos):

no 34 (49,3%) 60 (74,1%) 33 (78,6%) 27 (69,2%)
si 35 (50,7%) 21 (25,9%) "™C 9 (21,4%) "MC 12 (30,8%)
no disponibles 0 1 0 1

Los valores de n se presentan junto al % en relacién con el total de casos. Las medias se acompafian
del error tipico. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Edad: Las mujeres control presentan una media de 36,42 afos, las mujeres
expuestas de 38,73, las mujeres atacamefias de 38,43 y las mujeres expuestas no
atacameiias, de 39,05. No existen diferencias estadisticamente significativas para

la edad entre ninguno de los grupos analizados.
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Consumo de alcohol: las mujeres que mas alcohol consumen son las mujeres del
grupo control, con una media de 26,62 g por dia. Las mujeres expuestas beben
10,2 g, que se distribuyen entre los 13,62 g de las mujeres atacameqias y los 6,6 g
diarios de las mujeres expuestas no atacamefias. Se concluye que las mujeres
control beben mads que las mujeres expuestas (p=0,000), que las mujeres

atacamenias (p=0,000) y que las mujeres expuestas no atacamefias (p=0,000).

Consumo de té: el consumo diario de té es muy parecido entre los distintos grupos
de mujeres y, al igual que en el caso de los hombres, es aproximadamente de 1,5
tazas de té al dia. Los distintos grupos analizados presentan las siguientes medias:
mujeres control, 1,61; mujeres expuestas, 1,50; mujeres atacamefias, 1,48 y
mujeres expuestas no atacameflas, 1,52. Ninguno de los grupos presenta

diferencias estadisticamente significativas respecto de la variable consumo de té.

Consumo de café: en cuanto al consumo de café, las mujeres control presentan
una media de 2,33 tazas por dia, las mujeres expuestas, de 0,83, las mujeres
atacamenias, de 0,38 y las mujeres expuestas no atacameiias, de 1,3. En cuanto a la
significacion estadistica, las mujeres control consumen mas café que las mujeres
expuestas (p=0,000), que las mujeres atacamefias (p=0,000) y que las mujeres
expuestas no atacameias (p=0,000). Ademas, las mujeres expuestas no atacameinas

consumen mas café que las mujeres atacameiias (p=0,012).

Habito de fumar: el grupo de mujeres control presenta un 27,5% de fumadoras
mientras que, en el grupo de mujeres expuestas, un 14,6% son fumadoras. En el
grupo de mujeres atacameias so6lo fuma una mujer, lo que representa el 2,4% y
entre las mujeres expuestas no atacamefias hay un 27,5% de mujeres fumadoras.
En la poblacién estudiada, las mujeres controles fuman mdas que las expuestas
(p=0,010) y que las mujeres atacameflas (p=0,000). Asi mismo, las mujeres

expuestas no atacameiias fuman mas que las mujeres atacamenas (p=0,001).

Consumo diario de cigarrillos: en cuanto al numero de cigarrillos consumidos
diariamente por la poblacién femenina, se obtienen los siguientes valores medios:
las mujeres control, 1,72; las mujeres expuestas, 1,2; las mujeres atacamenias, 0,71;
y las mujeres expuestas no atacamenias, 1,72 cigarrillos diarios. En cuanto a la

significacion estadistica del consumo diario de cigarrillos, se desprende que las
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mujeres control fuman mas que las mujeres expuestas (p=0,009) y que las mujeres
atacamenias (p=0,000). Asimismo, las mujeres expuestas no atacameiias fuman mas

que las mujeres atacameiias (p=0,007).

Consumo diario de cigarrillos en el grupo de fumadoras: al hacer el andlisis del
consumo diario de cigarrillos en el grupo de mujeres fumadoras observamos que
las mujeres fumadoras del grupo control consumen 4,47 cigarrillos diarios y las
mujeres expuestas fumadoras 6,42. En el caso de las mujeres atacamefias, sélo hay
una mujer fumadora y las mujeres expuestas no atacamefias fumadoras consumen
5,18 cigarrillos diariamente. No existen diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de mujeres fumadoras analizados.

Consumo de pescado: todos los grupos de mujeres consumen pescado menos de
una vez a la semana. Las mujeres controles presentan una media semanal de 0,87,
las mujeres expuestas, de 0,5; las mujeres atacamefias casi nunca lo consumen,
presentando un valor promedio de 0,07 y las mujeres expuestas no atacameflas son
las que mas pescado consumen, con una media de 0,95 veces por semana. Se ha
determinado que, las mujeres del grupo control comen mds pescado que las
mujeres expuestas (p=0,00I) y que las mujeres atacameias (p=0,000). Las mujeres
expuestas no atacamefas comen mas pescado que las mujeres atacameias
(p=0,000). Hay que recordar que la situaciéon geografica en la que se encuentran

los distintos grupos influye en la accesibilidad al consumo de pescado.

Céncer entre familiares: en el grupo de mujeres control, un 50,7% presenta casos
de cancer en familiares directos, el grupo de mujeres expuestas presenta un 25,9%
de casos, el de las mujeres atacameiias, un 21,4% y el de las mujeres expuestas no
atacamedias, un 30,8%. En la poblacién estudiada, las mujeres controles presentan
mads casos de cancer entre familiares que las mujeres expuestas (p=0,002) y que las

mujeres atacamenas (p=0,001).

4.1.4 Comparacidn entre los diferentes grupos de hombres y mujeres

En este apartado se presenta el andlisis de la comparacién entre las distintos
grupos de hombres y mujeres. Este andlisis se refiere a las comparacién de los
siguientes grupos: hombres control con mujeres control, hombres expuestos con
mujeres expuestas, hombres atacamefios con mujeres atacamefias y
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hombres expuestos no atacamefios con mujeres expuestas no atacamefias. Para
consulta de los datos, véanse las tablas 4.3 y 4.4.

Tamafio de la poblacién: en todos los grupos analizados se presentan mas mujeres
que hombres.

Edad: las mujeres de todos los grupos poblacionales analizados presentan una
media de edad mas baja que la de los hombres de los grupos correspondientes. Sin
embargo, no se presentan diferencias estadisticamente significativas para ninguno
de los grupos analizados.

Consumo de alcohol: para esta variable se ha encontrado que los hombres
expuestos consumen mas alcohol que las mujeres expuestas (p=0,000).

Consumo de té: el consumo de tazas de té diarias no presenta diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de las comparaciones.

Consumo de café: las mujeres control consumen significativamente mas café que
los hombres control (p=0,002).

Habito de fumar: se ha determinado que los hombres expuestos fuman mas que las
mujeres expuestas (p=0,002) y los hombres atacamefios mas que las mujeres
atacamenias (p=0,008).

Consumo diario de cigarrillos: para el numero de cigarrillos consumidos
diariamente, los hombres expuestos consumen significativamente mas cigarrillos
que las mujeres expuestas (p=0,003).

Consumo diario de cigarrillos en el grupo de fumadores: al hacer el analisis
considerando sélo los fumadores (excluyendo ex fumadores y no fumadores),
tenemos que los hombres no atacamefios fuman mas que las mujeres no

atacamenas (p=0,038).

Céncer entre familiares: en cuanto a los casos de cancer en familiares directos, no
se han encontrado diferencias estadisticamente significativas al comparar ninguno
de los grupos de hombres y mujeres.

Consumo de pescado: para el consumo semanal de pescado, se ha encontrado que
los hombres control consumen mas que las mujeres control (p=0,024).

100



4.1.5 Descripcién de la poblacién segun el lugar de residencia

Como los niveles de exposicion al As detectados en el agua de consumo varian
segun el lugar de residencia, se elabor¢ la descriptiva poblacional en funcién de la
residencia. Hay que sefialar que hay grupos muy pequefios como es el caso de
Peine, con 8 individuos y Socaire, con 4. En estos casos no se pueden obtener
conclusiones, pero se puede tener una idea aproximada de la situacién.

Tamaiio de la poblacién: todos los habitantes de la poblacién control pertenecen a
la ciudad de Concepcidén, constituyendo un grupo de 111 individuos. El grupo
expuesto se ha dividido en cinco subgrupos, correspondientes a los distintos
lugares de residencia. Calama cuenta con el 50% de la poblacién expuesta (53
personas), San Pedro de Atacama con 25 personas representa el 23,58%, Toconao
con 16 (15,09%), y Peine y Socaire con 8 y 4 personas (7,54% y 3,77%,

respectivamente).

Edad: la poblacién de San Pedro de Atacama presenta una media de 39,8 afios;
Toconao de 47,63; Peine de 36,13; Socaire de 41,75; Calama de 37,25 y
Concepciéon de 37,68. Al comparar cada uno de los pueblos expuestos con el
control, encontramos que la edad media de los habitantes de Toconao es
significativamente mayor a la de Concepcién (p=0,035).

Sexo: como ya se ha comentado anteriormente, en todos los grupos hay mas
mujeres que hombres. Hay que sefialar que en el grupo de Peine sélo habia un
hombre y que en Socaire sdlo se obtuvieron mujeres voluntarias para participar en
el estudio.

Consumo de alcohol: la poblacién control consume una media de 29,86 g de
alcohol por semana. Entre los pueblos expuestos, la poblaciéon que mas alcohol
consume es la de San Pedro de Atacama, con una media de 37,8 g por semana. El
consumo en Toconao es de 19 g, en Peine de 6,38 g, en Socaire es de 0 g y en
Calama de 9,52 g. Al comparar cada pueblo expuesto con el control, obtenemos
diferencias estadisticamente significativas en todos los casos. Asi, en Concepcién
se consume mads alcohol que en Toconao (p=0,022), que en Peine (p=0,031), que
en Socaire (p=0,019) y que en Calama (p=0,000). A la vez, en San Pedro de
Atacama se consume mas que en Concepcién (p=0,031).
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Tabla 4.5:  Descripcién poblacional segtn el lugar de residencia

Poblacién: C SP T P S Ca

Ne de personas 111 (100%) 25(23,58%) 16 (15,09%) 8 (7,54%) 4 (3,77%) 53 (50%)
Edad:

afos 37,68 £+ 1,08 39,8 £2,48 47,63 £ 4,21 36,13 +6,81 41,75+9,45 37,25+1,48
Sexo:

hombres 42 (37,8%) 8 (32%) 3(18,8%) 1(12,5%) 0 12 (22,6%)
mujeres 69 (62,2%) 17 (68%) 13 (81,3%) 7 (87,5%) 4 (100%) **C 41 (77,4%) *C
Consumo de alcohol:

g por semana 29,86 + 4,12 37,8 +16,23*C 19+10,4*C 6,38 + 4,47 *C 0™*C 9,52 + 2,77 **C
Consumo de té y café (tazas por dia):

té 1,47+0,12 1,88+0,32 1,63 + 0,15 1,25+ 0,37 1,25+0,48 1,6+0,17
café 2,05+0,18 0,4+0,13**C 0,06 + 0,06 **C 0,5+0,33*C 0,75+0,48 1,13+0,26**C
Hébito de fumar:

no fumador 64 (57,7%) 18 (72%) 15 (93,8%) 7 (87,5%) 4 (100%) 34 (65,4%)
ex fumador 11(9,9%) 2 (8%) 1 (6,3%) 0 0 4(7,7%)
fumador 36 (32,4%) 5 (20%) 0*C 1(12,5%)  0*C 14 (26,9%)
no disponibles 0 0 0 0 0 1

Consumo de cigarrillos por dia:

toda la poblacién  2,46+0,45 1,72+0,51 0**C 2,5+2,5 0**C 2,2+0,58

s6lo fumadores 8,75+£39 9+259 0 200 0 6,29 + 1,32
Consumo de pescado:

ingesta semanal 1,01 +0,08 0,08 + 0,06 ***C 0,19 +0,1 **C 0**C 0™C 1+0,12
Familiares con cincer (% de casos):

no 62 (55,9%) 21 (84%) 15 (93,8%) 5 (62,5%) 4 (100%) 32 (61,5%)

si 49 (44,1%) 4 (16%) *C 1(6,3%) *C  3(37,5%) 0 20 (38,5%)
no disponibles 0 0 0 0 0 1

C: Control; SP: San Pedro de Atacama; T: Toconao; P: Peine: S: Socaire; Ca: Calama. Los valores de n se

presentan junto al % en relacién con el total de casos. Las medias se acompaiian del error tipico. *p<0,05;

**p<0,01; **p<0,001

Consumo de té: el consumo de té es muy similar en los distintos pueblos, variando

entre 1,25 y 1,88 tazas por dia, y no presentando diferencias estadisticamente

significativas en ningun caso.

Consumo de café: la poblacién control es la que mads café consume (2,05 tazas por

dia). Entre los pueblos expuestos, en San Pedro de Atacama la media es de 0,4

tazas por dia, en Toconao de 0,06, en Peine de 0,5, en Socaire de 0,75 y en Calama
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de 1,13 tazas diarias. En Concepcién se consume significativamente mas café que

en San Pedro de Atacama, en Toconao, en Peine y en Calama (en todos loa casos,
Pp=0,000).

Habito de fumar: tenemos que el 32,4% del grupo control es fumador. En el grupo
de San Pedro de Atacama fuma un 20%, en Toconao no fuma nadie y sélo hay 1
ex fumador, en Peine sélo hay un fumador y representa el 12,5%, en Socaire no
tenemos fumadores y en el grupo de Calama fuma un 26,9%. En el grupo control
hay un hébito de fumar significativamente mayor que en Toconao (p=0,000) y en
Socaire (p=0,000).

Consumo de cigarrillos: el grupo control fuma una media de 2,46 cigarrillos
diarios, el de San Pedro de Atacama 1,72, en los de Toconao y Socaire no se
consume tabaco y en los grupos de Peine y Calama se consumen 2,5 y 2,2
cigarrillos diarios, respectivamente. En el grupo control se consumen

significativamente mas cigarrillos que en Peine (p=0,000) y en Socaire (p=0,000).

Consumo diario de cigarrillos en el grupo de fumadores: al analizar sélo los
fumadores de cada grupo tenemos que, en el control se consume una media de
8,75 cigarrillos diarios, en San Pedro de Atacama 9 y en Calama 6,29. En el grupo
de Peine sd6lo fuma una persona. No se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas al comparar los distintos grupos con el control.

Consumo de pescado: en la poblacién control (Concepcién) se consume pescado
una media de 1,01 veces por semana, en Calama se consume 1 vez por semana, en
San Pedro de Atacama el consumo es de 0,08, en Toconao de 0,19, mientras que
en los grupos de Peine y Socaire no se consume. Por lo tanto, se consume
significativamente mas pescado en la poblacién control que en San Pedro de
Atacama (p=0,000), que en Toconao (p=0,000), que en Peine (p=0,000) y que en
Socaire (p=0,008).

Céancer entre familiares: en todos los pueblos muestreados, mds de la mitad de la
poblacién no presenta casos de cancer entre familiares. El valor mas alto de
incidencia se encuentra en la poblacién control, donde el 44,1% de la poblaciéon
estudiada presenta casos de cancer en familiares directos. En cuanto a la poblacién
expuesta en San Pedro de Atacama, un 16% presenta casos, en Toconao un 6,3%,

en Peine un 37,5%, en Socaire ninguna persona encuestada tiene familiares
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directos que hayan tenido cancer y en Calama un 38,5% de la poblacién presenta
casos. La incidencia de casos de cincer en familiares directos en la poblacién
control es significativamente mas alta al compararla con los valores obtenidos en
San Pedro de Atacama (p=0,009), Toconao (p=0,004) y Socaire (p=0,000).

4.2 INDICADORES DE EXPOSICION AMBIENTAL

4.2.1 Arsénico en agua

En cuanto a los niveles de exposicién ambiental, en la tabla 4.6 se presentan los
valores de arsénico total de las 15 muestras de agua de consumo humano,
expresados en mg As/L de agua. Los datos se han ordenado en forma creciente en
cuanto a la concentracién de arsénico. Hay que destacar que no se tomaron
muestras bioldgicas en todos los lugares en que se tomaron muestras de agua, pero
los sitios muestreados se consideraron importantes, debido a que son cercanos a
los lugares de estudio y pueden afectar el consumo de As mediante la produccién
de verduras u otras prdacticas. La concentracién de As en agua se ha tomado como
un indicador ambiental de referencia, que serd analizado en conjunto con la

concentracion de As en orina y ufias, como indicadores de exposicién interna.

En la figura 4.1 se puede observar claramente que hay una gran diferencia en
cuanto a la concentracién de As del agua entre las zonas expuestas y la control.
Concepcidn presenta niveles traza de As de 0,0002 mg/L, pero en las zonas
expuestas la concentracién de As aumenta considerablemente llegando a ser en
San Pedro de Atacama de hasta 1,08 mg As/L, superando ampliamente la norma

chilena de As en agua potable, que tiene un valor maximo de 0,05 mg As/L.

Los pueblos de Peine, Toconao, Calama, Chuquicamata y Antofagasta, presentan
niveles de As en agua potable < 0,05 mg/L (debajo de los niveles maximos
permitidos), mientras que los pueblos de Lasana, Socaire y San Pedro de Atacama
presentan niveles por encima de la norma. Si consideramos las recomendaciones
de la EPA, podemos ver que sélo Peine estd por bajo del nivel de 0,01 mg As/L.

Este grupo representa un 7,54% de la poblacion expuesta estudiada.
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Tabla 4.6:  Niveles de arsénico ambiental medidos en agua de consumo

humano

Cédigo  Origen de las muestras mg As/L
C Concepcién- universidad 0,0002
C Concepcién- universidad 0,0002
P Peine 0,0034
T Toconao- servicio de Salud 0,0199
T Toconao- servicio de Salud 0,0199
Ca Calama 0,0208
Ch Chuquicamata 0,0262
A Antofagasta 0,0306
L Lasana- pukara 0,1306
L Lasana- rio Loa 0,1464
S Socaire- servicio de Salud 0,2522
S Socaire- agua de riego 0,2596
SP San Pedro de Atacama- mafiana 0,55
SP San Pedro de Atacama- noche 0,619
3p San Pedro de Atacama - antes de 1,087

la planta de abatimiento de As

mg As/L agua

o o o -
EN o e N [N}
L L L L |

o
[N}
L

o

SP SP SP

c € P T T CaCh A L L

Origen de la muestra

—__nall

Figura4.1: Niveles de arsénico ambiental medidos en agua de consumo

humano.
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Los datos analizados indican la presencia de alto niveles de As disuelto en las agua
de consumo humano, en la zona expuesta al compararla con la zona control. El
hecho de que Peine presente niveles bajos de As en las aguas de consumo no
quiere decir que su poblacién no esté expuesta. En toda la zona norte de Chile el
As estd presente en forma natural en los distintos ambientes, pudiendo acceder a
él por otras vias o bien cuando la poblacién se desplaza de un sitio a otro, dentro
de la region. Biggs y colaboradores realizaron un estudio en que se compard la
poblacién de San Pedro de Atacama como expuesta al As y Toconao como control.
En él no se encontrd correlacion entre el As medido en la orina de la poblacién y
la estimacién de As ingerido con el agua, con lo que se concluyd que,
probablemente, en Toconao la mayor fuente de As sea la comida (Biggs er al,

1997) lo que podria aplicarse también al caso de Peine.

4.3 INDICADORES DE EXPOSICION INTERNA

4.3.1 Arsénico en orina

La concentracién de As en el agua de consumo da una idea de la exposiciéon
ambiental a la que estd sometida la poblacién en estudio; sin embargo este es un
marcador de exposicién general dado que los habitos individuales pueden hacer
que la cantidad de agua ingerida por dia sea muy variable entre una persona y
otra. Es por esto que, la concentracién de As en orina, se ha propuesto como un
buen indicador de exposicion interna (Biggs et al, 1997; Aposhian et al, 2000b).
Este indicador se ha utilizado ampliamente en diversos estudios de
biomonitorizacién (Gonsebatt er al, 1997; Kurttio er al, 1998; Maki-Paakkanen ezt
al, 1998; Del Razo et al,, 1999; Harrington-Brook et al, 1999).

Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente, el modelo actual del
metabolismo del As en diversas especies, incluyendo la humana, se caracteriza por
una oxido/reduccién que cambia su estado de valencia seguido por metilaciones
sucesivas produciendo compuestos nono-, bi-, o trimetilados. Es por ello que la
excreciéon del As en la orina y su especiaciéon permite detectar los diversos
compuestos de forma precisa y estudiar el metabolismo en diferentes poblaciones.
Se ha determinado que, en promedio, en la orina humana, el As se excreta en un
10-30%, en forma de As(i), en un 10-20%,en forma de MMA, y en un 60-80%, en

106



forma de DMA. Sin embargo el estudio de poblaciones indigenas en la zona, ha
evidenciado que la poblacién presenta un metabolismo unico, debido a que
excretan una media de MMA de sélo un 2,2% (Vather er al,, 1995).

Las muestras de orina de la poblacién atacamefia fueron extraviadas en la
Universidad de Gottingen, donde fueron enviadas para su andlisis, por ello, el
andlisis sélo se ha efectuado segiin exposicién y sexo sin dividir la poblacién
expuesta por etnias. Para realizar este andlisis se cuenta con un total de 161
muestras. En la figura 4.2 se indican las medias de concentracién de As en orina

en la poblacién, medida en pg As/L, realizada mediante analisis HPLC-AFC.

En cuanto a su especiacién la gran mayoria de los datos de detecciéon de As® y
MMA* presentaron valores por debajo del limite de deteccion del andlisis, por lo
que éste se ha realizado con los valores de As total. Mediante la prueba ¢ de
Student se determiné que la poblacién expuesta presenta significativamente mas
As en orina que la poblacién control (p=0,000). Esto también se observa al
analizar las poblaciones de hombres (p=0,000) y mujeres por separado (p=0,000).
También se determind que dentro del grupo control, los hombres presentan mas

As en orina que las mujeres (p=0,014) indicando una mayor exposicién.

Grupo X = ET

60

50 4 {» C 9,88 + 1,54

40 o

HC 14,68 + 2,58™¢

30

ug A=/l aorina

o MC  695:183

10 4 - ' E 36,28 + 3,277°C
01 ' ' y ' HE 44,32 + 7,27HC

C HC Wi E HE ME

Grupo Poblacional ME 33,74 + 3,60***MC

Figura 4.2:  Concentracién total de As en orina, en la poblacién expuesta y

control

Para analizar la relaciéon que existe entre la concentraciéon de As en el agua de
consumo Y la orina de la poblacién se realizé un grafico de dispersiéon con lineas
de tendencia. Debido a que no se cuenta con los datos de As en orina para la

poblacién atacamefia, solo se graficaron los valores de las poblaciones de
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Concepcidén y de Calama. Los resultados indican que al aumentar la concentracién
de As en el agua de consumo, aumenta también la concentracién de As en las
uflas de la poblacién. Sin embargo, para obtener el valor de correlacién de estas
variables seria necesario contar con un mayor volumen de datos, de los cuales no

se dispone.

La determinacidén de los factores de confusién asociados a la concentracién de As
en orina se realizo mediante un analisis de varianza univariante. El unico factor
de confusiéon detectado por este andlisis es el sexo (p=0,000). Asi, el modelo indica
que los hombres concentran una mayor cantidad de As en las orina que las
mujeres. Esto explicaria en parte los resultados obtenidos en la poblacién del
grupo control. De la R? corregida, tenemos que el modelo explica un 32,8% de los

resultados obtenidos. En la tabla 4.7 se presenta un resumen del modelo

estadistico.
Tabla 4.7: Resumen del modelo estadistico para la concentraciéon de As en
orina
As en orina B F p
Modelo corregido 26554,206 39,984 0,000***
interseccién 73594,386 221,627 0,007*
sexo 2523,975 7,601 0,000

R2 corregida = 0,328. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0.001

4.3.2 Arsénico en uiias

La acumulacién de As en las uflas es un indicador de los niveles de exposicion
individual y, mds especificamente, da cuenta de la acumulacién de As a largo
plazo. Para este andlisis se dispone de un total de 193 datos. En la figura 4.3 se
presentan los valores medios de la concentracién de As en las uflas medida en pg

As/g de uia, junto al error tipico, en la poblacion separada por exposicion y sexo.

Por medio de la prueba # de Student se ha determinado que, la poblacién expuesta
presenta mayores niveles de As total en ufias que la poblacién control (p=0,000).

Lo que también se observa al analizar la poblaciéon de mujeres, en que las
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expuestas presentan mds As en ufas que las controles (p=0,000). Dentro de la

poblacién control, los hombres presentan mayores niveles de As en ufas niveles

que las mujeres (p=0,000), lo que coincide con los analisis de As en orina.

. Grupo x =ET

18

o] C 3,57 + 0,65

14
& 12 1 HC 4,73 + 0,93"MC
oqp
2] MC 2,83+ 0,87
5 g

4 . E 1015+ 1577

2 4

0 -j : : i : HE 11,12+ 4,25

C HC [ E HE hAE
Grupo Pablacional
ME 9,86 + 1,60™M¢
Figura 4.3:  Concentracién de As total en ufas, de los grupos expuesto y control

La poblacién expuesta también se ha analizado comparando los grupos por etnia y

sexo. Los resultados se presentan en la figura 4.4, en la que se pueden ver los

valores medios de la concentracién de As total en ufas junto al error tipico. No se

presentan diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos

analizados, ya sea comparando los grupos étnicos, o los grupos de hombres y

mujeres.
o Grupo Y = ET
1 EA 13,04 = 2,72°¢
‘§ - HA 17,50 + 9,63
g‘ 10 MA 12,10 + 2,65™™MC
. ﬁ ﬂ_‘ m ENA 7,69+ 1,707C
0 E& I Ha | M, | EMA | HH A I Ml 2, I HNA 7,72 + 4,06
Grupo Pohlacional
MNA 7,67 = 1,80™M¢
Figura 4.4: Concentracién de As total en ufias de la poblacién expuesta,

separada por etnia
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Al comparar los grupos de la poblacién con los de la poblacién control, se ha
encontrado que la poblacién expuesta presenta significativamente mas As en ufias
que la poblacién control independientemente de la etnia (p=0,000). Esto se repite
al comparar la poblaciéon de mujeres, donde las atacamefias y las no atacamerias
presentan un mayor nivel de As en ufias comparado con las mujeres control
(p=0,000). En el caso de la poblaciéon de hombres, los valores del error tipico entre
los expuestos son suficientemente grandes como para que no se presenten medias
significativamente diferentes al comparar los grupos de hombres expuestos y

controles.

Al analizar la poblacién separando los grupos por lugar de residencia, se ha
determinado que la poblacién control presenta menores niveles de As en ufas que
las poblaciones de: San Pedro de Atacama (p=0,000), Toconao (p=0,001), Socaire
(p=0,034) y Calama (p=0,000). En la figura 4.5 se presentan los resultados del
analisis de la concentracién de As en ufias de la poblacidn, separada por el lugar
de residencia. Se destaca el hecho de que el unico lugar en que no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
concentracion de As en ufas al ser comparada con la poblacién control es Peine.

Esto coincide con los datos obtenidos mediante el analisis de la concentracidon de

As en agua.
N Grupo X +ET
zi SP 18,33 + 4,88™C
£ 25 - T 8,79 £ 2,507
o 20
;115- P 258 + 1,11
10
. m | ’—I—‘ S 19,80 + 16,08°¢
sp T P 5 c cant Ca 7,36 £ 1,597
Residencia C 3,57 + 0,65

Figura 4.5: Concentracién de As en ufas, analizada por lugar de residencia
Para determinar los factores de confusién asociados a la concentracion de As en

las ufias, se ha realizado un andlisis de varianza univariante, con el paquete

estadistico SPSS. Para cumplir con la normalidad de distribucién de los datos,
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determinada mediante la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov, la
variable se ha transformado utilizando logaritmos decimales. En la tabla 4.8 se

presenta el resumen del modelo.

Tabla 4.8: Resumen del modelo estadistico para la concentraciéon de As en
unas
B F P
Modelo corregido 84,881 11,973 0,000***
interseccién 2277,414 1285,022 0,000
expoetnia 73,857 20,837 0,000*
sexo 11,784 6,649 0,011
té 7,151 4,035 0,046"

R? corregida = 0,194. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Las variables que se consideran como factores de confusion para la concentraciéon
de As en las unas utilizando el modelo estadistico seleccionado son: la expoetnia
(p=0,000), €l sexo (p=0,011) y el consumo de té (p=0,046). De las estimaciones de
los parametros del modelo estadistico se desprende que los hombres tienen una
mayor concentracion de As en uflas que las mujeres. Que el grupo que tiene mas
As en ufas es el de los atacamefios, luego los expuestos no atacamefios Yy,
finalmente, los controles, que tienen mucho menos As en uifias que los dos grupos
expuestos. En cuanto al consumo de té se ha determinado que los grupos que
consumen mas te presentan una mayor concentracién de As en las ufias. De la R?
corregida podemos decir que este modelo explica el 19,4% de los resultados

obtenidos.

Finalmente, para determinar la correlacién existente entre el As en agua de
consumo y el As en las ufas de la poblacién, se ha realizado un gréafico de
dispersiéon y se han obtenido la ecuacién de la recta y el coeficiente de
correlacion. Los resultados indican que el coeficiente de correlacién es de
R?=0,585 lo que indica que la concentracién de As en las uflas y en el agua de
consumo humano, son variables que estdn correlacionadas. Es por ello que al
cambiar la concentracién de As en el agua de consumo, varia también su
concentracion en las uflas de la poblacion. En la figura 4.6 se presenta el grafico
obtenido junto a las ecuaciones de la recta y el valor de R2.
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Figura 4.6:  Correlacién entre concentracién de As en agua de consumo y As en

unas

4.4 BIOMARCADORES DE EFECTO BIOLOGICO

4,41 MN en linfocitos

Se ha utilizado el ensayo de microntcleos en linfocitos de sangre periférica para
evaluar el dafio citogenético en la poblacidn. Es interesante destacar que esta
técnica ha sido la més usada en los estudios de biomonitorizacién de poblaciones
expuestas a As, ademas de usarse en numerosos estudios tanto iz vivo como in

vitro.

El analisis de MN en linfocitos de sangre periférica se ha realizado con el objetivo
de determinar un posible efecto de rotura o mala segregacion cromosomica
durante la divisién celular. A este respecto se consideran dos variables, la primera
es el numero de células binucleadas con MN (BNMN), que son las células que
presentan dafio citogenético independientemente del nuimero de MN que
presente. También se han evaluado los MN totales (MN), que es el numero total
de MN encontrados en el total de muestras analizadas. Para determinar la
significacion estadistica de los resultados de los diferentes grupos de estudio se ha

realizado la prueba ¢ de Student.
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La informacién se presenta reunida en la tabla 4.9 donde se pueden ver los valores
medios de BNMN, de MN, la concentraciéon de As en ufas y el tamafio de cada
uno de los grupos analizados. Debido a que tanto los valores de BNMN como los
de MN totales siguen el mismo patrén, en los distintos grupos estudiados, el
andlisis del dafio citogenético se ha realizado sélo para la variable BNMN, que
tiene un significado bioldgico mas claro que los MN totales. Lo que nos interesa es

cuantas células presentan dafio, ya sea con uno o mas MN.

Tabla 4.9: Dafio citogenético en linfocitos, de la poblacién estudiada
Total C E EA ENA
Ne de individuos 111 (100%) 106 (100%) 50 (47%) 56 (53%)
BNMN ()_( +ET) 11,96 + 1,02 14,44 + 0,99°¢ 14,83 + 1,43 14,11 + 1,39
MN ()? +ET) 14,20 + 1,30 16,74 £+ 1,17 17,17 £ 1,70 16,38 + 1,64
Unias (ugAs/g) 3,57 + 0,65 10,15 + 1,56 13,04 + 2,72 7,69 +£1,70
Hombres HC HE HA HNA
Ne de individuos 40 (36%) 23 (22%) 8 (8%) 15 (14%)
BNMN ()_( +ET) 12,65 + 1,90 10,27 + 1,58ME 16,57 + 3,41 7,33 £1,10™H4
MN (X +ET) 16,26 + 2,57 1252+1,80 20,00 +3,96 9,25 + 1,32
Utias (ugAs/g) 4,73 +0,93 11,12 + 4,25 17,50 + 9,63 7,72 + 4,06
Mujeres MC ME MA MNA
Ne de individuos 71 (64%) 83 (78%) 42 (40%) 41 (39%)
BNMN (X +ET) 11,57 +1,90 15,56 = 1,58™C 14,54 + 1,58 1659+ 1,70 h:;
MN ()? +ET) 12,93 + 1,37 17,94 + 1,39 16,68 + 1,88 19,23 + 2,07
Utias (ugAs/g) 2,85 + 0,87 9,86 + 1,60 12,10 + 2,65 7,67 + 1,80

Los valores de n se presentan junto al % en relacién con la poblacién total, las medias se presentan
junto al error tipico. *p<0,05; *p<0,01; **p<0,001

Para una visualizacién mas cémoda, los valores de BNMN también se han
graficado y se presentan agrupados por exposicién y sexo en la figura 4.7, por
etnia y sexo en la poblacion expuesta en la figura 4.8 y en la figura 4.9, separados
por lugares de residencia. Al analizar la variable BNMN en la poblacién total

separada por exposicion y sexo (figura 4.7) podemos ver que la poblacion expuesta
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presenta una mayor frecuencia de BNMN que la poblacién control (p=0,048). Al
analizar la poblacién de mujeres vemos que, las del grupo expuesto presentan una
mayor frecuencia de dafio citogenético que las del grupo control (p=0,015). Al
analizar la poblacidén expuesta, se ha encontrado que las mujeres presentan un

nivel de dafio citogenético significativamente mayor que los hombres (p=0,038).
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Figura4.7:  BNMN en la poblacién expuesta y control

Los resultados obtenidos al analizar la poblacién expuesta, separando los grupos
por etnia y sexo se presentan en la figura 4.8. Estos resultados indican que no se
han encontrado diferencias en cuanto al nivel de dafio citogenético, medido con
el ensayo de MN en linfocitos, entre las poblaciones expuestas de ambos grupos
étnicos. Al analizar la poblaciéon de hombres, podemos ver que los atacamefos
presentan un mayor nivel de dafio que los expuestos no atacamefios (p=0,010). Al
analizar con mayor detalle el grupo de expuestos no atacamefios, se ha
determinado que las mujeres presentan una mayor frecuencia de dafio
citogenético que los hombres (p=0,002). Finalmente el andlisis de la poblacién de
mujeres indica que las mujeres expuestas no atacamefias presentan un mayor nivel

de dafio citogenético que las del grupo control (p=0,014).
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Figura 4.8: BNMN en la poblacién expuesta, separada por etnia

Debido a que en los diferentes lugares muestreados, hay diferentes niveles de As
ambiental, se ha determinado el dafio citogenético causado en la poblacidn,
separando los grupos segun el lugar de residencia. En la tabla 4.10 se presentan los
valores de As en agua (mg As/L), As en ufias (ug As/g), BNMN y MN, para cada
uno de los puntos analizados, junto con el tamafio muestral para cada caso. Los
datos se presentan graficados en la figura 4.9. Al igual que en el analisis anterior,
se puede ver que las variables BNMN y MN oscilan de la misma manera por lo
que, en este caso, el andlisis del dafio citogenético también se realiza con la
variable BNMN.

Los resultados del analisis indican que al separar la poblacién segun el lugar de
residencia y compararlas con el grupo control, el unico lugar en que se han
detectado diferencias estadisticamente significativas es Toconao (p=0,000), que
presenta un mayor nivel de dafio citogenético respecto al control. Hay que

destacar que la poblacién de Toconao cuenta con un bajo nimero poblacional.
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Tabla 4.10:  Dafio citogenético en linfocitos, de la poblacién analizada por lugar
de residencia

Residencia N mgAs/L  pgAs/gufa BNMN MN

San Pedro 25 0,75 18,33 + 4,88 11,77 + 1,88 13,26 + 2,14
Toconao 16 0,02 8,79+ 250 21,81 + 2,14™C¢ 25,13 + 2,42
Peine 8 0,003 258+ 1,11 11,88 + 3,47 15,00 + 4,81
Socaire 4 026 19,80 + 16,08 12,50 + 0,35 13,25 + 7,43
Calama 53 0,021 7,36 + 1,59 13,94 + 1,45 16,25 + 7,43
Concepcién 102 0,0002 3,57+ 0,65 11,96 + 1,02 14,20 + 1,3

Los valores de n se presentan junto al % en relacién con la poblacién total, las medias junto al
error tipico. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001
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Figura 4.9: BNMN en la poblacién, analizada por lugar de residencia

Para analizar los posibles factores de confusién que influencian la variable BNMN,
se ha realizado un andlisis de varianza univariante. De ese modo se han evaluado
las distintas variables consideradas en la encuesta y se ha determinado su
influencia frente a la variable BNMN. Para aplicar este andlisis, se ha tenido que
transformar la variable BNMN mediante la raiz cuadrada. De este modo se cumple

con la normalidad de la distribucién de los datos, necesaria para aplicar el modelo.
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En la tabla 4.11 se presenta un resumen del modelo seleccionado donde podemos
ver que las variables que se presentan como factores de confusiéon para la
frecuencia de BNMN son: el sexo (p=0,035), la edad (p=0,000) y el consumo de
café (p=0,000). De la estimacion de los parametros del modelo, se concluye que,
en las mismas condiciones, las mujeres tienen mas BNMN que los hombres, que a
mayor edad se presenta una mayor frecuencia de BNMN y que, a mayor consumo
de café, se presentan mas BNMN. Estos efectos se producen independientemente
de la exposicién a As, por lo que se consideran factores de confusién para esta
variable. La R? corregida indica que este modelo explica el 34,2% de los resultados

obtenidos.

Tabla 4.11: Resumen del modelo estadistico para MN en linfocitos

B F P
modelo corregido 148,369 22,887 0,000
Interseccién 10,913 8,417 0,004*
Expoetnia 4314 1,664 0,192
Sexo 5,825 4,492 0,035
Edad 125,394 96,714 0,000
Café 5,127 3,954 0,048

R? corregida = 0,342. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

Finalmente, para determinar la correlacién existente entre el daflo genético en
linfocitos de sangre periférica y la concentracién de As en uiias, se han hecho
graficos de dispersion en los cuales se ha incluido la ecuacién de la recta y el
coeficiente de correlacion R? Los resultados indican que no se presenta
correlacién entre la concentracién de As en las ufias y la frecuencia de dafio

citogenético medida mediante el ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica.

Al evaluar los MN en linfocitos, también se ha aprovechado para calcular el indice
de proliferacién celular con bloqueo de la citocinesis (CBPI) en cada uno de los
grupos de estudio. El significado, valor y resultado de este indice se presenta en

detalle a continuacion.
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4.4.2 Indice de proliferacién celular con bloqueo de la citocinesis (CBPI)

El CBPI da cuenta de la velocidad de divisién celular y se usa como indicativo del
grado de toxicidad al que se encuentran expuestas las células ya que, a mayor
toxicidad, disminuye la velocidad de divisién celular. Se analizé la poblacién
organizada seguin exposicién y sexo, los resultados obtenidos se presentan en la
figura 4.10; en la figura 4.11 se presentan los resultados obtenidos al analizar la
poblacién expuesta separada por etnia y sexo. Finalmente, se presenta el andlisis
segun el lugar de residencia (figura 4.12). Los datos se presentan en forma grafica,
junto a las tablas correspondientes. El CBPI se analizé mediante la prueba ¢ de

Student.

16 - Grupo x +ET

CBPI

=

1,5 1 C 1,53 + 0,018
14 ] HC 1,49 + 0,032
MC 1,55 + 0,021
13 1
1,42 + 0,011 ¢
12 4 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
c HC MC E HE ME

HE 1,39 + 0,027 Hc

Grupo Poblacional

ME 1,43 + 0,013 ™M¢

Figura 4.10: CBPI en la poblacién expuesta y control

Al hacer el analisis del CBPI en la poblacién total, y tal como se ve claramente en
la figura, el grupo control presenta un CBPI mayor que el grupo expuesto
(p=0,048). Al analizar la poblacion de mujeres se observa que las mujeres control
presentan una media de CBPI mayor que las mujeres expuestas (p=0,015). Esto
también se observa al analizar la poblacién de hombres (p=0,02). Estos resultados
indican que la poblacién expuesta presenta un mayor indice de toxicidad al ser

comparada con la poblaciéon control.

Se ha analizado la poblacién expuesta comparando los grupos por etnia y sexo.
Para mayor comodidad, los resultados se presentan graficados en la figura 4.11. En
la figura se puede ver que el analisis de CBPI indica que los atacamefios presentan
un mayor grado de toxicidad celular que los no atacamefios ya sean del grupo

expuesto (p=0,042) o del grupo control (0,000). Al analizar el grupo de
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poblacién no atacamefia, vemos que los expuestos presentan un mayor indice de
toxicidad celular que los controles. Estos resultados indican que se presenta un
mayor grado de toxicidad celular en la poblacién expuesta que en la poblacién
control independientemente de la etnia. También se ha encontrado un mayor

grado de citotoxicidad en la poblacién atacameia.

16 Grupo  x +ET

EA 1,390,028

E HA 1,31 + 0,05

8™ MA  1,410,021"MC
] i ENA 1,44+ 0,013°C
b EA | HA | MA | ENA | HNA | MNA | HNA  1,45+0,015

Grupo Poblacional MNA 1,45+ 0,015™MC

Figura 4.11: CBPI en la poblacion expuesta, separada por etnia

Al analizar la poblaciéon de mujeres, se observa que independientemente de la
etnia, las expuestas presentan valores de toxicidad mas altos que las del grupo
control (p=0,000). Ademas, en el grupo de mujeres la poblaciéon atacameifia
presenta el valor de CBPI mas bajo. Esto también se ha obtenido al analizar la
poblacién de hombres, en que, los atacamefios presentan una media menor del
CBPI que los hombres no atacamefios ya sean del grupo expuesto (p=0,031), como

del grupo control (p=0,000).

Los resultados del analisis del CBPI por lugar de residencia se presentan en la
figura 4.12. Se ha determinado que la poblacién control presenta un mayor valor
de CBPI que las poblaciones de San Pedro de Atacama (p=0,000), Toconao
(p=0,001) y Calama (p=0,001).

Para estudiar los factores de confusiéon de la variable CBPI se ha utilizado un
modelo de regresion lineal multiple (tabla 4.12), y se ha visto que los factores que
influyen la variable en estudio son: la edad (p=0,000), la expoetnia (p=0,000), la

concentraciéon de As en ufias (p=0,0/4) y el consumo de pescado por semana
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(0,009). La R? corregida=0,349 nos indica que el modelo explica un 34,9% de los

resultados.

Grupo x zET

. qL B sp 138003
- B3 T 1,37 + 0,02°°¢
Z 1|

1,46 + 0,06

1,3 4

S 1,48 + 0,06
0 | | | ‘ ‘ . Ca 1,45 + 0,017°C
S T P s ca c
Residencia C 1,53 + 0,02

Figura 4.12: CBPI en la poblacién, analizada por lugar de residencia

Tabla 4.12:  Resumen del modelo estadistico par el CBPI

B P
Edad -0,006 0,000
Epoetnia -0,067 0,000***
Consumo de pescado -0,033 0,009*

Concentracion de As enunas -2,64 E-05 0,014*
R? corregida= 0,349

En el modelo se indica que a mayor edad disminuye el valor del CBPI. También
indica que el mayor indice de toxicidad lo presten los atacamenos, luego los
expuestos no atacamefios y finalmente los controles. Esto coincide con los niveles
de exposicion, en que los atacamefos presentan mayores niveles de exposicion
que los no atacamefios (en la variable expoetnia se analizan los dos pardmetros en
conjunto). La concentracién de As en las ufias, también se presenta como un
factor de confusién al evaluar el CBPI. Al igual que en el caso de la expoetnia, el
CBPI varia en relacién con la exposicién al As, presentando un mayor grado de

toxicidad a mayor exposicién.

Finalmente, el consumo de pescado también presenta un valor significativo como

factor de confusidn, resultando que, a mayor consumo de pescado, mayor es el
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valor del CBPI. Esto es inesperado ya que se sabe que los peces acumulan As en su
organismo al estar en un ambiente contaminado, por lo que su consumo podria
tener consecuencias citotdxicas. De todos modos, hay que sefialar que los peces
metabolizan el arsénico acumuldndolo en su forma organica mayormente en
forma de arsenobetainas, que son mds excretables que las formas de As

inorganicas y que no ha demostrado presentar niveles de citotoxicidad.

Es importante destacar que al analizar el consumo semanal de pescado mediante
la correlacién de Pearson, vemos que esta variable estd correlacionada
negativamente con la etnia (-0.453, p=0,000), con la exposicién (-0.272, p=0,000)
y con la expoetnia, como variable conjunta (-0.398, p=0,000). Estas correlaciones
corresponden a la realidad geografica del muestreo ya que, en este estudio, la
poblacién control estd ubicada en una ciudad costera donde el consumo de
pescado fresco es mas habitual. La poblacién expuesta esta ubicada en el desierto
de Atacama, lejos del mar, donde no hay cursos abundantes de agua para poder
pescar. En estos sitios el consumo de pescado es muy pobre y, generalmente,
cuando se consume es pescado este proviene de otras regiones. A pesar de estas
consideraciones, los estadisticos de colinealidad dan un valor de tolerancia de la

variable de 0.842, por lo que se ha decidido mantenerla en el modelo.

443 MN en mucosa bucal

La evaluacién genotdxica de las células epiteliales es de gran utilidad desde el
punto de vista epidemioldgico. Hay que considerar que mas del 90% de los
canceres se originan en tejidos epiteliales (Carins, 1975). Se ha demostrado que el
ensayo de MN en células de exfoliaciéon es un biomarcador sensible a diversos
factores (Stich y Rosin, 1993b; Picker y Fox, 1986; Sarto er al, 1987). Ademas, el
uso de células de la mucosa bucal ha sido empleado en diversos estudios de
biomonitorizaciéon de poblaciones expuestas a elevadas concentraciones de As en
el agua para determinar el dafio genotdxico, evaluado por medio de la frecuencia
de MN (tabla 1.8).

Para determinar el dafio citogenético en células epiteliales se ha utilizado el test
de MN en células de la mucosa bucal, en el que se han determinado tanto las
células bucales con MN (CBMN), como los MN totales. En la tabla 4.13 se

presentan los valores de CBMN, MN totales, As en ufias y nimero de personas
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analizadas en cada grupo. Para determinar la significacién de las diferencias en la
frecuencia de microntcleos entre los distintos grupos, se ha usado la prueba ¢ de
Student. Como se puede observar, los valores de CBMN y MN totales oscilan de
manera parecida en los distintos grupos. Ademas, al calcular el coeficiente entre
MN totales y CBMN encontramos que, en todos los grupos, las CBMN presentan
un valor apenas superior a un MN. Como en el caso de los MN en linfocitos, se ha

decidido analizar la frecuencia de células que presentan dafio genético (CBMN),

ya sea con uno o mas MN.

Tabla 4.13:  Dafo citogenético medido en células de la mucosa bucal
Total C E EA ENA
Ne de personas 111 (100%) 106 (100%) 50 (47%) 56 (53%)
CBMN ()_( + ET) 2,74 + 0,26 3,14 + 0,32 3,02 + 0,34 3,24 + 0,54
MN (X = ET) 3.51+0,33 4,10 + 0,45 3,90 + 0,50 4,29+ 0,74
Utias (ugAs/g) 3,57 +0,65 10,15 + 1,56 13,04 + 2,72 7,69 + 1,70
Hombres HC HE HEA HNA
Ne de individuos 40 (36%) 23 (22%) 8 (8%) 15 (14%)
CBMN ()_( + ET) 3,21 + 0,45 2,83 +0,73 3,56 + 1,28 2,47 + 0,91
MN ()? + ET) 4,26 + 0,59 3,96 + 1,03 5,44 + 2,15 3,22 +1,12
Utias (ugAs/g) 4,73 + 0,93 11,12 + 4,25 17,50 + 9,63 7,72 + 4,06
Mujeres MC ME MA MNA
Ne de individuos 71 (64%) 83 (78%) 42 (40%) 41 (39%)
CBMN (X +ET) 2,44 + 0,30 3,23 £0,36 291+0,33 3,56 + 0,66
MN (X = ET) 3,03 +0,39 4,15 £ 0,50 3,60 + 0,44 4,73 £0,93
Unias (ugAs/g) 2,85+0,87 9,86 + 1,60 12,10+2,65 7,67 +1,80

CBMN: células bucales micronucleadas, MN: micronucleos totales.

Los valores de n se presentan junto al % en relacién con la poblacién total, las medias se presentan
junto al error tipico

Para una mayor comodidad, los resultados, ordenados por exposicién y sexo, se
han representado graficamente en la figura 4.13, la que se presenta a
continuacién. Como se puede ver en la figura, los resultados indican que no se
han encontrado diferencias estadisticamente significativas en cuanto al nivel de

dafio citogenético, al utilizar la variable CBMN, para comparar la poblacién
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expuesta con la poblacién control. Tampoco se obtuvieron valores significativos
en cuanto a la diferencia de dafio citogenético al analizar los grupos de hombres y

mujeres por separado.
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Figura 4.13: CBMN en la poblacién expuesta y control

Los datos obtenidos al analizar la poblacién expuesta y comparar los grupos segun
la etnia y el sexo se presentan en la figura 4.14. No se han detectado diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al la frecuencia de CBMN, al comparar

los distintos grupos de estudio.
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Figura 4.14: CBMN en la poblacién expuesta, separada por etnia
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Para analizar la poblacién total agrupada segun los diferentes lugares de
residencia, se ha confeccionado la tabla 4.14 en la que, ademads de los valores de
CBMN y MN totales, se presentan los valores de As en agua, la concentracién
media de As en ufias y el nimero de individuos de cada grupo. Los datos de

CBMN también se presentan graficamente en la figura 4.15.

Tabla 4.14: Dafo citogenético medido en células de la mucosa bucal en la

poblacidn, analizada por lugar de residencia

Residencia n mg As/L.  pg As/g ufia CBMN MN
San Pedro 25 0,75 18,33 + 4,88 2,16 + 0,26 2,52 +0,34
Toconao 16 0,02 8,79 + 2,50 418+091 5,84+1,34

Peine 8 0,003 258 +1,11 1,63 + 0,47 2,13 +0,49
Socaire 4 0,26 19,80 £ 16,08 4,00 +0,35 "¢ 4,75 +0,52
Calama 53 0,021 7,36 + 1,59 3,45 + 0,56 459 + 0,77
Concepcién 102 0,0002 3,57 + 0,65 2,74+ 0,26 3,51+0,33

Los valores de n se presentan junto al % en relacién con la poblacién total, las medias junto al
error tipico. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Los resultados indican que al comparar las frecuencias de CBMN para los distintos
lugares de residencia de la poblacién expuesta y compararlas con la poblacién del
grupo control (tabla 4.14), sélo se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre Socaire y Concepcién (p=0,001). En que la poblaciéon de

Socaire presenta una mayor frecuencia de CBMN que la poblacién de Concepcién

(p=0.001).

Para estudiar los posibles factores de confusién sobre la variable CBMN, se realiz6
un andlisis de varianza univariante. Para ello se ha tenido que transformar la
variable CBMN a (CBMN)!2 ya que es necesario cumplir con la normalidad de
distribucidon de los datos. Para verificar la normalidad de los datos se uso la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Al aplicar el modelo introduciendo las variables
evaluadas en la encuesta, encontramos que ninguna de ellas presenta ningun
efecto sobre la variable en estudio. También se utiliz6 un modelo de regresién
lineal multivariante para confirmar lo anterior y se volvid a encontrar el mismo
resultado, por lo que podemos concluir que ninguno de los factores evaluados en

la encuesta tienen un efecto detectable sobre la variable CBMN.
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Figura 4.15: CBMN en la poblacién, analizada por lugar de residencia

Para estudiar la correlacion entre las CBMN y la concentracion de As en agua y
uflas, se han realizado las graficas de dispersion con la correspondiente linea de
tendencia y, en cada caso, se ha determinado la ecuacién de la recta de regresién y
el coeficiente de correlacién R2. Se ha trabajado con el programa Excel. Los
valores del coeficiente de correlacién obtenidos son muy pequefios indicando que

las variables en estudio no estdn correlacionadas.

4.5 BIOMARCADOR DE SUSCEPTIBILIDAD INDIVIDUAL

La susceptibilidad individual frente a los compuestos xenobidticos estd
determinada por la existencia de polimorfismos genéticos involucrados en su
metabolismo. Esto supone diferentes capacidades enzimaticas en diversas rutas
metabdlicas y, por lo tanto, explica que las personas reaccionen de manera
diferente, en iguales condiciones, frente a una misma exposicién. En este estudio
se han analizado tres genes polimoérficos que codifican las GSTs, que se ha
postulado que participan en el metabolismo del As (Chiou ez a/, 1997; Taningher
et al, 1999; Chouchane y Snow, 2001; Suzuki er a/, 2001; Maiti y Chatterjee,
2002).
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Polimorfismos de las GSTs

El analisis de los polimorfismos genéticos se ha llevado a cabo sobre un total de
215 personas. En la tabla 4.15 se presenta la frecuencia de los distintos genotipos
para los genes GST71, GSTMI y GSTPI observados en la poblacién total

estudiada.

Tabla 4.15:  Frecuencia de los genotipos para GS771, GSTMI1 y GSTPI en la

poblacién estudiada

Alelo Frecuencia %

MF 123 57,2
Mr 92 42.8
Tr 176 81,9
Tr 39 18,1
Ile/ile 111 51,6
Ile/val 65 30,2
val/val 39 18,1

La poblacién estudiada en este trabajo cuenta con 92 personas que presentan la
delecion del gen GSTMI, lo que representa un 42,8% del total de la poblacién.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en una poblaciéon
espafiola estudiada por Herndndez y colaboradores (comunicacién personal), en la
que un 46,6% de la poblacion presentaba la delecion del gen y con la poblacién
egipcia estudiada por Abdel-Rahman y colaboradores (1996), en la que un 44% de
la poblacién también presentaba la delecion de GSTM 1.

Para el genotipo GS777, un 81,9% de la poblacién presenta el genotipo salvaje y
un 18,1% presenta la delecién del gen. Estos valores son similares a los obtenidos
por Garte y colaboradores (2001) para una poblacién caucdsica, en la que un

19,7%, de los individuos presenta la delecién del gen.

Para el genotipo GS7PI se cuenta con una poblacion total analizada de 215
individuos, de los cuales el 51,6% son homocigotos salvajes (presentan el genotipo
1le/ile), el 30,2% son heterocigotos (ile/val), y el 18,1% presenta en homocigosis el
alelo mutado (val/val). La poblacién estudiada no esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg, encontrandose mads representantes de lo esperado en los genotipos

homocigotos. Sin embargo, estos resultados son similares a los
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encontrados por Herndndez y colaboradores (comunicaciéon personal), en una
poblacién espaifiola, donde el 50,9% presenta el genotipo ile/ile (homocigoto
salvaje), un 36,2% es heterocigoto (ile/val) y un 12,9% presenta homocigosis para

el alelo mutado (val/val).
4.5.1 Analisis de los genotipos en la poblacién expuesta y control

En una poblacién total de 215 personas, se ha realizado el analisis de regresién
logistica binaria, comparando la poblacién expuesta con el control. Aunque, en
principio los polimorfismos genéticos no varian entre los habitantes de una zona
geografica concreta, dado que en este estudio la poblacidn expuesta presenta dos
grupos de etnia diferente, estos grupos también se han analizado por separado.
Para este andlisis contamos con 104 individuos expuestos y 111 individuos
controles. Los resultados del andlisis de regresiéon para cada uno de los loci
estudiados se presentan en la tabla 4.16, en la que se puede ver el numero de casos
analizados para cada genotipo, la frecuencia, los odds ratio y la correspondiente
significacion estadistica. Se destacan los casos en que se han obtenido resultados

estadisticamente significativos o que rozan el nivel de significacién.

Como podemos observar, los resultados del analisis de odds ratio no son
estadisticamente significativos al comparar los grupos expuesto y control para los
polimorfismos de GS7TMI1y de GSTT1. En cuanto al polimorfismo para GS7PI,
podemos constatar que la poblacién control estd en perfecto equilibrio de Hardy-
Weinberg; en cambio, la poblacién del grupo expuesto estd en desequilibrio,
encontrandose desplazada hacia los genotipos homocigotos y presentando un

menor numero de heterocigotos de lo esperado.

El dnico polimorfismo que presenta resultados estadisticamente significativos al
comparar los grupos expuesto y control corresponde al genotipo val/val para
GSTPI, que corresponde al homocigoto para el alelo mutado. El genotipo val/va/
se presenta en el 8,1% de los controles y en el 29,1% de los expuestos. El valor de
odds ratio con un intervalo de confianza del 95% (2,059-10,254), nos indica que el
genotipo val/val estd 4,6 veces mas representado en la poblacién expuesta que en
la poblacién control. De hecho, del total de personas que tienen el genotipo
val/val, el 23,1% son controles y el 76,9% expuestos (p=0,000).

127



Tabla 4.16:  Distribucion de las frecuencias genotipicas en los loci M1, 71y Pl

en los grupos expuesto y control

Genotipos n (%) OR (IC 95%) D
M1+ Mr

C 64(57,7) 47 (42,3)

E 59 (56,7 45 (43,3) M 1,039 (0,605-1,783) 0,891
Ir Tr

C 94(847)  17(153)

E 82(788) 22(21,2) 71,484 (0,738-2,894) 0,269
ile/ile ile/val val/val

C 64(57,7) 38(342) 9(81) /10,606 (0,353-1,038) 0,068

E 47 (452) 27 (26) 30 (29,1) /70,674 (0,374-1,213) 0,188

v/v 4,595 (2,059-10,254) 0,000%*

M, ile/ile M, ile/'val  M,val/val

C27(11,7) 13(11,7) 7(63) M, /60,741 (0,386-1,423) 0,367

E 20(189) 10 (9,4) 15 (14,2) M, i/v0,802 (0,335-1,917) 0,62

M, v/v2,504 (0,977-6,415) 0,056

T.ile/ile T.ile/val T,val/val
10 (9) 4 (3,6) 3(2,7) T, /10,842 (0,319-2,222) 0,728
E 8(7,5) 7 (6,6) 7 (6,6) T, i/v1,930 (0,548-6,798) 0,306
T, v/v2,598 (0,654-10,327) 0,175

0O

MT,ile/ile MT,ile/val MT, val/val

C 4(3,6) 0 2(1,8) M, T, /70,795 (0,174-3,638) 0,767
E 3(2,8) 1(0,9) 4(3,8) M,T, i/v
M,T, v/v2,202 (0,395-12,286) 0,368
M,val T, val MT,val
C 20(18) 7 (6,3) 2(1,8) M, v1,440 (0,744-2,788) 0,28
E 25(23,6) 14 (13,2) 5 (4,7) T, v2,311 (0,894-5,977) 0,084
M,T, v2,753 (0,522-14,509) 0,233
MT
C 6(5,4)
E 8(7,7) M-, T- 1,458 (0,488-4,355) 0,499

Desde MT hasta MT-,val, los valores de % son en relacién con el total de los otros genotipos
combinados. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

El genotipo ile/ile para GSTPI, (homocigoto para el alelo salvaje), se presenta en
un 57,7% de los controles y en un 45,2% de los expuestos. El valor de odds ratio
con un intervalo de confianza del 95% (0,353-1,038), nos indica que el genotipo
Ile/ile esta mas representado en la poblacién control. En este caso, del total de

personas que tienen el genotipo ile/ile, 57,7% son controles y 42,3% son expuestos
(p=0,068).
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Finalmente se presentan los valores para genotipos combinados. De las distintas
combinaciones analizadas, destacamos la A/, val/val, que corresponde a la delecién
del gen M1y al genotipo val/val para el gen GSTPI. En este caso podemos ver que
el genotipo M, val/val se presenta en el 6,3% de la poblacién control y el 14,2% de
la poblacién expuesta. El valor de odds ratio con un intervalo de confianza del
95% (977-6,415), nos indica que el genotipo AM,val/val esta 2,5 veces mas
representado en el grupo expuesto que en el control. Al analizar el total de
individuos con este genotipo se puede ver que el 31,8% son controles y el 68,2 son

expuestos (p=0,056).

4.5.2 Analisis de los genotipos en la poblacién total separada por etnia

Dada la existencia de dos etnias diferentes en la poblacién estudiada, resulta
apropiado efectuar el analisis poblacional de los genotipos separando la poblacién
por etnias. Para hacer este andlisis se dispone de 48 personas de etnia atacameiia
(EA) y con 167 personas de etnia no atacameiia (NA), entre expuestos y controles.
Los resultados del andlisis se presentan en la tabla 4.17, en la que se puede ver el
numero de casos analizados para cada genotipo, la frecuencia, el valor de odds
ratio con su intervalo de confianza, y la significacion estadistica para cada uno de
los casos. Se destacan los resultados que han presentado diferencias

estadisticamente significativas.

Como podemos ver al separar la poblacidn por etnia, independientemente de su
exposicion, no se presentan resultados estadisticamente significativos para los loci
GSTM1 y GSTTI cuando se consideran de forma independiente. En cuanto al
polimorfismo en GS7PI, podemos decir que la poblacién atacamefia no estd en
equilibrio de Hardy-Weinberg (x2=5,18) encontrandose mas representados los
genotipos homocigotos. La poblacién no atacamefa tampoco estd en equilibrio
(x?=21), presentando una mayor frecuencia de homocigotos salvajes (i/e/7le), una
menor frecuencia de heterocigotos y una frecuencia de acuerdo con lo esperado

de homocigotos mutantes (val/val).
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Tabla 4.17:  Distribucion de las frecuencias genotipicas en los loci M1, 71y Pl

en la poblacién agrupada por etnia

Genotipo n (%) OR (I.C 95%) p
MI+ M1
EA 26(542) 22 (45,8)
NA 97(58,1) 70 (41,9) M 0,835 (0,447-1,627) 0,629
Tr Tr-
EA 37(77,1)  11(22,9)
NA 139(832) 28(16,8) 7:0,678 (0,309-1,487) 0,332
ile/ile Ile/val val/val
EA 14(29.2) 16(33,3) 18(38,3) 43,365 (1,681-6,737) 0,001**
NA 97(58,1) 49(29,3)  21(12,6)  i/v 0,831 (0,418-1,650) 0,596
v/v 0,240 (0,114-0,504) 0,000
M, ile/ile M, ile/val M, val/val
EA 7 (14) 5 (10) 10 (20) M, /61,845 (0,768-4,433) 0,171
NA 40 (24) 18 (10,8)  12(7,2) M, /71,039 (0,365-2,961) 0,943

M, v/v0,294 (0,118-0,732) 0,008**
T ile/ile T, ile/val T, val/val
EA 4(8) 3 (6) 4(8) T, /11,007 (0,315-3,213) 0,991
NA 14(84)  8(48) 6 (3,6) T, i/v0,755 (0,192-2,963) 0,687
T, i/v0,410 (0,111-1,517) 0,182

MT, ile/ile MT.ile/'val MT,val/val

EA 2@4) 0 3 (6) M,T, /70,710 (0,133-3,779) 0,688
NA 5(3) 1(0,6) 3(1,8) M, T, v - -
M, T, v/v0,276 (0,054-1,415) 0,123
M,val T,val MT,val
EA 15 (30) 7 (14) 3 (6) M, v0,482 (0,233-0,997) 0,049*
NA 30(18) 14 (8,4) 4(2,4) T, v0,536 (0,203-1,415) 0,208
M,T v0,368 (0,790-1,705) 0,201
MT
EA 9(5,4)
NA 5(10,4) M-, T- 0,490 (0,156-1,538) 0,221

Desde MT hasta MT-,val, los valores de % son en relacién con el total de los otros genotipos
combinados. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

Hay cuatro polimorfismos que presentan diferencias estadisticamente
significativas al separar la poblacién por etnias, tres de los cuales coinciden con el
analisis realizado en la poblacién separada por exposicién. Asi, el genotipo ile/ile
(homocigoto para el alelo salvaje en GS7PI) estd presente en el 29,2% de los

atacamerios y en el 58,1% de los no atacameios. El valor de odds ratio con un
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intervalo de confianza del 95% (1,681-6,737) nos indica que el polimorfismo

1le/ile estd 3,4 veces mas representado en la poblacién no atacameia (p=0,001).

El genotipo val/val (homocigoto para el alelo mutado en GS7PI) esta presente en
el 38,3% de atacamefios y en el 12,6% de los no atacamefios. Como nos indica el
valor de odds ratio con un intervalo de confianza del 95% (0,114-0,504), el

polimorfismo val/valestd mas representado en la poblacidn atacamena (p=0,000).

El polimorfismo A, val/val (ausencia del gen GSTMI y homocigosis para el alelo
mutado en GSTPI) esta presente en el 20% de los atacamefios y en el 7,2% de los
no atacamefios. Como nos indica el valor de odds ratio con un intervalo de
confianza del 95% (0,118-0,732), el polimorfismo val/val/ se encuentra mas

representado en la poblacion atacameiia (p=0,008).

El polimorfismo Af,val (Delecién del gen GSTMI y al menos a una copia para el
alelo en GSTPI) esta presente en el 30% de los atacamefios y en el 18% de los no
atacamefios. Como nos indica el valor de odds ratio con un intervalo de confianza
del 95% (0,233-0,997), el polimorfismo Af,val estd mas representado en la
poblacién atacameiia (p=0,049).

45.3 Anilisis de genotipos y microntcleos en linfocitos de sangre
periférica

Para realizar este analisis se compararon las frecuencias genotipicas en aquellos
subgrupos con un valor de MN (BNMN) por bajo y por encima de la media de
células binucleadas con MN (BNMN), que en la poblacién total es de 10 BNMN,
Este andlisis comparativo también se efectué entre los subgrupos extremos
correspondientes al percentil 25 (<5%o0 BNMN) y al percentil 75 (219%0 BNMN).
Debido a que el andlisis presenta significaciéon estadistica para los mismos
genotipos, se presenta tan sélo la comparacién de los subgrupos de los extremos.
En la poblacién total hay 58 personas que tienen un valor de hasta 5 MN y 48
personas que tienen 19 o mas MN. A continuacién se presenta la tabla 4.18, que
muestra la distribucién de la frecuencia de los polimorfismos de las GS7s en los
diferentes loci estudiados, en la poblacién ordenada y analizada segiin el numero
de BNMN en linfocitos de sangre periférica. En la tabla se puede ver el nimero de

casos analizados para cada genotipo, la frecuencia, el valor de odds ratio, con su
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intervalo de confianza y la significacién estadistica para cada uno de los casos. Se
destacan los resultados que han mostrando diferencias estadisticamente

significativas.

Como podemos ver en la tabla 4.18, los valores del andlisis de los genotipos
GSTM1 y GSTTI no presentan resultados estadisticamente significativos al
analizarlos por separado. En cuanto al polimorfismo de GS7P7 podemos decir
que, al agrupar la poblacién segiin el numero de células binucleadas con MN, el
subgrupo correspondiente al percentil 25 (BNMN<5%o0) no se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg (x?>=7,29), estando mas desplazada hacia los
homocigotos salvajes (ile/ile) de lo esperado, con menos heterocigotos y un
numero esperado de homocigotos mutantes (va//val). En cuanto al subgrupo
correspondiente al percentil 75 (BNMN>19%o), la poblacién tampoco se
encuentra en equilibrio (x?=5,18) halldndose desplazada hacia los homocigotos.
Sin embargo, hay que sefialar que parte de estas desviaciones del equilibrio se

podrian atribuir al pequefio tamafio muestral.

Al analizar la poblacién segiin el nimero de BNMN en linfocitos de sangre
periférica podemos ver que hay tres genotipos en los que se presentan resultados
estadisticamente significativos al comparar los subgrupos extremos. El genotipo
ile/ile (homocigoto para el alelo salvaje GS7TPI), se encuentra en un 60,3%
individuos que tienen un valor de BNMN < 5%o y en el 37,5% de los individuos
con un valor de BNMN 2> 19%o. El valor de odds ratio con un intervalo de
confianza del 95% (0,171-0,832), nos indica que el fenotipo ile/ile estda mas
representado en el grupo con menor dafo celular medido mediante el ensayo de
MN en linfocitos (p=0,016).

Por lo que se refiere al genotipo val/val (homocigoto para el alelo mutado GS7PI),
este se presenta en un 12,1% de individuos con un valor de BNMN < 5%o y en un
29,2% de individuos con un valor de BNMN > 19%o. El valor de odds ratio con un
intervalo de confianza del 95% (1,075-8,047), nos indica que el genotipo val/val

estd 2,94 veces mas representado en la poblacién con mayor dafio citogenético
(p=0,030).
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Tabla 4.18:  Distribucion de las frecuencias genotipicas en los loci M1, 71y Pl

en relacién con el dafio citogenético medido en linfocitos

BNMN Genotipo n (%) OR (I.C 95%) 2

M1+ Mr

<5%o 27 (46,6) 31 (53,4)

>19%0 28 (58,3) 20 (41,7) M 0,599 (0,276-1,301) 0,195
T Tr-

<5%o 49 (84,5) 9 (15,5)

>19%o0 38(79,2) 10 (20,8) 7°1,612 (0,580-4,477) 0,360
ile/ile ile/val val/val

<5%o  35(60,3) 16 (27,6) 7 (12,1) 0,377 (0,171-0,832) 0,016*

>19%o 18 (37,5) 16(33,3)  14(292) /v 1,400 (0,604-3,247) 0,433

v/v2,941 (1,075-8,047) 0,036*

M, ile/ile M, ile/val M ,val/val

<5%0 19 (32,8) 5 (8,6) 7 (12,1) M, /10,286 (0,103-0,790) 0,016*

>19%0 6(125)  6(12,5) 8 (16,7) M, /71,486 (0,424-5209) 0,536

M, v/v 1,429 (0,477-4,276) 0,524
T, ile/ile T.ile/val T,val/val
<5%0 2(3,4) 4(6,9) 3(5,2) T, 1/73,198 (0,591-17,289) 0,177
>19%0 5(10,4)  1(2,1) 4(8,3) T, i/v0,383 (0,039-3,807) 0,413
T, v/v 1,636 (0,348-7,702) 0,533
M, T ile/ile M,T,ile/val M,T,val/val

<5%0 1(1,7) 0 3 (5,2) M, T, 711,191 (0,073-19,570) 0,902
>219%0 1 (2,1) 0 3 (6,3) M,T i/v - -
M, T, v/v1,200 (0,231-6,239) 0,828
M,val T,val M, T, val
<5%0 12(20,7) 7(12,1) 3(5,2) M, v1,544 (0,634-3,762) 0,339
>19%0 14(29,2) 5(10,4) 3 (6,3) T, v0,988 (0,282-3,465) 0,985
M,T, v1,200 (0,231-6,239) 0,828
M,T
<5%0 4(6,9)
>19%o0 4 (8,3) M, T 1,205 (0,285-5,096) 0,800

Desde MT hasta MT-,val, los valores de % son en relacién con el total de los otros genotipos
combinados. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

Finalmente, en cuanto al genotipo M, ile/ile (genotipo nulo para GSTMI y
homocigoto para el alelo salvaje GSTPI), se presenta en el 32,8% de los individuos
con un valor de BNMN < 5%o y en el 12,5% de los individuos con un valor de

BNMN > 19%eo. El valor de odds ratio con un intervalo de confianza del 95%
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(0,103-0,790), nos indica que el polimorfismo M, ile/ile esta mas representado en

el grupo con menor dafio citogenético (p=0,016).

4.5.4 Anilisis de genotipos y microntcleos en células de la mucosa bucal

Este andlisis se ha realizado sobre la frecuencia de dafio citogenético en células
bucales con MN (CBMN) en 1.000 células. Se han determinado las frecuencias
genotipicas para los genes GSTM1, GSTT1y GSTPI . Se han estudiado los grupos
pertenecientes a los percentiles 25 (CBMN<1%o) y 75 (3,8%0>CBMN). En la tabla
4.19 se presentan los resultados obtenidos para todos los genotipos estudiados, el
numero de individuos correspondientes a cada genotipo, su frecuencia, el valor de
odds ratio y la significacién estadistica para cada uno. Se destacan aquellos

resultados que han mostrado diferencias estadisticamente significativas.

Podemos observar que, al analizar la poblacién de los extremos en cuanto a la
frecuencia de BNMN, los valores de odds ratio para los genotipos GSTMI y
GSTTI no presentan significacion estadistica cuando se analizan individualmente.
En cuanto al polimorfismo de GS7PI, podemos decir que el grupo
correspondiente al percentil 25 (CBMN<1%o) no esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg (x?=3,89), encontrandose desplazado hacia los genotipos homocigotos.
En cuanto al grupo correspondiente al percentil 75 (CBMN2>3,8%o), la poblacién
se encuentra en desequilibrio presentdndose desplazado también hacia los

genotipos homocigotos (x 2=8,23).

Como podemos ver, los resultados muestran que hay tres genotipos que presentan
diferencias estadisticamente significativas al hacer las comparaciones y otro que
roza el limite de la significacién. El genotipo val//va/ (homocigoto para el alelo
mutado GSTPI) se presenta en el 13,6% de los individuos con una o menos de
1%o0 CBMN vy en el 24% de los individuos con al menos 3,8%o0 CBMN. Los valores
de odds ratio con un intervalo de confianza del 95% (1,061-7,519), indican que el
genotipo val/val se encuentra 2,8 veces mas representado en la poblacién con
mayor dafio celular. Hay que tener en cuenta que el tamafio muestral para este

genotipo es de tan sélo 20 personas (p=0,038).

El genotipo M, ile/ile (GSTM1I ausente y homocigosis del genotipo salvaje para
GSTPI) se presenta en el 32,2% de la poblacién con CBMN<1%o y en un 14% de
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la poblacién que presenta CBMN=>3,8%o. Los valores de odds ratio con un
intervalo de confianza del 95% (0,167-0,980), nos indican que el genotipo A7,

1le/ile esta 0,6 veces mas representado en el grupo perteneciente al percentil 25
(p=0,045).

Tabla 4.19:  Distribucion de las frecuencias genotipicas en los loci M1, 71y Pl
en relaciéon con el dafio citogenético medido en células de la

mucosa bucal

CBMN Genotipo n (%) OR (I.C 95%) P
M+ MI
<1 27(458) 32(548)
>38 31(62)  19(38) M 0,670 (0,330-1,363) 0,269
Tr TrI-
<1 47(79,7) 12 (20,3)
>3,8 40(80) 10 (20) 7:0,917 (0,375-2,240) 0,849
ile/ile ile/val val/val
<1 33(559) 18(30,5) 8(13,6)  #40,917 (0,375-2,240) 0,154
>38 24(48)  14(28)  12(24) 0,920 (0,430-1,967) 0,829
v/v2,825 (1,061-7,519) 0,038*
M, ile/ile M, iletval M ,val/val
<1 19(322) 9(153) 4(6.8) M, /60,405 (0,167-0,980) 0,045*
38  7(14) 5 (10) 7 (14) M, /70,509 (0,163-1,588) 0,245
M, v/v 3,495 (1,047-11,664) 0,042*
T.ile/ile  T,ile/val T,val/val
<1 7(1L9) 1(1,7) 4(6,8) T', /0,218 (0,045-1,056) 0,058
>38 3(6) 4(8) 3 (6) T, i/v7,245 (0,846-62,080) 0,071
T, vwv1,107 (0,215-5,711) 0,903
M, T, ile/ile M, T, ile/val M, T, val/val
<1 3(51) 1(1,7) 3(5,2) M, T, i/i0,356 (0,036-3,523) 0,377
>38 1(2) 0 2 (4) M, T, i/v0
M,T, v/v1,661 (0,268-10,304) 0,586
M,val T,val M,T,val
<1 13(22) 5(85) 4(6,8) M, v1,355 (0,595-3,090) 0,469
>38 12(24)  7(14) 2 (4) T, v2,745 (0,798-9,445) 0,109
M, T, v1,107 (0,215-5,711) 0,903
M,T
<1 7(119)
23,8 3(6) M,T 0,715 (0,192-2,670) 0,618

Desde MT hasta MT-,val, los valores de % son en relacién con el total de los otros genotipos
combinados. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001

135



El genotipo M,val/val (GSTM1I ausente y homocigosis del genotipo mutante de
GSTPI) se presenta en el 6,8% de la poblaciéon con CBMN<1%o y en el 14% de la
poblacién que presenta CBMN>3,8%o. El valor de odds ratio con un intervalo de
confianza del 95% (1,047-11,664), indican que el genotipo A,val/val esta 3,5
veces mas representado en el grupo perteneciente al percentil 75 (p=0,042). Hay

que resaltar el escaso numero de personas con este genotipo.

Finalmente y a modo de resumen podemos decir que no se han encontrado
diferencias en cuanto a la distribucién de los genotipos de GS7M1 ni GSTPI en
ninguna de las poblaciones estudiadas. Sin embargo, se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la distribucién de
frecuencias para el genotipo GS7PI. Asi, el genotipo val/val (homocigoto del
genotipo mutante de GSTP1) se encuentra mds representado en la poblacién
expuesta que en el control. Este genotipo también se encuentra mas
frecuentemente en la poblacién de etnia atacamefia. Al analizar las frecuencias
genotipicas en relacién con el dafio citogenético se ha encontrado que el genotipo
val/val se presenta con mayor frecuencia en los grupos que presentan un mayor

nivel de dafio tanto en linfocitos como en mucosa bucal.
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5 DISCUSION

No cabe duda de que la presencia de altas concentraciones de As en los distintos
medios, representa un grave problema ambiental y de salud para las diversas
poblaciones expuestas. Su amplia distribucién en los distintos ambientes naturales
y la amplificacién de su exposicion debido a diversas actividades antropicas, como
el uso de pesticidas arsenicados, quema de carbdn, y diversos usos industriales,
entre otras, supone un aumento considerable de la poblaciéon expuesta a altas
concentraciones de dicho elemento. Hoy en dia, son muchos los paises que
presentan problemas de arsenicismo por diferentes vias (figura 1.1), siendo la mas

destacada la exposicién al As a través del agua de consumo.

Se ha comprobado que la presencia de altas concentraciones de As en el agua
produce una serie de efectos adversos, sobre la salud de las poblaciones humanas.
Los estudios de biomonitorizacién genotdxica de poblaciones expuestas a dichas
condiciones presentan evidencias significativas de dafio citogenético evaluado por
distintos ensayos, como son los de MN, CA y SCE, en diversos estudios llevados a

cabo tanto in vitro como in vivo, y utilizando diferentes especies y tipos celulares.

Si bien la IARC ha clasificado al As y sus compuestos como carcinogenos
humanos (IARC, 2003), el hecho de que no se conozcan bien los mecanismos de
accién en cuanto a su genotoxicidad, conlleva cierta ambigiiedad en cuanto a la
estima del riesgo real de la exposicién al As y a los compuestos de As. De hecho, la
OMS propone un nivel de exposiciéon menor que la IARC para el agua de consumo
(0,01 mg As/L y 0,05 mg As/L, respectivamente) y argumenta que si el nivel
minimo de exposicién debe ubicarse por debajo del nivel mds bajo que produce
dafio (que en el caso del As no se conoce), entonces la concentracién de As en el

agua de consumo humano deberia tender a cero.

5.1 GRUPOS DE ANALISIS

La poblacién estudiada se divide en dos grupos principales que se diferencian
basicamente en los niveles de exposiciéon ambiental al As. El hecho de que la
poblacién expuesta esté dividida en dos grupos étnicos bien definidos hace atn

mads interesante su estudio, ya que nos permite analizarlos bajo las mismas
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condiciones y aportar mas conocimientos acerca de la supuesta resistencia de los
atacamerios frente a la exposicién ambiental a As, a la que se han visto sometidos
a lo largo de tantas generaciones. Es por esta razén que nos ha interesado estudiar
los efectos genotdxicos del As en ambos grupos étnicos. Debido a que la poblacién
en estudio reside en distintos pueblos en que se presentan distintas fuentes de
agua de consumo humano, ha sido de interés el estudio de la poblacién agrupada
por lugar de residencia. Cada grupo de andlisis se ha dividido también entre

hombres y mujeres.

La poblacién expuesta no atacamerfia, esta compuesta principalmente por mestizos
y caucasicos que, debido al auge de la mineria iniciada en 1.866 y que hoy
continua vigente, se han desplazado a esta zona. Esta poblacién es la que ha
presentado graves problemas de salud publica, lo que llevd a determinar con gran
sorpresa que el agua de la cual se abastecian contenia elevadas concentraciones de
As. Si bien los niveles actuales son menores que entonces, siguen siendo un
problema para la salud de esta poblacién y de las demds poblaciones en

situaciones similares.

Por otro lado, tenemos a la poblacion atacamefia, que habita en la zona norte de
Chile y Argentina hace mds de 11.000 afios y que constituye un 47% de la
poblacién expuesta. La etnia atacameria ha sido objeto de estudios anteriores, en
los que se ha puesto de manifiesto que no muestra los tipicos efectos del
hidroarsenicismo detectados en poblaciones de otras etnias, que presentan
problemas en la piel o un aumento de la incidencia de varias enfermedades, entre
ellas el cancer (Seoane er a/, 1998). Al participar en el muestreo de la poblacion de
estudio un dermatdlogo experto (Dr. Alex Arroyo, del Departamento de Ciencias
Médicas de la Universidad de Antofagasta), se pudo verificar que ninguno de los
50 individuos atacamefos estudiados presentaba lesiones dérmicas. Es por ello que
los resultados de esta tesis pueden aportar informacién acerca de la supuesta

resistencia a los efectos del arsenicismo de la poblacién atacamena.

A este respecto, en 1993 Sancha y colaboradores estudiaron una poblaciéon de 761
atacamefios y encontraron una clara relacion dosis-respuesta entre la
concentracion de As en el agua de consumo y la frecuencia de lesiones dérmicas.
Sin embargo, se observo una escasez de efectos sobre la salud de la poblacién
atacameiia que proponen podria ser explicada por una menor susceptibilidad a los

efectos del As, debido a una mayor capacidad de detoxificacién que podria estar
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influenciada por factores genéticos, nutricionales o por distintos héabitos. De
hecho, estudios posteriores han determinado que los atacamefios tienen un
metabolismo del As particular, diferente al encontrado en otras poblaciones,
excretando mas DMA y As(i) y una baja cantidad de MMA, en comparacién con
otras poblaciones estudiadas (Vahter ez al, 1995; Dulout er a/, 1998).

En 1998 Seoane y colaboradores publicaron un estudio sobre una poblacién
atacamenia de 86 individuos en Argentina, de los que 55 estaban expuestos a altas
concentraciones de As (0,2 mg As/L). Se determiné que la poblacién expuesta no
presentaba antecedentes de cancer de piel ni lesiones precancerosas entre sus
integrantes. A pesar de que se encontr6 un aumento significativo en la frecuencia
de MN en la poblacién expuesta, paraddjicamente se encontraron frecuencias
normales de MN en personas con lesiones cutaneas derivadas de la exposicion al
As.

Un estudio realizado en la zona de Atacama por Smith y colaboradores (2000),
analizando 11 familias atacamefias, no detecté problemas cutaneos debido a las
altas concentraciones de As en la zona en las mujeres expuestas. Sin embargo, la
prevalencia de lesiones cutaneas encontrada en hombres y nifios de la pequeia
poblacién estudiada fueron similares a los encontrados en Taiwan e India, en
donde los problemas nutricionales han aumentado la susceptibilidad de las
personas expuestas a los efectos adversos del arsenicismo crénico. En Taiwan se
presenta una patologia endémica, conocida con el nombre de enfermedad de los
pies negros (blackfoot disease), que consiste en un desorden vascular oclusivo que
en casos graves provoca gangrena de las extremidades inferiores (Brown y Fan,
1994). En contraposiciéon podemos destacar la buena nutricién del pueblo
atacamerio, si bien no hay que olvidar que el tamafio muestral del trabajo de
Smith es bajo. En relacién con nuestro estudio, hay que sefialar que la poblacién
atacamenia analizada es mayoritariamente femenina, al igual que en el trabajo de
Smith y colaboradores. Por otro lado hay que remarcar que el médico que practicd
la exploracién dermatoldgica e hizo la correspondiente evaluacién en términos de
salud en nuestro estudio habia participado en el trabajo de Smith, por lo que los
métodos y criterios seguidos para la deteccion y evaluacién de los efectos adversos

son muy similares.

Como ya se ha comentado anteriormente, debido a las caracteristicas geoldgicas

de la zona, la concentracién de As en las escasas fuentes de agua varia
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dependiendo de la concentracién en que se presente en los suelos. Es por este
motivo que hay un interés especial por estudiar la poblacién segun el lugar de

residencia, aunque en algunos casos el tamafio muestral sea muy pequefio.

La poblacién control siempre se analiza como un solo grupo de 111 personas, ya
que no presenta diferencias étnicas ni de exposicién. La poblaciéon expuesta se
divide en 5 subgrupos, en los que hay que tener en cuenta las diferencias de
tamafio. Asi en Peine y Socaire sélo contamos con 8 y 4 personas,
respectivamente. En los casos en que la poblacion es pequeiia, si bien no podemos
sacar conclusiones generalizables, podemos tener cierta idea de lo que estd

sucediendo.

La poblacién también se ha analizado separando los hombres y las mujeres.
Debido a las particularidades del muestreo, en todos los grupos de estudio hay
entre un 60% y un 80% de mujeres. El total de hombres es de 63, entre los que
hay 40 controles y 23 expuestos. Al hacer el andlisis por etnias, podemos ver que
los grupos de hombres expuestos consisten en 8 atacamefios y 15 no atacameios y,
al analizar segun el lugar de residencia, los valores son bastante bajos no

presentandose ningun hombre en la muestra de Socaire.

Como podemos ver la poblacién analizada en este estudio presenta un numero
poblacional grande comparada con la mayoria de los estudios similares que se ha
analizado. El hecho de que la poblacién expuesta presente dos grupos étnicos
claramente definidos y balanceados, permite hacer una evaluacién comparandolos
entre ellos y cada uno con el grupo control. El analisis poblacional también se ha
realizado separando las poblaciones de hombres y mujeres, lo que ha permitido
conocer el comportamiento de ambos grupos por separado. En el caso del analisis
poblacional en relacién con el lugar de residencia, algunos grupos han resultado
ser muy pequefios. Sin embargo, y a pesar de las limitaciones del disefio del
muestreo, el andlisis de los distintos grupos se ha obtenido informacién nueva,

que permite comprar nuestra poblacién con la obtenida en estudios anteriores.

5.2 AS AMBIENTAL

Actualmente la mayor via de exposicién al As, en los diferentes paises, es a través
del agua de consumo. En esta Tesis Doctoral se ha estudiado una poblacién

expuesta a As en el norte de Chile, donde tanto la concentracién como la
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distribucién del As estdn determinadas por la geologia de la zona, que presenta
una gran cantidad de volcanes y géiseres, asociados a abundantes yacimientos
minerales. Esta situaciéon provoca una gran variabilidad en cuanto a la
concentracién de As en las aguas de la regién, que varia dependiendo de los suelos
por los que esta fluye. Es por esta razén que, en los escasos rios de la zona, la
concentracién de As presenta grandes variaciones a lo largo de su curso,
determinando a su vez la exposiciéon a la que se encuentran las diferentes
poblaciones. Esto explica que en la poblacién expuesta estudiada se presenten
variaciones en cuanto a los niveles de As en el agua de consumo, dependiendo del

lugar de residencia.

En la regién de Antofagasta, la aparicion de una serie de patologias asociadas con
la exposicién al As llevaron a determinar su concentracion en el agua de consumo
humano y se encontré que el agua que abastecia la ciudad desde 1958 contenia
niveles de hasta 0,8 mg As/L. Actualmente, el agua de consumo se somete a
sistemas de abatimiento de As, aunque no se alcanzan a cumplir los niveles
reglamentarios en toda la regiéon. Es por ello que, dependiendo de la zona

geografica en que se realice el andlisis, estos niveles varian considerablemente.

El hecho de que la poblacién expuesta esté ubicada en el desierto de Atacama,
acota las vias y fuentes de exposicién poblacional ya que, por ejemplo, no se
pueden desarrollar actividades agricolas o ganaderas importantes, no se realizan
fumigaciones, y no se han instalado industrias importantes debido a que todas
estas actividades requieren un elevado consumo de agua, recurso muy escaso en la
zona. Los distintos pueblos de la regién, dependiendo de su ubicacién, de sus
habitantes y de sus necesidades pueden contar con una red de agua potable
domiciliaria, disponer de estanques que son abastecidos por camiones aljibe, o
tomar el agua directamente de los cursos mas cercanos; en algunos pueblos puede
darse una combinacion de estos sistemas de abastecimiento. Esta situacion explica
la alta variabilidad de concentracién de As en el agua de consumo a la que esta
expuesta la poblacién en los distintos pueblos muestreados (tabla 4.6). Dado que la
movilidad implica la exposicién de los individuos a distintas fuentes de agua,
también se realizé el muestreo en otras zonas como son: Chuquicamata, la
principal mina de cobre de la regién, una gran ciudad como Antofagasta, y lugares
del desierto donde se practica una agricultura a pequefa escala, como es el caso de

Lasana.
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Como se puede ver en la tabla 4.6, en este estudio se ha corroborado que existe
una gran diferencia en los niveles de concentraciéon de As en agua potable de las
poblaciones expuesta y control. Si bien en esta tabla se puede apreciar claramente
la heterogeneidad de los niveles de concentraciéon de As en los distintos puntos
muestreados, hay que destacar también que los pueblos de Antofagasta,
Chuquicamata, Toconao, Peine y Calama presentan niveles que estan por debajo
de la norma chilena (0,05 mg As/L), mientras que Lasana, Socaire y San Pedro de

Atacama presentan niveles por encima de la norma.

Los datos obtenidos en nuestro estudio coinciden basicamente con los obtenidos
previamente por Santolaya y colaboradores (1995), en los que los andlisis
realizados indican una gran heterogeneidad en los niveles de concentracién de As
en el agua de consumo (tabla 1.5). En dicho muestreo, realizado en 1992, los
valores de As en el agua de Antofagasta medidos en mg As/L varian entre >0,01 y
0,06; en Chuquicamata, oscilan entre >0,01 y 0,06; en Calama, entre 0,03 y 0,05;
en Lasana, entre >0,01 y 0,37 y en San Pedro de Atacama, entre 0,17 y 0,70.

En 1993, Sancha y colaboradores determinaron los niveles de As total en distintas
localidades de la region de Antofagasta, encontrando concentraciones de As
(mg/L) de 0,019 en Toconao; 0,1 en Peine; 0,372 en Lasana; 0,22 en Socaire y
0,619 en San Pedro de Atacama. En el estudio de Moore y colaboradores (1997) se
midieron los niveles de As en el agua de San Pedro de Atacama y se detecté una
concentracion de 0,6 mgAs/L. En el afio 2000, un estudio realizado en Chiu-Chiu
indicé una concentracién de As en agua potable entre 0,75 y 0,80 mg As/L (Smith
et al., 2000) y, dos afios mas tarde, otro estudio encontré concentraciones entre
0,735 y 0,762 mg As/L en la misma zona (Joyce et al, 2002). Asi, la concentraciéon
de As en el agua de consumo determinada en estudios anteriores corrobora una
exposicion elevada y heterogénea, a lo largo del tiempo, en la poblacién objeto de

estudio.

En cuanto a la exposicién a As a través de los alimentos, se ha determinado que
los alimentos que se cultivan en presencia de altas concentraciones de As son
capaces de concentrarlo en diferentes magnitudes. Un estudio realizado en la zona
norte del pais indica que la concentracién de As en los vegetales cultivados en esta
zona es significativamente mas elevada que la de los cultivos de zonas no
contaminadas (tabla 1.2). Resultados similares se encuentran en los peces

obtenidos de zonas contaminadas (Frenz y Sancha, 1997). En este estudio también
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se calculd el aporte de As recibido con los diferentes alimentos y se encontré un
aumento significativo en las zonas contaminadas, al compararlas con las zonas no

contaminadas.

En el caso de los grandes nucleos urbanos, como es el caso de Calama (en donde se
realizé el muestreo de la poblacidn expuesta no atacameiia), la mayor parte de los
alimentos procede de otras zonas del pais ya que su clima desértico no les permite
una produccién propia suficiente. Por esto, se puede considerar que esta fuente de
exposicion tiene poca importancia para los habitantes de Calama. En cuanto a los
pueblos de San Pedro de Atacama, Toconao, Peine y Socaire (donde se realizé el
muestreo de la poblacion atacameia), se practica una agricultura de subsistencia
utilizando las escasas fuentes de agua local. Por tanto, esta via si que podria actuar

como fuente suplementaria de exposicion al As (Mufioz er al, 2002).

En cuanto a la exposicién por consumo de productos del mar, se ha determinado
que tanto el pescado, como el marisco y los crusticeos contienen una alta
concentracion de As en forma de arsenobetaina. Aunque este compuesto es
bastante estable y se excreta a través de la orina sin presentar cambios, puede
alterar la concentracion total de As medible en la orina. Las algas también pueden
contener altas concentraciones de As en forma de arsenoaztcares y se sabe que su
ingesta puede alterar los resultados del estudio de la excreciéon del As, induciendo
a error cuando se usa la concentracién de arsénico total en orina como indicador
de exposicidn a As(i). Se ha observado que los bivalvos presentan concentraciones
elevadas de arsenobetaina y arsenocolina y, en otros organismos marinos, se han
detectado otras formas de arsénico organico como el 6xido de trimetilarsina y la
trimetilarsina, pero en menor proporciéon que la arsenobetaina y los

arsenoazucares (Ma y Le, 1998).

En nuestro estudio, el consumo de pescado y de marisco fue evaluado mediante la
encuesta. Conviene destacar que la poblacién control es residente de una ciudad
costera y que la poblacién expuesta habita en una region desértica, en donde la
probabilidad de consumir pescado fresco es muy pequeia; esta situaciéon es atn
mas marcada en los pueblos de San Pedro de Atacama, Toconao, Peine y Socaire,

en que practicamente no se consume pescado (tabla 4.5)

La exposicién a As a través del aire puede ser muy variable en funcién de la zona.

En el estudio realizado por Frenz y Sancha en 1997, se determiné que la
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contribucién porcentual de la exposicién por via aérea era de un 1% en la ciudad
de Calama (donde se realizd el muestreo de nuestra poblaciéon expuesta no
atacameria) y de 1,3% en la ciudad de Concepcién (donde se realizé el muestreo
de nuestra poblacién control). En el estudio se determiné que, entre enero de
1991 y abril de 1995, la concentracién de As en el material particulado
atmosférico de Chuquicamata presentaba un valor promedio de 1,276 ug As/m3y
en Calama de 0,129 pg As/m3? entre junio de 1994 y junio de 1995. Los otros
valores que se obtuvieron fueron 0,056 ug As/m? en Antofagasta y 0,007 pg As/m?
en Concepciéon. Podemos ver que los niveles de As en el material particulado
atmosférico disminuyen rapidamente al alejarse de la zona de influencia de la
actividad minera y que, en la zona control, estos niveles son significativamente
mas bajos. Asi, se ha considerado que los efectos del As por via aérea, para el caso
particular de nuestro estudio, son irrelevantes al ser comparados con las

cantidades ingeridas a través del agua.

El analisis de los resultados de la concentracién a As en el agua de consumo
humano ha indicado que las poblaciones expuesta y control difieren en cuanto a
la exposicién a As ambiental. Estudios anteriores, indican que la concentracion de
As en el agua varia en relacién con ciertos factores ambientales. Por otro lado, y
considerando que los habitos personales pueden variar los niveles de exposicién
de la poblacién, la exposiciéon se ha determinado de manera mads precisa mediante
el uso de biomarcadores de exposicién interna, en este caso la concentracion total

de As en orina y en ufias.

5.3 BIOMARCADORES DE EXPOSICION INTERNA

Para determinar de manera mas precisa la exposicién a la que se encuentran las
distintas poblaciones estudiadas, se han analizado dos pardmetros que indican la
exposiciéon interna, de cada uno de los grupos analizados. Como ya se ha
comentado, para ello se han analizado la concentracién de As en orina, como
biomarcador de exposicién reciente y la concentracién de As en ufias, como

indicador de exposicidén a largo plazo.
El metabolismo del As ha sido estudiado en muchas poblaciones y el analisis de su

excrecion en la orina ha sido 1til para precisar su metabolizaciéon en diferentes

especies animales, incluyendo el hombre. En diversos estudios se ha observado
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que algunas especies no excretan derivados metilados de As en la orina después de
estar expuestas a As(i) (Vahter er al, 1982 y 1995; Zakharyan et al, 1996; Healy et
al, 1997). También, se ha confirmando que la metilaciéon no es un proceso de
detoxificacién del As para la mayoria de los primates (Wildfang et al, 2001). Sin
embargo, otros estudios han determinado que algunas especies, incluyendo el
hombre, son metiladoras de As (Vahter, 1994).

Se ha determinado que, en promedio, en la orina de los humanos expuestos a As
se encuentra 10-30% de As(i), 10-20% de MMA y 60-80% de DMA (Vahter y
Concha, 2001). Estudios realizados en Argentina por Vahter y colaboradores
(1995) evidenciaron que la poblacién andina expuesta a As por el consumo de
agua contaminada excretaba por termino medio un 2,2% de MMA en la orina, en
vez del 10-20% esperado. Estos datos han sido corroborados posteriormente al
estudiar poblaciones indigenas, tanto en Chile (Aposhian er al, 1997) como en
Argentina (Seoane er al, 1998). Un estudio realizado por Vahter (2002) parece
indicar que los individuos con un bajo porcentaje de MMA en la orina son mas
rapidos en eliminar el As ingerido. Este hecho apoya la hipdtesis de que los
indigenas atacamefios podrian presentar cierta resistencia frente a la exposiciéon

crénica al As.

La concentracién de As en orina se considera como una buena medida de
exposiciéon reciente al As y se ha usado cominmente para monitorizar la
exposicion ambiental y laboral de diversas poblaciones (Biggs et al, 1997). A pesar
de que la poblacién de Calama presenta niveles de As en agua por debajo de la
norma chilena, al comparar las poblaciones expuesta y control se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, al igual que al comparar los grupos de
hombres y de mujeres. Lamentablemente, las muestras de orina de las poblaciones
de San Pedro de Atacama, Toconao, Peine y Socaire se extraviaron
incomprensiblemente al ser enviadas a la Universidad de Gottingen, por lo que la

poblacién expuesta no ha podido ser analizada segtin los grupos étnicos.

Finalmente hay que destacar que los hombres del grupo control presentan una
mayor concentracion de As en la orina que las mujeres control. Este hecho podria
explicarse por medio de los resultados obtenidos mediante el analisis de varianza
univariante para la variable orina. En dicho andlisis se ha determinado que bajo
situaciones similares, los hombres concentran mas As en orina que las mujeres.

Sin embargo esto no se ve reflejado en  las poblaciones expuestas.
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La concentracion de As en las ufias se ha considerado un buen biomarcador de la
exposicién individual a As a largo plazo, debido a que el rapido crecimiento de las
uflas permite aislar el As de otros procesos metabdlicos (Tagaki er al, 1988). En
este estudio, Al hacer el andlisis de correlacion entre As en ufias y concentracion
de As en el agua de consumo, se ha obtenido un coeficiente de correlacién que
indica que estas variables estdn correlacionadas positivamente (R?=0,585) y que, al
aumentar la concentraciéon de As en el agua, también aumenta su concentracién
en las ufias. Por otro lado, la concentracién de As en ufias, obtenidos en este
analisis, coincide cualitativamente con los niveles de contaminacién ambiental y
alcanza valores similares a los encontrados en poblaciones altamente expuestas
(Hinwood et al., 2003, Mandal er al, 2003).

También se realizé un andlisis de varianza univariante mediante el cual se
determino que la expoetnia, el sexo y el consumo de té son factores de confusién
para la concentracién de As en ufias. Asi los hombres presentan una mayor
concentracion de As en las ufias que las mujeres, los atacameiios son el grupo que
presenta una mayor concentracién de As en uflas y finalmente se ha determinado
que a mayor consumo de té se encuentra una menor concentracién de As en las

ufias de la poblacién analizada.

Con respecto a la variable expoetnia, el resultado es el esperado ya que los
individuos de la poblacién control tienen menos exposicién al As y, a su vez,
entre la poblacién expuesta, el grupo de atacamerios estd mas expuesto que los no
atacamefios (tabla 4.9). En cuanto a la mayor concentracién de As en uilas de los
hombres, comparado con las mujeres, podria deberse a diferencias en el consumo
de agua y de alimentos. También podria existir una relacién con el mayor
consumo de alcohol de los hombres, que si es destilado en la zona, podria tener

concentraciones importantes de As.

Finalmente, vemos que se presenta una mayor concentracién de As en ufias en
aquellos grupos que presentan un mayor consumo de té. El consumo medio de té
en la poblaciéon analizada por exposicién y etnia no es significativamente
diferente. Sin embargo, al analizar la poblacién de hombres podemos ver que los
del grupo control consumen significativamente menos té que los expuestos,
independientemente de su etnia (zabla 4.3). Es interesante destacar que en los
pequeiios pueblos del desierto se toman diferentes infusiones de hierbas a las que
la gente suele llamar “té”, estos podrian representar un a mayor exposiciéon a As al

pepararse con el agua de consumo local.
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El andlisis de As en ufas (figura 4.3) revela diferencias estadisticamente
significativas al comparar las poblaciones expuesta y control, al igual que al
comparar los grupos de mujeres (expuestas y controles); sin embargo, esto no
ocurre al comparar los grupos de hombres. Al analizar la poblacién expuesta
segun etnia y sexo (figura 4.5), podemos ver que los atacamefios presentan niveles
mas altos de As en ufias que los no atacamefios, aunque las diferencias no llegan a
ser estadisticamente significativas. Al comparar la poblacién control con los
distintos grupos de expuestos reunidos segun el lugar de residencia, se puede ver
que el Unico lugar que no presenta una concentracién mayor de As en ufas

comparado con el control es Peine.

Es importante tener en cuenta que la poblacién expuesta no atacameiia, ubicada
mayoritariamente en Calama, cuenta con una red de suministro domiciliario de
agua potable sometida a sistemas de abatimiento de As que cumplen la norma
chilena. La poblacién atacamefia ubicada en pequefios pueblos del altiplano no
cuenta con sistemas de abatimiento de As, ademas, al practicar agricultura y
ganaderia de subsistencia presentan mayores vias de exposicion. En el caso de San
Pedro de Atacama, si bien hay una planta de abatimiento de As, resulta
insuficiente para las necesidades de la poblacién, por lo que se ha optado por
mezclar el agua resultante con agua sin tratar. De este modo, aunque se disminuya

el nivel de exposicion, permanece por encima de los niveles de la norma chilena.

El analisis de As en ufias de la poblacién analizada por pueblos de residencia ha
indicado que el unico pueblo en que no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas con el control ha sido Peine. Este hecho corrobora lo encontrado en
los andlisis de agua, en que Peine presenta niveles muy bajos de As en el agua de
consumo (tabla 4.6). Esta situacién cuestiona el que la poblacién de Peine este
igualmente expuesta a As por otras vias alternativas, como podrian ser los
alimentos, o el desplazamiento poblacional dentro de la regién. Sin embargo hay

que considerar el bajo nimero poblacional de Peine que es de solo 8 personas.

A modo de resumen podemos decir que después de analizar los valores obtenidos
en el analisis de los biomarcadores de exposicion interna, tanto la concentracién
de As en orina como en uiias, indican que la poblacién expuesta presenta valores

significativamente mayores en cuanto a la exposicién ambiental a As.
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5.4 BIOMARCADORES DE EFECTO

Como ya se ha comentado, uno de los principales efectos adversos sobre la salud
de la exposicidn al arsénico es el incremento en la incidencia de cancer (IARC,
2003). Aunque el mecanismo de accién del As no esté completamente
determinado, existe abundante informacién que apoya la actividad genotoxica del
As (Basu, 2001), produciendo fundamentalmente dafio citogenético. En relacién
con los diferentes biomarcadores de dafio citogenético, la evaluacién de la
frecuencia de MN se ha propuesto como una herramienta 1til para estimar la
magnitud del dafio genotéxico. Dada la sensibilidad del ensayo de MN y su
relativa simplicidad y objetividad en el andlisis de los resultados, hemos decidido
usarlo para medir el posible efecto genotdxico asociado a la exposiciéon ambiental

a As a través del agua de consumo.

Por otro lado, hay que enfatizar que otra de las ventajas importantes del ensayo de
MN es que, ademds de permitir evaluar con relativa facilidad, el efecto
clastogénico de una exposicion, también permite determinar el efecto aneugénico.
La complementacion del ensayo de MN con la técnica de hibridacién in situ
fluorescente (FISH) con sondas pancentroméricas (M.]. Ramirez et al, 1997;
Ramirez et al, 1999) permite determinar el mecanismo que ha originado los MN
observados. Cabe destacar que, hasta el momento, este es el unico procedimiento
por el cual se puede detectar de manera inequivoca los efectos aneugénicos en
células de mamiferos. Si bien esta Tesis no incluye dicha evaluacidn, la técnica de
FISH con sondas pancentroméricas puede aplicarse mas adelante sobre las mismas
preparaciones analizadas en este estudio, ampliando el trabajo y aprovechando la
posibilidad para obtener mas informacién relevante acerca de los efectos

genotoxicos de la exposicion al As.

Como ya se ha comentado a lo largo de esta memoria, el ensayo de MN ha sido
uno de los mas utilizados en los estudios de biomonitorizacién de poblaciones
humanas expuestas a As (Warner et al, 1994; Dulout er al, 1996; Biggs et al,
1997; Moore et al, 1997a y b; Gonsebatt er al, 1997; Seoane et al, 1998; Tian et
al, 2001; Basu et al, 2002 y 2004; Martinez et al., 2004 y 2005).
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El uso del ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica permite hacer una
evaluacién citogenética de células que estan en constante circulacién por el
cuerpo y que, debido a ello, estan en contacto con diversos xenobidticos y sus
metabolitos. Ademas, al ser células de larga duracién (unos tres afios) nos indican
el efecto causado en un periodo de tiempo prolongado. El uso de células de la
mucosa bucal en dicho ensayo permite, ademas, determinar el efecto genotéxico
en células de descamacion que estdn en constante proliferacion y que reflejan el
dafio causado recientemente. Como la exposicién poblacional viene dada
mayormente por el consumo de agua, es interesante estudiar el efecto genotéxico
en células que estén en contacto con el medio contaminado, en este caso, las

células bucales.

Es importante destacar que, ademds de las diferencias intrinsecas entre
poblaciones, las diferencias en el recuento y evaluaciéon del dafio medido en
funcién del laboratorio pueden ser significativas, lo que puede llevar a confusién
al comparar los datos de la literatura. La media de BNMN obtenida en este trabajo
presenta un valor en la poblacién control de 11,96 en 1.000 células. Este valor es
similar al obtenido recientemente en un estudio europeo realizado en una
poblacién de 475 individuos, en donde se obtuvo una media de 12,10%o (Pastor et
al, 2003), y al de un estudio previo realizado en Chile en el que la media fue de
11,69%o0 (Venegas et al, 1998); también es similar a un estudio realizado por
Nilsson y colaboradores en Bulgaria, donde se analiz6 una poblacién expuesta
laboralmente a As y se obtuvo un valor de 14,6%o0 (Nilsson et al, 1983). Sin
embargo, el valor hallado por nosotros esta por encima de los obtenidos en otros
trabajos tales como el de revision de resultados de distintos laboratorios europeos
(Surrallés er al, 1997) en el que el valor promedio usando linfocitos de sangre
periférica era de 7,8%o células (DS=5,2). En un estudio realizado en Argentina
(Dulout er al, 1996) se obtuvo una media parecida de 6,9%o (SD=1.65) y, como
ejemplo de valor muy bajo, podemos mencionar un en la India (Basu er al, 2002)
donde se obtuvo una media de 0,53%o (SD=0,349).

5.4.1.1 Daiio genotéxico medido por el ensayo de MN en linfocitos
En cuanto al nivel de dafio genotdxico medido por el ensayo de MN en linfocitos
de sangre periférica, en nuestro estudio se ha encontrado que la frecuencia de

células binucleadas con MN (BNMN) en la poblacién expuesta es

significativamente mayor que en la poblacién control. Estos datos coinciden con
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los resultados obtenidos con los biomarcadores de exposicidén, que presentan
diferencias estadisticamente significativas al analizar tanto el nivel de As en orina
como el nivel de As en ufas entre ambas poblaciones y que, para ambos

parametros, es mayor en la poblacién expuesta.

Al hacer el analisis de correlacion entre As en ufias y BNMN se ha encontrado un
coeficiente de correlaciéon muy bajo (R?=0,0024). Esto quiere decir que el dafio
genético de la poblacién estd determinado por mas variables que la concentracién
de As en ufas; por lo tanto, no es posible obtener una ecuacién en que a partir de

la concentracién de As en ufias se pueda predecir el valor de BNMN.

El andlisis de varianza univariante realizado para determinar los posibles factores
de confusiéon para la frecuencia de BNMN ha determinado que, bajo las mismas
condiciones, las mujeres presentan una mayor frecuencia de BNMN que los
hombres; que a mayor edad mayor frecuencia de BNMN y que a mayor consumo
de café mas BNMN. Estos resultados coinciden con lo descrito en la literatura
(Fenech, 1993; Fenech y Morley, 1986).

Los resultados cualitativos de la frecuencia de BNMN obtenida en este estudio
coinciden con los de otros estudios de biomonitorizacién de poblaciones humanas
expuestas a As a través del agua de consumo (Dulout et al, 1996; Seoane et al,
1998; Biggs et al, 1997; Moore et al, 1997a y b; Basu er al, 2002 y 2004). Como
puede verse en la tabla 1.7. Si bien el nivel de significacion estadistica de nuestros
resultados es menor que el encontrado por algunos autores, hay que destacar que
la poblacién estudiada en este trabajo supera ampliamente el tamafio muestral de

cinco de los siete estudios referidos.

Es un hecho demostrado que los tamafios muestrales pequefios pueden conducir a
una interpretacion errénea del significado bioldgico de los resultados y que,
cuando se analizan muestras grandes, éstos son mads fiables. Aunque, en nuestro
estudio, los grupos muestrales resultantes al hacer el andlisis de la poblacién segtin
el lugar de residencia han sido pequeios, la potencia del analisis es suficiente al
considerar todos los expuestos como un solo grupo al igual que en el caso de
dividir el grupo expuesto en funcién de la etnia. En las tablas 1.7 a 1.11 podemos
ver que hay bastantes estudios de biomonitorizacidn citogenética con un tamafo
muestral cercano a 60 individuos (Gonsebatt er al, 1997; Basu er al, 2002; Hsu et

al, 1997; Miki-Paakkanen er a/, 1998) y algunos con tamafios menores (Warner
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et al, 1994 Ostrosky-Wegman er al, 1991; Dulout et al, 1996; Liou et al, 1999;
Tian et al,, 2001).

Al analizar la frecuencia de BNMN de la poblaciéon expuesta separada por etnia, se
observa que no existen diferencias estadisticamente significativas al comparar las
poblaciones de atacamefios y no atacamefios en cuanto al dafio citogenético. Sin
embargo, el valor de CBPI indica un mayor grado de toxicidad celular en los
expuestos no atacamefios que en los atacamefios. Ambos grupos presentan un
valor del CBPI significativamente mayor que el grupo control. Si bien los
atacamefos presentan una mayor concentracion de As en uflas que los no

atacamerios, estas diferencias no son significativas.

Al analizar la frecuencia de BNMN en los grupos étnicos de hombres y mujeres
podemos ver que los hombres no atacamefios son el grupo que presenta un menor
dafio citogenético en linfocitos presentando diferencias estadisticamente
significativas al compararlo con el grupo de hombres atacamefios y con el grupo
de mujeres no atacamenias. El andlisis de As en ufias indica que no hay diferencias
estadisticamente significativas al comparar dichas poblaciones. Sin embargo, los

atacamernios presentan medias mads altas de concentracién de As en uiias (figura
4.4).

Al analizar las variables evaluadas en la encuesta, se observa que el grupo de
hombres no atacamefios consume mas café que los atacamefios. También podemos
ver que al comparar los grupos de hombres y mujeres no atacamerios, la tnica
diferencia que se ha encontrado en que los hombres son mas fumadores que las
mujeres; sin embargo, hay que resaltar que el consumo de tabaco es bajo
comparado con otras poblaciones. Por lo tanto, no se dispone de ningun
argumento para explicar las diferencias en el dafio genético obtenidas en el

analisis de estas poblaciones.

En relaciéon con el consumo de café podemos decir que éste no es detectado
habitualmente como un factor de confusiéon que altere los resultados de la
frecuencia de MN en distintas poblaciones expuestas a diversos mutdgenos
quimicos (Lucero et al, 2000; Pastor et al, 2001 a y b; Pastor et al, 2002), ni en
estudios de biomonitorizacién de poblaciones expuestas a As (Ostrosky-Wegman
et al, 1991; Vahter er al, 1995; Gonsebatt et al, 1997). Si bien algunos estudios

realizados en ratas indican que el café no altera la frecuencia de micronucleos
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(Shimizu y Yano, 1987; Aeschbacher er al, 1994), otros indican que el café tiene
accion antigenotodxica, disminuyendo la genotoxicidad de diversos compuestos
(Abraham, 1989, 1991 y 1995; Abraham y Singh, 1999; Abraham y Stopper, 2004).

Estudios del efecto genotoéxico del tabaco, indican que éste induce una mayor
frecuencia de MN en distintos tipos celulares (Stich er a/, 1992). Al comparar el
efecto causado por el tabaco en células de mucosa bucal y en células sanguineas,
se ha determinado que las células sanguineas son mas sensibles a sus efectos (Sarto
et al, 1987; Ozkul et al, 1997; Majher et al, 2001); sin embargo, existe evidencia
suficiente de que el tabaco produce céncer afectando a ambos, tipos celulares
(IARC, 1986).

En algunos estudios, el tabaco aparece como un factor de confusién al analizar la
frecuencia de MN en poblaciones expuestas a diversos compuestos quimicos
(Pastor er al, 2002). En cambio, en poblaciones expuestas a As, el tabaco no es
detectado comunmente como un factor de confusidén que incida en las variables
citogenéticas (Ostrosky-Wegman et al, 1991; Gonsebatt et al, 1997; Hsu et al,
1997; Maki-Paakkanen et al, 1998; Mahata er al, 2003). Esto también podria
deberse a que las poblaciones expuestas y control presentaran igual proporcion de
fumadores y no fumadores, o que los fumadores presentasen bajos niveles de
consumo, lo que impediria detectar el efecto causado por el tabaco de manera

aislada.

Al analizar la frecuencia de BNMN en la poblacién de mujeres, se ha determinado
que las mujeres expuestas presentan mayor dafio citogenético que las mujeres
control y que los hombres expuestos, siendo las diferencias significativas. En la
tabla 4.9 y en la figura 4.7 se pueden consultar los datos obtenidos. Hay que
resaltar que al analizar los biomarcadores de exposicién interna encontramos que
las mujeres expuestas presentan un nivel de As en orina significativamente mayor
que el de las mujeres control, pero menor que el de los hombres expuestos(figura
4.2). Sin embargo, no hay que olvidar que el analisis de As en orina no se pudo
llevar a cabo con la poblaciéon atacamefia. El analisis de As total en unas,
corrobora los resultados obtenidos en el andlisis de orina. Persiste la duda de
porqué si los hombres expuestos presentan mayores niveles de As en orina y ufias

que las mujeres expuestas, manifiestan menor dafio citogenético.
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Al considerar las distintas variables de la encuesta y analizar los resultados de la
comparacion entre estos grupos, encontramos diferencias significativas en cuanto
a la variable de consumo de tabaco, habiendo una mayor proporcién de hombres
expuestos fumadores ademds, estos fuman mdas que las mujeres expuestas.
También se presentan diferencias en relacién con el consumo de alcohol en que
los hombres expuestos beben mas que las mujeres expuestas. Si bien en estudios
anteriores se ha concluido que el tabaco es un factor que provoca dafio genotoéxico
(DeMarini, 2004; Wu et al, 2004), al igual que el consumo de alcohol (Stich y
Rosin, 1983, Xue er al, 1992), y en la poblacién expuesta los hombres consumen
estos dos productos mas que las mujeres. De los resultados obtenidos en nuestro
trabajo no se puede concluir que el tabaco y el alcohol tengan un papel
significativo en los niveles de dafio citogenético medido como la frecuencia de
BNMN en linfocitos.

Si bien no se han detectado diferencias en cuanto al dafio genético entre los
hombres y las mujeres controles, el andlisis de los dos biomarcadores de
exposicion interna ha revelado que hay diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos. En el caso de la poblacién control, los hombres presentan
mayores niveles de As en orina que las mujeres, al igual que al analizar el As en
uflas. Si bien la zona control presenta niveles traza de As en el agua de consumo,
las diferencias de exposicién entre hombres y mujeres de esta poblaciéon podrian
deberse a las diferencias encontradas en cuanto al habito de consumir pescado
que, de ser el caso, esta diferencia no se presente al medir el dafio genético debido
a que el As en el pescado esta mayoritariamente en forma de arsenobetaina, la
cual se elimina con mayor facilidad en comparacién con las fuentes de As(i) y que
no se ha encontrado que posea potencialidad genotdxica (Jorgen et al, 1985;
Guillamet er al, 2004; Sakuray et al, 2004).

En estudios anteriores se ha determinado que las arsenoaztcares se encuentran
comunmente en diferentes peces, mariscos y algas marinas comestibles
(Francesconi et al, 2002). En 1998, Ma y Le estudiaron el efecto de la ingestion de
arsenoazucares en la especiaciéon del As en orina y observaron un aumento
sustancial de las concentraciones de DMA en la orina de los voluntarios después
de consumir algas marinas. Asimismo, determinaron que los biomarcadores de
exposicion basados en la medicién de As*3, As®* MMA y DMA no eran fiables
cuando ha ocurrido la ingestién de arsenoazucares a través de la dieta (Ma y Le,
1998).
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En cuanto a la exposicién a As a través de los alimentos se ha encontrado que, en
ausencia de otras vias de exposicion, los alimentos pueden representar una ruta de
exposicion importante. Las diferencias en los hdbitos alimenticios entre hombres
y mujeres pueden ser responsables de las diferencias de exposicién encontradas
entre los hombres y las mujeres controles. Si bien en la zona control no hay
abundantes fuentes naturales de As, como es el caso de la zona expuesta, hay que
considerar que hay cultivos de hortalizas y otros alimentos vegetales que podrian
estar fumigados con productos fitosanitarios que contengan As o que la actividad
industrial como es el caso de la industria maderera, entre otras, contamine el
ambiente. Asi, se podria explicar la presencia de niveles elevados de As en

productos alimentarios.

Las mujeres control presentan una menor frecuencia de BNMN que las mujeres
expuestas. Al separar la poblacién expuesta por etnias y compararlas con las
mujeres del grupo control, vemos que estas diferencias se presentan s6lo con el
grupo de mujeres no atacamenias. El analisis de la concentraciéon de As en ufias ha
determinado que las mujeres control presentan significativamente menos As en
uflas que las mujeres expuestas de ambas etnias (tabla 4.4). Esto podria indicar una
cierta resistencia al dafio citogenético inducido por el As en las mujeres

atacamenas.

Al hacer el andlisis de las variables de la encuesta en la poblaciéon de mujeres se
han detectado diferencias significativas en cuanto al consumo de tabaco, debido a
que las mujeres atacamefias casi no lo consumen. Al comparar la poblacién de
mujeres control con las no atacamefas estas diferencias no existen. También se
han encontrado diferencias estadisticamente significativas al analizar el consumo
de café. Las mujeres del grupo control consumen mds café que las del grupo

expuesto y las atacamefias casi no lo consumen.

El grupo de mujeres atacamefias, presenta un menor consumo de pescado que los
otros grupos de mujeres (controles y no atacamenas). Este hecho es debido
principalmente, a la ubicacién geogrifica de los pueblos atacamefios que
determina la escasez del pescado. En ciudades mas grandes como es el caso de
Calama, hay un mejor abastecimiento de pescado, por lo que la poblacién de estos
lugares puede consumirlo en forma habitual, al igual que en la ciudad de
Concepciéon ubicada en el sector costero. Para la poblaciéon de mujeres, las

diferencias en la frecuencia de BNMN parecen estar dadas por las diferencias en la
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exposicion a As y no por la diferencia en los habitos de consumo de tabaco, café o

pescado.

Al analizar los niveles de dafio genético por medio de la variable BNMN en la
poblacién separada por lugar de residencia (tabla 4.10), sélo se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas al comparar el pueblo de Toconao, que
presenta valores mas altos de BNMN, comparado con el control. Sin embargo, el
alto nivel de dafio detectado en Toconao es dificil de explicar ya que los niveles de
As en agua y ufas de esta poblaciéon no son especialmente altos. Una posible
explicaciéon podria venir dada por la edad de la poblacién que presenta la media
mas alta de todos los grupos analizados, superando la media de la poblacién
control en 10 afios. Se sabe que la edad es una variable que influye directamente
en la frecuencia de MN en distintos tipos celulares (Fenech y Morley 1986). De
hecho, en el modelo estadistico aplicado en este estudio (Tabla 4.11), la edad
también fue detectada como factor de confusién y, ademads, se comprobo que al

aumentar la edad aumenta la frecuencia de MN.

En cuanto a las demads variables consideradas en la encuesta (tabla 4.5), la
poblacién de Toconao es una poblacién que no presenta habitos que supongan
riesgos genotoxicos. De hecho, es una poblacién en la que no hay fumadores y que
s6lo presenta un ex fumador, tampoco presenta un consumo especialmente alto de
alcohol, y el consumo de pescado es bastante bajo. En la poblacién estudiada de
Toconao, s6lo una persona refiere un caso de cancer entre sus familiares directos,
lo que representa el 6,3%, éste valor es bastante bajo en comparacién con la

poblacién control en la que el 44,1% presenta casos.

Si bien el consumo de alcohol en Toconao no es particularmente alto, es
significativamente mayor mas que en la poblacion control. Se podria pensar que el
consumo de alcohol podria ser un factor adicional de exposicién al As, en el caso
de que el alcohol fuera destilado en la zona pero, al no haber analizado muestras
de bebidas alcoholicas de la zona, no podemos verificar este supuesto. Sin
embargo, los bajos niveles de As en ufias encontrados en Toconao indican un bajo
nivel de exposicion, de lo que se deduce que si la causa de mayor dafio genético
estuviera dada por el alcohol, no seria porque aumente los niveles de exposicion al
As, sino por el propio consumo. El atribuir al alcohol la elevada frecuencia de
BNMN no se sustenta por los resultados del andlisis global sobre los efectos del

alcohol ni por los resultados observados en San Pedro de Atacama, donde se
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consume casi el doble de alcohol que en Toconao (tabla 4.5), y la frecuencia de
BNMN es casi la mitad (figura 4.9).

En 1997 Biggs y colaboradores estudiaron una poblacién de 108 personas de
Toconao como grupo control y la compararon con una poblacién de 124 personas
de San Pedro de Atacama (ambas localidades consideradas en nuestro trabajo
como poblacién expuesta). La poblacién de Toconao present6 una media de edad
similar a la de nuestro estudio, aunque un poco menor. Sin embargo, al calcular la
frecuencia de BNMN el valor obtenido fue mucho mas bajo, no llegando a 5
BNMN, en 1000 células. Esto podria explicarse debido a que la poblaciéon
muestreada en Toconao para nuestro estudio tiene un tamafo muy pequeiio (16
individuos) lo que, unido a una diferencia significativa de edad, puede llevar a una
interpretaciéon incorrecta de los resultados. Estas diferencias también podrian
deberse a las diferencias propias de los distintos laboratorios en los que se realiza
el estudio. Finalmente, es importante destacar que con la informacién que
tenemos no hemos encontrado una causa exogena que justifique el nivel de dafio
encontrado en la muestra de Toconao. La explicaciéon mds plausible para los

resultados observados es el pequefio tamaiio de la muestra.

Como conclusiéon de este apartado, los resultados de este estudio indican la
existencia de un riesgo genotoxico asociado a la exposicién a As por medio del
agua de consumo. Sin embargo, el aumento del dafo citogenético medido por el
ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica es menor que el encontrado en
estudios previos realizados en otras poblaciones. Dado el tamafio muestral de este
estudio (217 individuos) y los niveles de exposicién, se podria pensar que quizas la
genotoxicidad no es la via mas importante por la cual actia el As en poblaciones
humanas expuestas a través del agua de consumo. Tomando esto en consideracion,
estd claro que se necesitan mas estudios para llegar a comprender en profundidad

los factores fundamentales que modulan la genotoxicidad del As.
5.4.1.2 Daiio genotdéxico medido por el ensayo de MN en mucosa bucal

Debido a que mas del 90% de los tumores sdlidos se originan en células epiteliales
(Cairns, 1975), y a que las mutaciones juegan un papel fundamental en el
desarrollo tumoral (Weinstein, 1988), el uso de los tejidos epiteliales es de gran
importancia desde el punto de vista epidemiolégico. Ultimamente, el uso del

ensayo de MN en células epiteliales de mucosa bucal ha sido ampliamente
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utilizado para detectar el efecto genotéxico de diversos compuestos incluido el
arsénico (Warner et al, 1994; Gonsebatt er al, 1997; Tian et al, 2001; Basu er al,
2002 y 2004; Martinez et al, 2005). Esto se debe a que los tejidos epiteliales
proliferan muy rdpidamente y estdn en contacto con diversos agentes
potencialmente genotéxicos; por ello, las células de exfoliacién de las capas
superficiales del epitelio pueden reflejar el dafio genotéxico inducido. Ademas,

son de facil obtencién y el método de extraccidn no es invasivo.

En cuanto al dafo citogenético medido en células de mucosa bucal (CBMN), en
nuestro trabajo no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en
ningun grupo de andlisis al separar la poblacidén por exposicion, etnia y sexo. De
los datos obtenidos de las encuestas, no se han detectado posibles factores de
confusién que pudieran estar afectando la frecuencia de CBMN. Los resultados de
este estudio concuerdan con los obtenidos anteriormente por Warner y
colaboradores (1994), en un grupo de 18 personas expuestas. Esto podria significar
que quizas las células de la mucosa bucal no constituyen la diana mas relevante

para los efectos del As.

Al analizar los grupos poblacionales segin el lugar de residencia, sdlo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los pueblos de
Socaire y el control, presentando Socaire un mayor nivel de dafio (tabla 4.14).
Esto se corrobora con una mayor concentraciéon de As en uflas del grupo de
Socaire, lo que indicaria una mayor exposicién. Al analizar las variables de la
encuesta (tabla 4.5), vemos que este grupo no presenta fumadores y no consume
alcohol ni pescado, por lo que no se han encontrado factores que puedan dar una
posible explicacién a la mayor frecuencia de CBMN. Sin embargo, hay que
recordar que la muestra de Socaire es muy pequeiia (4 personas), por lo que los

resultados son poco representativos.

Dada la variacién en la concentracién de As en agua de consumo en los diferentes
pueblos analizados, se estudié la asociacién entre la concentracién de As
ambiental y el dafio genotéxico medido mediante el ensayo de MN en células de
la mucosa bucal. Los resultados indican que no existe correlacién entre los niveles
ambientales de As medidos en el agua de consumo y la frecuencia de CBMN.
Tampoco se detectd correlacién entre la concentraciéon de As en ufas y la
frecuencia de CBMN. Esta falta de correlacién apoyaria la hipdtesis de que las

células de la mucosa bucal no son el blanco de la accidn genotdxica del As.

157



Con la excepcion del trabajo ya comentado de Warner y colaboradores (1994), los
demads estudios de biomonitorizaciéon de poblaciones expuestas a As por medio del
agua de consumo han presentado resultados estadisticamente significativos en
cuanto al aumento de CBMN en las poblaciones expuestas(tabla 1.8), Estas
diferencias podrian deberse al tamafio de la poblacién estudiada. De los trabajos
analizados, sélo el estudio realizado en la India en 2004 por Basu y colaboradores
analiza una muestra de mayor tamafio a la del presente trabajo y el aumento de la
frecuencia de dafo en la poblacién india podria deberse a otros factores como la

etnia o la mala nutricién detectada en las poblaciones de la zona estudiada.

Los valores de la frecuencia basal de MN en células de la mucosa bucal varian
entre los diferentes estudios y poblaciones. En nuestro trabajo, la poblacién
control present6 una media de 2,7 células bucales con MN en 1.000 células. Este
valor coincide con el obtenido previamente por Livingston y colaboradores
(1990). Otros estudios reflejan valores mas altos como en el trabajo de Stich y
Rosin (1983), que encontraron una media de 4,7%o, y de Ozkul y colaboradores
(1997), con una media de 8,4%o. Por otro lado, también se han encontrado
frecuencias de BNMN bajas, con valores comprendidos entre 0,3 y 0,4%o (Sarto et
al, 1987, 1990; Tolbert er al, 1992; Rosin et al., 1994; Karahalil er al, 1999). Estas
variaciones pueden deberse tanto a un efecto real de dafio genético, como a
variaciones debidas al procedimiento experimental y a la evaluacién de los
resultados (protocolo o criterios de recuento). Es importante destacar que en esta
Tesis Doctoral la evaluacién del dafo genotdxico en células bucales se realizd
usando DAPI, un agente con afinidad especifica por el DNA, lo que disminuye
considerablemente los artefactos obtenidos cuando se utiliza la tincién Giemsa,

menos especifica y que puede llevar a un mayor error.

Es interesante resaltar el hecho de que los valores de dafio genético en células de
la mucosa bucal obtenidos en la poblacién objeto de estudio son mayores que los
obtenidos en nuestro laboratorio en un estudio previo realizado por Pastor y
colaboradores (2003), en el que se encontré una media de 1%o0 CBMN. Dicho
estudio se realiz6 en una poblaciéon europea de 470 individuos, siguiendo el
mismo protocolo y con el mismo criterio de recuento. Esto podria indicar que la
poblacién chilena presenta una frecuencia mayor de CBMN en comparacion a las
distintas poblaciones europeas estudiadas y que diversas caracteristicas, étnicas,
ambientales y de estilo de vida, podrian modular las frecuencias basales de CBMN

de las distintas poblaciones.
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En este trabajo se ha considerado la hipdtesis de que los atacamefios sean mas
resistentes a los efectos del As que los no atacamenos, debido a los mas de 11.000
afos de exposicion continuada al As, que podrian haber resultado en la seleccién
de individuos resistentes a las altas concentraciones de As ambiental en la zona.
Sin embargo, nuestros resultados no indican un menor daflo genotéxico en las
células bucales de la poblaciéon atacamefia comparada con la no atacameiia.
Aunque no hay diferencias estadisticamente significativas, la poblacion atacamena
presenta mayores niveles de As en ufias que los demds grupos poblacionales
estudiados (tabla 4.10).

5.5 BIOMARCADORES DE SENSIBILIDAD INDIVIDUAL

Como se ha comentado anteriormente, las diferencias en la susceptibilidad
individual frente a los distintos compuestos xenobioticos estd determinada por la
existencia de polimorfismos genéticos involucrados en su metabolismo. Su analisis
permite determinar los individuos que, debido a sus caracteristicas genéticas, son
mas susceptibles a los dafios causados por diversos agentes. Se ha demostrado que
los genes polimoérficos que codifican las GiS7s participan en el metabolismo del As
(Chiou er al, 1997; Taningher et al, 1999; Chouchane y Snow, 2001; Suzuki ez al,
2001; Maiti y Chatterjee, 2002), por lo que hemos determinado el genotipo para
los genes GSTM1, GSTT1y GSTPI de cada una de las personas incluidas en este

estudio.

Los genes GSTT1, GSM1y GSTPI se han estudiado en relacién con la sensibilidad
individual frente a diversos efectos citogenéticos. Se ha determinado que los
genotipos GSTM1 y GSTTI estan significativamente asociados con la capacidad
metiladora del As. Los individuos con genotipo nulo para GSTMI (GSTMT)
presentan un porcentaje elevado de arsénico inorganico en la orina. Asimismo, los
individuos que presentan el genotipo nulo para GS777 presentan altos niveles de
DMA (Chiou et al, 1997). En relacién al genotipo GSTP1, se ha sugerido que
puede estar relacionado con la susceptibilidad al cdncer, presentdndose el

polimorfismo val/val como factor de riesgo (Kote-Jarai ez a/, 2001).
Hay que sefialar que, al analizar el dafio genético de los distintos grupos, ya sea

mediante el ensayo de MN en linfocitos como en células de la mucosa bucal, se

introdujo el genotipo GST como una covariable y mediante los modelos
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estadisticos utilizados se determiné que no constituye un factor de confusién. El
estudio de la distribucién de frecuencias genotipicas de los genes polimoérficos
GSTT1, GSTM1y GSTPI se realiz6 para la poblacion total como conjunto (215
personas), y separando la poblacién total por grupos de exposicion, por etnias y

por niveles de dafio citogenético, tanto en linfocitos como en mucosa bucal.

En la tabla 4.15 podemos ver la frecuencia de los genotipos para GSTM1, GSTT1y
GSTPI en la poblacién total. Estos valores concuerdan con los obtenidos en
estudios previos, tanto para el gen GS7MI (Abdel-Rahman er al, 1996;
Hernandez et al, comunicacion personal), como para el gen GS777 (C.L. Chen er
al, 1996; Garte et al, 2001), y el GSTPI! (Hernindez er al, comunicaciéon

personal).

En cuanto al equilibrio de Hardy-Weinberg, calculado para la distribucién de
frecuencias de GS7PI en los distintos grupos de andlisis, podemos concluir que la
poblacién control estd en perfecto equilibrio, pero que la poblacién expuesta no lo
estd, presentando una mayor frecuencia de genotipos homocigotos, tanto salvajes
como mutantes. Esto podria explicarse por ser una poblaciéon étnicamente

heterogénea.

Al analizar los grupos étnicos es importante tener en cuenta que los no
atacamefios incluyen tanto poblacién expuesta no atacamefla como poblacién
control. En este caso podemos ver que ambas poblaciones estan desequilibradas.
En la poblacién de etnia atacameria, esta se encuentra desplazada hacia los valores
de homocigosis para el gen mutado; en cambio, en la poblacién no atacameiia, los

valores se encuentran desplazados hacia los homocigotos salvajes.

Al analizar la frecuencia de los polimorfismos segin el nivel de dafio genético
evaluado tanto en linfocitos como en células de la mucosa bucal, los distintos
grupos se encuentran en desequilibrio presentindose una mayor frecuencia de
homocigotos (tanto salvajes como mutantes) de lo esperado. Esto refuerza el papel
asignado a algunos genotipos como factores moduladores de los niveles de dafio

genético.
En cuanto a los genotipos GSTM1y GSTT1, no se han encontrado diferencias
significativas en ninguno de los casos estudiados (exposicién, etnia, BNMN y

CBMN). Sin embargo, al analizar el genotipo para GS7P! se han encontrado
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diferencias significativas al comparar distintos grupos. Asi, el genotipo ile/ile
(homocigoto para el alelo salvaje) se encuentra mas representado en la poblacién
no atacamefa que en la poblacién atacamefia con un valor de OR de 3,365. Al
analizar el efecto genotéxico en linfocitos, el genotipo ile/ile se encontréd mas
representado en el grupo que presenta menor dafio citogenético (BNMN<5%o). En
cambio, no se encontraron diferencias al agrupar la poblacién segtn el nivel de

dafio en las células de 1a mucosa bucal.

El genotipo val/val (homocigoto para el alelo mutante de GS7PI) se encuentra
significativamente mas representado en los expuestos que en los controles. Al
comparar los grupos étnicos, se presenta con mds frecuencia en el grupo de
atacamefios. Al analizar la poblacién segin el nivel de dafio genético, se
determind que el genotipo val/val estd mas representado en la poblacién con

mayor dafio genético tanto en linfocitos (tabla 4.18) como en mucosa bucal (tabla
2.20).

La evaluacién de genotipos combinados, en la que se analiza la presencia de mas
de un genotipo de riesgo ha revelado que, tanto el genotipo M-,val/val (GSTMI
nulo, GSTPI val/val) como M-,val (GSTM1I nulo y al menos un alelo GS7PI val)
se encuentran mas representados en la poblacién atacameiia, coincidiendo con la

distribucién del genotipo val/valen esta poblacion.

El genotipo M-,ile/ile (GSTM1I nulo, GSTPI ile/ile) estd mas representado en el
grupo con menor dafio citogenético en linfocitos y en mucosa bucal, coincidiendo

también con la distribucién del genotipo ile/ile.

En cuanto al analisis de la poblacién de etnia atacamena, en algunos trabajos se ha
propuesto como resistente a los efectos adversos del As en el agua de consumo
(Dulout er al, 1996; Seoane er al, 1998), y se ha determinado que presenta un
metabolismo particular (Vahter er a/, 1995), supuestamente protector del dafio
causado por la exposicién al As. En el presente trabajo el Dr. Alex Arroyo,
dermatdlogo especialista de la zona, determind que no se presentaban signos
cutdneos de arsenicismo en ninguna de las personas atacamefias muestreadas, lo

que se podria interpretar como una indicacién de mayor resistencia a los efectos
del As.

Sin embargo, los niveles de dafio citogenético medidos con el ensayo de MN en

linfocitos revelan que la poblacién atacamefa no presenta un mayor nivel de
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dafio. Como ya se ha comentado, el andlisis de genotipos indica que los
atacamefios tienen una mayor frecuencia del genotipo valval/ (mutante en
homocigosis para GS7PI). Este genotipo también se ha encontrado mas
representado en la poblacién con un mayor dafio genético, medido en ambos tipos
celulares. Estos resultados se contraponen a la idea de la posible resistencia de los
atacamefios frente a los efectos genotéxicos del As. Sin embargo, la frecuencia de
casos de cancer entre familiares directos en la poblacién atacamefa estudiada es
significativamente menor que en la poblaciéon control y que en la poblacién

expuesta no atacamena.

Como ya se ha indicado, si bien se consideraba que la poblacién atacameiia podia
presentar algin factor de resistencia frente a los efectos genotéxicos del As, esto
no parece ser cierto. Esta poblaciéon presenta una mayor frecuencia de dafio
genotoxico en comparacion con la poblacién no atacameiia y, a la vez, una mayor
frecuencia del genotipo mutante para GS7PI. Sin embargo, la poblacién
atacameria se presenta como una poblacién en la que no se detectan desdrdenes o
incidencias importantes de enfermedades asociadas al arsenicismo crénico, como
es el caso de otras poblaciones estudiadas (Brown y Fan, 1994; Santolata er al,
1995; Jager y Ostrosky- Wegman 1997; Wildfang er al,2000; Morgan 2001). Hay
que sefialar que la poblaciéon atacamefla no presenta problemas graves de
desnutricién, como ocurre en poblaciones ampliamente estudiadas como es el caso
de la India. Sin duda, un hecho interesante que requiere una continuidad de las

investigaciones en este campo.

En resumen, este estudio revela que la poblacion expuesta al As a través del agua
de consumo presenta un aumento en la frecuencia de dafo citogenético medido
por el ensayo de MN en linfocitos de sangre periférica. Sin embargo, no se ha
detectado un aumento de la frecuencia de dafo citogenético al estudiar las células
de la mucosa bucal. En cuanto a la poblacién atacameiia, no se ha detectado un
menor nivel de dafio citogenético que apoye la hipdtesis de que los atacamefios
tengan algun tipo de resistencia a los efectos causados por las altas

concentraciones a As en las que se encuentran.
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6 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, asi como del andlisis y

discusion de los mismos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Como se esperaba, los niveles de arsénico en el agua de consumo humano
presentan valores significativamente mayores en la zona expuesta que en la zona
control. Ademas, estos niveles presentan variaciones dentro de la zona expuesta

dependiendo del sitio de muestreo.

2. La poblaciéon expuesta presenta una mayor concentracién de As total en
orina y en ufias. Esto sugiere que ambos parametros son buenos indicadores de la

exposicion interna al As a través del agua de consumo.

3. Se ha evidenciado que la exposicion al As a través del agua de consumo
supone un riesgo genotoxico, induciendo aumentos significativos en la frecuencia
de MN en linfocitos de sangre periférica en la poblacion expuesta. Estos resultados
concuerdan con los descritos anteriormente en otros estudios similares de

biomonitorizacién humana.

4. Al evaluar los efectos genotéxicos del As aplicando el ensayo de MN en
células de la mucosa bucal, no encontramos un aumento significativo de los
niveles de dafio en la poblacién expuesta, a pesar de que estas células han estado
en contacto con el As a través del agua de consumo. Esto no concuerda con los

resultados obtenidos en otros estudios similares.

5. En relacién con la supuesta resistencia de la etnia atacamefia a las altas
concentraciones de As ambiental, no se han detectado diferencias significativas
entre atacamefios y no atacamefios en cuanto al dafio citogenético evaluado
mediante el ensayo de MN, tanto en linfocitos como en células de la mucosa
bucal. Sin embargo, la poblacién atacamefia presenta una concentracion

significativamente mayor de As en ufias.
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6. No se ha encontrado una relacién entre los polimorfismos genéticos de
GSTM1y GSTTI y el dafio genotéxico medido mediante el ensayo de MN en
linfocitos y en células de la mucosa bucal. Tampoco se ha encontrado una
distribucién alélica ni genotipica particular en la poblacién de etnia atacamefia

para estos genes.

7. En cuanto al polimorfismo genético para GSTPI, se ha determinado que el
genotipo val/val (homocigoto mutante), es mas frecuente en la poblacién que
presenta un mayor nivel de dafio citogenético, tanto en linfocitos como en células
de la mucosa bucal. Este genotipo esta mads representado en la poblacién expuesta
que en la poblacién control. También se encuentra con mayor frecuencia en la

poblacién de etnia atacameifia.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO1l: ENCUESTA
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HOMA DE COMSENTIMIENTO DEL DOMANTE

Este cuestionorio se renlin para ficilifor b seleccion de musstras en la investgacion del eventual
elecio genotoxico del srsénico en poblaciones humanns bojo condiciones ambienales de
expoabcitn, Las miesieas hioldeicas serdn analizadas medionte distinias wdenicas para evaluar
posibles cambios o escaln celular originudos por le exposicion,

Este cuestionario estd clasiheado come conhdencial v las muestrns obtenidos serin

utilizadas exclusivamente para esie cstwdic,

| DATOS PERSONALES

1 1 s g T e e ey
APEIA0G covicrivrins amasissrmisrisissmins e SI00S VaDdm [ ) Mujer (|}
Fechn de naetmdmibo: . s Suadaimnmindis. Pl (i Gimai i)
Lougar de nacimiento .o beals e s s,

NI, ot s e i e e e e e e g

2 A RELLENAR POR EL INVESTIGAIDNOR

P O R T S R R R i
Sangre heparinizads ..............mL {aprox.)
Sangre EDTA .o miL [aprox.)
MMM, 4 cocsims oo snss sisssssnmencins L (AP0 )
Células mucosa bucal .............mL {aprox. )

COHdige 081 BONANDE .oarsianmnmimsismsismrimsiinimssinsiassans - Expuesio Control

Firma del donante Firma del investigador
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L EXPOSTICHON LABORAL

L O UPACHRS ACTUAL

[.1.1. ; Trabaja ahora?

[.1.2, (En qué? [empresa)

1.1.3. ;Hace cuantos aios?

[.1.4. Donde trobaja, considern gque hay algin tipo de
CON{AMINLCION COmo:

Thempaoadios

Sin comaminacion )0
Ruida i)l
[Msolvenles u otros prod, auimicos 01zl
Merales fi]3
Finturas ) 4
Fimies s
Asbesto i) 6
Radiaciones | Ravos X, eic.) |7
kT R e | K
Pesticidas nilgy
Derivados del carbin 110
Derivados del petrdbeo L1l
i i 1" (SO T SRTR R o Ta e | I -4
MSWC 113
1.4, DCuraciiom PREVIA
1.2.1. ;Ha realizado algin otro rabajo antes? 5i H
Nl.ll
1.2.2. JEn qué? (empresa)
Eecha

Alpune de los antenores suponis exposicion ; Tiempa'aios
Sin exposicion QIO
Ruido DR b
Disalventes u otros prod. aulmicos L1
Wetales iy
Pinturas ol4)
Tintes )=
Ausheii oley
Radiaciones { Ravos X, ele) (1 5 v S
R L A | ] &
Pesiichdas nla
Dervados del carbon | I
Derivados del petrokeo 1]l
8 L R e P e R e | b2y
NSMNC i 3 )
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L TIEMMD LIRRE

En su tiempo libre | realien alguns de los siguienies actividodes?

Tardinerin u horticuliura | |
Brcolane |2}
Carpinteria El
Mesanica de automdviles'motos £3
Maguctas v modelismo |5}
LIREOR. [ i i s mmamvaiv s i g il
Mingung L1

Eir cose de respuesia afirmarive, dor defalles de
posilde exposicion a disedvenies, pimturas, colas o
afray sustancios sivicas

1 DIETA

JCwinias veces a la semana swele comer pescado vio marseo?
Mammero de veces a la semana
CCmando fue la aliima ver gue comio pescado y'o mansco”
i- g
Hace dias
JCuhnias veces en la allima semana?

Mimero de veces en la 0llima semnn

[]
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4. HABITOS

4.0 Tamaco (5 cigarrillos = | pura = | pipa)

NP ex Fromnador,

SUwantos afos hace quwe fuma’?
JOwhntos cigarrillos fuma diariamenie?

Plarca aue consume

Mivel de micotina’ciearello:

No fumador| 1]

Fumador| 2]

Ex-Tumador H
Fumador nasivo El

_ nios

_ cie/dia

_me nicoting
_miz alauitrin

S es ex-fumiador fmds de an aflog
;U uantos anos hace awe lo deio’! _anos

;Cuantos ciearmilos fumakba ______piofdia
JDurante cuantos atios fuma?

4.2 C0nsUMO DE ALCOHOL

4.2.1. jConsume algon tipo de alcohol durante las comidas o

cn su tiempo libre?
Si E
Mo

i ok ;
SR &
Vino Vasos semanales B
Crervesn Botellas chicas -
Licores Conps semanales
;Diras bebidas? Vazos semanales

gramos tofales:

4,220 Ha tenide alewna ver oroblemas de alcoholismo?™  No m

=i
WsMNC

4.3, TEO CAFE

SComsumde 1 o calé? i
Mo 2
Indioue ¢l nimero de tazas al dia;
T ldia
{Café 1/lia

1 1
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Iz, HISTORIA MEDICA

51 ANTECEDENTES FAMILIARES
JExiste algin miembre de su familia que presente o haya presentado
ciancer? Indicar el tipo de cancer ¥ parentesco

EL ANTECEDENTES PERSOMALES

5.2.1, ; Tiene o ha tenida algun problema de salud relacionadoe con;
1 EIRTRIY anfins

Mo E
Cormzon, arterias, venas (circulaionos| I v
Rifin (renales) i
Pulmion { respiratomos El
Mervios, cerebral [neuroldeicos) 4
hgestivos =
Piel {dérmicos) i}
Infecciosos (hepatitis, mononueleosis, SITA) | 7
Cancer | & | i,
MEMNC i
Especificar enfermedades v edad de
padecimignlo
5.2.2,  Toma algun tipo de medicamento
habitualimente? Tiempo/anns
Mo (00
Insulina’ Tratam. diabetis (1
Antibidticos 02
Tranquilizanies v psicofinmacos [ E B
[uréticos it4 i
Antiacidos (5
Antihistaminicos i i
Vitaminas v minerales 07
Analedsicos, antipiréticos i3 it
Anticoncentivosharmaonas | -
LB, 1, ] OO | 1|k
NSMNC 111 i

=3

5.2.3, [ 5e ha sometido alouna ver a terapia de rayos X
(incluso en la mifez) ?

Mo ) ]
Si | 1)
NS/NC [9]
5.2.4. ; Ha recibide alguna transfusion de sangere en el .
Olims afo? Ma | ) |
5i (1]
NS/NC | 9 |
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8.2 ANEXO2: PUBLICACIONES

8.2.1 Articulo1

Evaluation of micronucleus induction in a Chilean population environmentally

exposed to arsenic

Mutation Research, 564: 65-74, 2004.

201



dvallable online at weew sclencedirect.com —_—

S S SR

Ganan Ty ana
Erraraanenisl Mullgoness

Mliitatiom Besennd 5o IO 65-T4

wwve e lsevi er.oomsSocate gening
Community address: wew, elsevieroomlocale mines

Evaluation of micronucleus induction in a Chilean
population environmentally exposed to arsenic

V. Martinez", A. Creus®, W, Venegas®, A. Arroyo®, 1P Beck, T.W. Gebel®,
). Surrallés”, R. Marcos™*

i Depariassesd de Grewdtica § o Micrebodogin. G de Maragesesy Baonirar de Cidncles, Dniversimr fadimomss v frelasg,
Ei%er On, Covdlusiodi e Flles, Folladrmo G891 Spis
P Dhrrtamenio de Binbaphe Cefular, Uatverstiad de Concepeiiy, Chile
* Depariprenie de Cieaces Wenbea, Dniversela oe Anfofgesis, Ol
LT ETER P LT uf Crwieraid Wi e Esdmmineningd Mealnd, Daidversii of Docftlges, s
 Fandvral sttt e Chevapaiiomul SaGer o Walnh, (Ve vl

Recenod |9 April 2EH secovind ngvisad G 19 Rl JHEE aceepied 12 Tuly Nl

Absiruci

In the presemd study we Bnve evalualed whether or nof envinonmental exposure B arsendc m ground drinking-water resulls in
aalgnifieant imerease mthe fregueney of mieronuekel (M) in penpheral bosl lvmpheeytes, Thus, 106 indiveluabs drom b

Aptefaasty repaon dMerth Chile), tosether with 1 individuals froam the smen of Concepoies, were wsed e this mmeeshipalzn

In the Antedngasta area, arsenic kevels in dmnking-water as high as 0730 my'L were measured. In Concepeion, |ecated about
254000 ki fewsard= thie sonily amd nsed as refepencs anca, arsenie evels o v woler wene as liow as 0002 mg . The 12l costent of
arsenic im fingemmsils was determimed as a biomarker of indivedoual exposore. The ofegenetic resubts obtained i this stody imdcare
that i the exposed prowp the overall frogquency of binsebeated micronsclested colls (BYMNG s hagher tham in ik refemno:
proup, the difference being statisticolly significant. In additon, no differesces were fomnd between the expossad and (ke reference
groaips, regandimg the cviokinesis-block proliferstion index (OB, B assocsation was shaerved betaeen BWNMY and amsens
candent in water or arsenic v fimgernnils, Cin ihe other hand, whes the exposed group was divided aceoeding o their Atacomedio
or Cancasian ethnecily, no sigmificant difTerences were observed between them. In oddition, as esually foand in sther heman
becmsitoring stuiles, sex sl age are facioes that maodulaie the l'me|||.|.'-p|:-'_|.' aof MM im baith |.':l'|1m-i:|:| anid reference pn|1|.|.|.|1i|nn:-.
0 20 Elseveer B All nghls resenved.

Keywonty, Baomonitoring: Micromecleus test; Humes Bmphocyies Arsenic: Dnnkeg-water: Fingernads

1. Iniroduction

* Correspondimg muthor: Tel: +34 01 58] 2052 :
Fu: +54 93 451 2387, Arsemac has been clussihed as @ human carcinogen

Eopont pitiiress: ricard manosaunhes (B Maroos | by the Intemational Sgency for Research on Cancer

138357 18% — s from maiter © 3004 Elsevier BV, Al rights reserved.
il DO 10 Dot e 20K 6T 0

203



1] ¥ Wheardiwe® of il

[1]. hased on srong epidemielogical evicdence, The
comipsEind natuntly occwrs in the drnking-water of
mmillions of people, at concentrations much kigher than
censidered aafie, which represents an important lalib
COMICETT I w'n:nll areas ariingd the warld. Chrone ex.
posure to arsenic has been associmed with diffensnt
types of cancer moskim, lung, blodder and lver [2).
Nevertheless, wntil now it remains unclear how arsenic
calses caneer and hiow it exerts ds poteitial genotaxic
aghiom,

Many stdies hive becn carried out to determine the
genoloxie potentinl of arsenic compounds (reviewed
by Basu et al. [3]k bt o genem] agreeiment has been
reached nhowt its mechonism of petion, Thas, altheugh
arsenic gencrally does wd show mtagense etfects in
bucterin, and the resulis om panl mutations momams
malipn cells ore confradictony. the resulis obtnined in
cyvlogenetic sthudies show that arsemac 15 3 clastogenic
agent, Onthe other hand, in vitro and invaivo studies on
A -|h|r|.u.g|: induction seem o mmbcate that arsen
acts indimectly by inhihating IENA repair,

Sewveral biomonitoring studies lave been carvied out
i human populatiens emaronmentally exposed o ar-
senie due to s presence m drinkog-water, by looking
far eytogenetic domage i bymphocytes, Cytogenetic
bigarionitoring studics caried our by e of somatie
cells are comsadenesd o= perment tools o eviluate the
possible gemntoxic effects of a defired exposure. For
pwstanee, chromasmmal damape has slown e be aonele-
vant hiomarker for cancer predasposition [4], Althouzh
the bevizls of arsenic exposure amd the penaods of expo-
sure vary between studies, they usunlly report positive
cytogenetic cffects. However, a study carmed out in tle
U5 evahmting chromosomal aberration {CA b levels did
nt shavw CA increases associated o arsenie exposine
[5]; negative resalts were also chimned [6] 0o palod
study o andividuals cheonscally exposed in Mexioo,
In comtrast, moa further soudy comducted by the same
group, significant increases in CA levels were detected
o thae arserc-exposed population when compansl o
a referent population [7]. In addition, in Finland, C&
i reaEE Were u]:pu ﬂlim:nud i diree] association with
arsenic exposure [E] and, inan area endemse for black-
foot disesse i Taiwan iereases in CA were observed
im indradials developing cancer, compared with those
who did e devebop the illness [7].

Sester chromahd exchange (5CE) has al=o bsenused
i dstenmume the effects of wrsenic in grownd water,
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Thues, Lerdn [ 10] showed signaficant increases m 5CE
freguencics assoceated with the As levels of ingeated
water, ml significant imcrenses were also observad
armsng Blackfond patients in Tarwan [11]. MNeverhe-
bese, shuelees carned ot in the LS [5] ol Argentons
[12] were unable fo show increases in SCE related to
UCAETIL ERIOs1me,

Finally, micromucleus (MM) formation is another
cyvtogenctic bomarker el 1o assess twe genoloxic
rsk asockabed 1o arsenic exposire in donking-waler
With this bismarker, clastogenic/ancugenic effects
have been ohserved in exposed people from Argenting
[12]. Bulgaria [13] and Endia [14].

Taking mioaccount the mformation detuiled abmve,
and the wide range of expesure comditions that hamans
popiilations can encoanter When envirommentally exs
posed 1o arsenic in ground water, the present work pur-
stzs lor il more informaiion about the possable gemo-
toie risk associnged to arsenic exposure in donking-
sater, Thus, o brge population e sonbem Chile
with hagh levels of orsenic m dnnkimg-waler hos been
cvaluwted and compared with a reference group firom
the ¢ity of Concepeion, located about 2500 km 10 the
soith in the same country, with very low levels of ar-
senic in drinking-water, The mecramscleus nssay m pe-
mipleeral Mo Banphocyies was selected because of
[1C .lll'l.-ilnL.'lgl:x i the SCTEEN all r_-.-ingenclin; Ll.arn:u;e
caused by petential environmental mutagens [15.16].
s rediable sensitviey [17 18], and it advantages i
buaminn biomesnatoring | 14.20], being on adequats alter-
mative B Ll an vitro OA test [20],

L. Muterials and methaods
24 Stwelied popielations

The sty was camieed oul ina groop of 217 indived-
uals, 106 of whom were from the area of Antofagasta
(Chalel, living i the villages of Calama, San Pedoo de
Algcuma. Teconso, Socaire, aml Peiee, Levels of ar-
m:nil: in Lhe L Wiler ol thes aren Vary and cin reach
concentrations a5 high as 0.750mg'L. Table 1 gives
thez levels of arsenee mothe diffecent villages of the arca
where somiples were tnken. The reference group con-
sigted of 101 healthy persons feom the ciy of Con-
cepeian, im the sowh of Chile, where orsenie levels i
drnkmg-water wne very bow {zee Table 1 People living



F Myt af ol Mintofion Seseorcdy 564 ¢ 0600 65-Td &7

Tahle | in San Pedm, Toconoe, Peine and Socaine are assumed
Al R T Thoen Wi simp - e 10 Iz exposed mainly via drinking-water, directly or in-
Smamplimg place mg AsL dhirectly. Calomn 1s close to the open field copper naime
Crmepe i sample 1 HHITS of Chuguwicamata: i this case, it cannol e excloded
Comeepeion (sample 14 HHIS thot m additsom 1o X PN Wi J.Irinh.lrtg-\'r.lll.rr there 1
_||'_"" | ':"“'E akso an exposure via air pollurion.
it by Table 2 chows the i churaterstics (age, sk
Cakma LIS ing amd drinking habits, amd capcer incidence in rela-
L esguicamata L2050 tives ) of both groups. Taking ivto account the populi-
Aniofiigasta (IR tnin slruetune of the Awtofagasia area, expossd people
Lasana - Fukass | iever) 00 were clnssi fied nocording fo iheir sthnicity {Atacomeio
IT"”""_ L'_“”“"” 01440 Inalian versus mom-Atncameno b Medical exammation
Socnine — Coinmunity Hospital 252m i : 7 T
& ein friver} 35000 in the exposed gr-::tmdld n-_mn:lﬂtc'l skin lesions, Tahle 3
Gt Pedi dbe Abacums | mimniing simplel {15 S0 gives the desenpiun consilenmg the place of the sam-
S Pedrode Amarama (afiermoon sampie b iy | A p||n;
S Podro e Alacama (river) 1.8 N0 Prior fo the study, all individusls gave informed
eonsent and blood somples were collectsd ond further
fahle 2
Fopalation description
[ & Fa ENA

Population

B oo Iihividunls RREYLL A I8 § 100 A0 4T B 33%)
e

Yeurs + 5 E. ITEE+ |08 R || 403+2322 IHET+ |51
e

P, of men 4213780 24 (2L Ei b 16 4 280

Mo, of women 52 ) B 77 A% 47 (B4 AT AN
Alsoted commumphion

powesk £ 5 E 2086 +4811 ITI=44 BERES 4] IREE S ]
CinfTeee orul [ed comtsiiin ion

Tea icupsiday + S.E} AT 012 1&3 =002 L3d+nis ()

Cofli jeupa'day + 5. E 25 ALIE LIREESINE] 032+ 008 LAl k24
Smoking hobic

Mon-smokers 4 157,74 TE [ T4 3% 47 [ B6%ah 35 163,6%)

[Ex-smvnkers (AR Y Tin. ™ 3 41T3%)

Srmcdioms BT ERE 1% 4K 1h 2% %)

Datn mor avollabde il 1 Q 1
|garettessday

Chgrall papelition 24 E04E | &1 =04d] Ul 048 205

Cinly sokcrs ERES L] Tai=1d EREES L EECES )
Fish gumsumgdiom hafa

Times week [ETESTTi i35 007 (L0 RS TEIE]
Hefatives wimh cancer

Without ases LN RER ] TTITY M%) A1 1K ELE AR

With cses ELREERLH 7R (26T 211N 19 3455,

[Daim not availabd: 1] | Q 1

. refisrenite] £, euposed FA, expoed belongieg o Asacametio ethnioiy; ENA, eussd nol helongag o Atsicamelo ethnioiy.
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Tabsl: 3
Description of the stedy populaison by reskdence ioam
SAN PEDRD TOH Ci A PEINE SOCAIRE CALANA CONCERCIM

Pojiulases

Mo, of imdividuals 254 25158%) 16 L3HEP) HATl54%) 4317 Shi5ire) 111 4 HHF)
Age

Wonrs + 5L RS AT40 L4 i nk §].T5 2945 LS L ST LK
Sy

My, of men B {32%p FilalEta) 14 E215%) LLETL ] 1202 2H ) AZ43717%)

. TUT] RS T | 7 4t 11T T L 1IHF) L1877 Al {21 2%5)
Alzohol consumpdion

Fuesk + 5E 17K+ (6.2 194 104 GIF444T i QAT £2TT MRE+4,17
Coffew and len sonsmgdiom

T o caapes iy b | BE+ BT | 344112 1384037 123 =148 LEE0.17 | AT 2

Caifiee icupsiday) NAkis 1 NEESIE 075 =044 132008 I3 0E
Smaiking hahil

I on-anok E15 |84 T2%) 15 §U3 84 T{H?. 5% A 1IHFw) S ind 4t il 437 M)

Ex-smokers 2 i) | jis 395) LIE]1 LRI {7, M%) [RELL

Smnkers 3 (20 LR 14125 LLE L] 14 (2050 A {IL4%)
Cigarenissilny

Ll'rtﬂl||'\-np'u|rl'|rrln 172405 1l 25425 il s B LY e PR L L

Omly smokers 91150 n Ptk L 629t |.A2 BTEX 3N
Fieh consumpiien habd

Tirmass pazr Wik Ak + k46 1944, Ll n =002 | €18 £ (kAR
Relaivves with cncer

W b oeana 21 {84%ap 15 (93 840 5625 £ 1THP Yrinl 5o B2 AR5

With costs 4| Ih%ah 1 ji3%) AT F LN MAK AN) AN {4 "0

Drevia i awnillable ii i i i | ii

mnipulated i sccondance with ethical standarcs,
All participants completed & detniled guestionniire,
covering standard demographic questions, as well as
n brief occupotional, seafood consumption, medical,
and Taimily histesy, Tlas questionmaere 15 samilar 1o
that published by the Infernational Commission for
the Protection agamst Emamonmental Mistagens and
Carcinogens [21].

2.2 Lvmpdiocvre calfuves arad W analfiesly

Bibsind saamples were obtained fromm each sulyject by
venipuneiure, collected in heparimized vicutoiners und
senl l.:li.n:l.:ll_'f' Lia I:|1|-: 1ul1|:|r.|.l|.1r'_'.' I '[:'l.1|u.:|.:p|.::i|.-1r|. l.l.iu-.n:
they were further manipulnted with the help of one
technecian from Spain, Lymphecyte culiures were sel
up by adding 0.5 mL ofwhole blood to 4.5 mL of RPM
16l medivm supplemented with 5% hept-npetivated

fetal call serum, 1% antibiotica {pendcillin and strep-
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foimycan) and 1% L-glotsnee Gl provided by Giloo
Life Technologies, Poislew, UKL Lymphocytes were
stimlated by wscubation with 1% phytohacmagglu-
tmin {Gibeo) for 72hoat 37 °C

& E_'f"ll.u.!l"udu.-ihi B H::'_'.'[-H, ﬁigrrl.a, S0 J_I.'IIJi.'L. Hﬂ.
LS solution was prepared in dimethy| sulfogide a
aconcentration of & pog'ml and stored ol —20°C [23],
This solutken was thawed and added te the culres
dd b Ler o amest cytekinesis, &1 72 b ol incubation,
the gultures were horvested by centnfugastion ar 120
s g for B Nest, b eliminate red cells and o pre-
serve the evtoplnsm, blood cultures weee woshed once
i RS 1640 medivios followed by o muled hypotomic
trisatmient ¢ 2-3 man i 075 M KO atd "), Cells were
ceitrifiiged amd o methanel-aeetic i (301 v solu-
tin was gently added. This fixation step was repeabed
vwice and the resultmg cells were nesuspemded inoo
amall volume of fixatve solubon and dropped omto
clean slides. Finally the cells were stuined with 1%
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Ciiemsa (Merck, Dammstadt, Germony ) in phosphale
huiffer (pH & 8 for 10 man,

The scoring was carmnied out in the UAB by a well-
trined technicinn inablind study, Todetermene the fre-
quiency of binueleated cells with micromuclel (HNMM)
amal the todn] nimber of MM, o 1ol of R hmaicle-
sed cells with well-preserved evioglaam | 500 per repli-
cabe | were scored For ench subject. In nddition, S04
lvmphocytes wers scored o evaluate the percentape
af cells with ome fo four oucker and the evtekinesis-
block proliferntion  mdex (CHBPIF was  calbculated
[23)

2.3, el pevprration of Sagermaily ard wiler;
arelysis I gromie alreorpion specinume iy

Samples of fingemails were senf to the University
of Goettingen for the evaluntion of the arsenic con-
tent, Chemicnls wsed for the cleaming ond digestion of
I|.'||.: l|ng|:r|1:|.i!x aiml the .ur.|..'||_'|r-|.ix with .Hl.llllﬂii: .ﬂh.‘-illll]'lrr
thon spectroscopy (AAS] were 0% mitne acid (ul-
trepuir, M hydrogen peroside (pa, b acetane {paa. .
and a magnesium-matrin madifier. all purchased from
Merck, Genmony, Waler was of high punty grde
{0055 S em ' made by a type HP-4 purification sys-
fem (ThA-Lab, Germny s, Standards tor calibrating
the AAS were preparced from an arsenic acid stock so-
Iution (Certipur. Merck. Germuny],

Coarse dint was remaved from fingernails by serop-
ing. Manl paand was remaved with acetone, Then the fin-
germnails were eleaned necording to a method described
by Eamgas et ol, [24.25] by ultmsonication in hegh
purity grade water for [min. Afterwards, nails were
wished three times wath high ety grade water, Fin-
gernails were then checked with o magnifying glass
and oy remining dirt was removed by additional ul-
trscmecabion or by culting off, The nails were dred
in am oven at 65 °C overnight, weighed ond dipested
in o migrovwave digestion systerm (mls 1200 mega, Mi-
croavitve Labortory Systems, USAE Therefore, | ml
S nitric acid fultragur, Merck. Genmay b, 005 ml hy-
drogen peroxide {pa,, Merck, Genmany ), and 0,75 mL
high piriry grace water were added to the nul sample.
The program for the microwave digestion consisted of
S1% siCps: Fmaat 2500 W, 1w at 0w, fon an 25000
Somnim ot S00W, 3 min gt 400W, and 4 min at 000W.
After cooling, the sample was diluted 1;5 with bagh
punly grade water and analyzed by graphite funsace
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AAS (SIMAA G000, Perkin-Elmer, LIS& ), The detec-
o Dot was | pg aesemic/L,

Water samples (45 mL) were treated with HNO,
{6500 amel st o Gioeliengen whene they were analysed
by HPLC-AAS, An HPLC system (5240 Bio-Tee Kon-
trom b wans connected 100 system of hydnme generation
(F1AS 400 and to an atomic fuesescence spectrometer
[AFS, Excalibur, PS Analytical),

24 Sterrfsntc! maetfaocs

The u:un[:.:riurn belween Erolipes lllrl]'uet_'..'l:rgu'nulii.‘
vanable was dene by means of the one-way analysis
of eovananee (ANCOVAY including the confounding
vibriables as covarates. A muliple regression analvsis
was used fo determine pny relationship between ethric-
ity and the cytogenctic vanables for both study groups.
The statistical computations were performed using the
PSS, version 11,5 (8155, Chicago. IL) rum on a Pen-
taiem PO,

3. Resulrs

The present study was careicd ourt i Chile 10 assess
the level of cytopenetic domage i two populations,
one environmentally exposed to arsenic in the aren of
Soviafigasta and the other, a reference group from Can-
cepeion, where no significant levels of arsenic were re-
ported The levels of amensc an swater wene delermaned
at the University of Goettingen (Germany ) and the re-
silis are indvcnted in Toble 1. The concentmations found
in the tap water of the sampled places Coscepeion,
Coloma, Toconae, San Pedrm de Atacami, Peine, So-
caire ane also indecated. In additeon, the arsende levels
in witer were also evaluated m thres other places from
the sarme area: Antofagasta caty, Lasann (Loa eiver) amd
Chuguicamatn. It must be noted that the highest con-
centrution. found in San Pedro {L.OST mg'L L was ob-
twimed im the wanler past before the treatment plant, while
the oflwer twvo semples are rom tap water, As observed,
both San Pedro and Sccare have much higher levels
than the stamderd drinkoe-vwater (0,05 mg/L amd, al-
though Toconas, Peine and Colama are below of this
lisviel, l|"||.:'_'.' s sl pbove the bevel of (10 |11.]_.'L FEC{Ti=
mended by the WHO [26].

Table 2 shows the main choractenstics of the som-
p|L'-|l _[kq'luhtiunx. iru]il:l[ing the aVerage valwes of HE LS
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aleohol consumption and tobaceo use. Tn addition, the
percentage of mdividunls whe reporied cancer inci-
dence among their close relatives is alao indicaed. Tak-
i o pecoumt the populstion charactenstics of the
sarmpled area, individuals were divided aceosding their
ethrey as Atacomeno Indean and non-Atacamedio
Iuﬁmrunﬂ'_l.' Coancasian], Indiveduals froem Calameas were
mwiily Cavcasians. whereas those from San Pedro, To-
comig. Socarre and Peane were mostly Awncamedio. The
mam differences observed between group charcieris-
ties wiere that the ouwmber of Atacaemedo men was lower
than the non-Atacameno men; the alochal consump-
ton ik bower m the expossd group amd maostly i the
non-Adscamcno group; there was a lower imcidence of
cancer amaong relatves reporied in the exposed group,
especially in the Atacameio donors. Taking o sc-
coant the differences i the emaronmental levels of As
between sampling places, in Table 3 the descriptive wis
drvided sceordmy 1o the different spmpling places,
Table 4 mlicates the cytogenehic damage observed
m the xu.lrlrﬂm] |'h;|p|,:||:|li|.1n. Iev snclchwtacom 1oe Eha [rlﬁ"ll:ﬂl.‘_?
of binucleated cells carrying micronuele (BSMMN L the
cvtokingsis-block proliferative index (CHPL was ol so
caleulited. Data are davided secordmg 1othe exposure
level (exposed versus referents), ethnecity (Atacamedio
Werslis riomne A I.'h;am:Fu:l] :u1|:| =e¥ LImen Yersus wiormen ),
This Table also shiows the averaps content af Az in fin-
gl:rn;li]x e 3 biomarker of smdividual eRposLre. This

analysis has Been carvied out in a total of 193 indi-
vidimls since, unfortmaiely, simples from 24 referents
were bost. The overall exposed group shows a higher
inckderce of micromucle thon the reference groap (7 =
(8 ) and chis difference is only significant betwen
wmen (7= (U0 5 b since the Frequency of BNMN is not
ul’.u[i:ili.-.-_a||'_'r different hetween I.'IFII.HI."'II and reference
mien. Although for the overall exposed population there
are vo dafferences acoording ethnecity, mon-Alacameio
men present o lower frequency of BNMN than Atn-
carmey meh G = 0010 sl - Slacaneeio Wons
(P = 02 b These differences may be explained by the
sumple saze, due 1w a low namber of males compansl
o females and possibly o different life-stele habits.
With respect o the CBPLL significant differences were
ohserved between exposed and reference groups (7 <
L]

Table 4 also shows the average As content i fin-
g_l:rn:lih;. A indn.:ul:n;Llhu. 1."|,|||,|-: [E3 s'lgml‘u;qrﬂ |}- |:ig]'.r¢r
i the exposed group L0015 pg'eh in companson with
referends (357 pa'g). Streng correlations were found
between As levels in water and in fingemuails (R2 =
(L3852 nlthamugh the eurrrlumn‘b-:mﬂn Ms m fin-
gemails and BNMN was wesk (2= = 00024,

To evaluate possible associations between the ema-
ﬂmn:nnl:ﬂ ll:'n. el |:|I'.a|rm:r|||.' unl:l Lhe= im:il..ll:nl;n: ul'c}inm:-
nedse domnge. the data were classitied acconding to the
.-um'l|'|| inh-_ |'I|.Il.:l:' i Tahle 5}, Inthes cose, no |.'||.1n:—n.'x|1m|m:'

Tahle 4
Cienetic damage observed in the study popolations
R [ Ak MAE
Toml
Mo, of iedmvinuials (LA [T 100" ST Sed 1%
HAEMM faverps + 5.E. ) IS L2 1444 Lo 483+ 143 11+ 1.
CHEF |memgs £ SE) I35 £ RDHE |42 40000 AnLan Lk 200003
A i Figeniails ppeg dr = 5.6 1,57 & Iknd HLEE 4 138 1.4 292 R o
Pelem
Mo of indwidusls i B 23112%) N I5{14%:h
BRMM jovenpe £ 5.E) 12654k 1.0 02T+ | 5% 1657 &£ 1dl TE L
CHP] (avwmape + 5E |44 1 KT 1380437 1,31 £ 005 |45 AL E
A b Diggemiails g'gis = 5.0 4,75 £ s 11.13+413 ILH L RS il dle
Wirrmen
Mo of idnidusls I HA TR 407 S AL
BRMM javerge + 5.Ej 57414 15564 | 5% Ied.54 4 158 16594 1.7
CHFP (averaps + S E. 155+ Wm0zl 141+ 0011 Al +002] |45 +001%
A b fisgemails g iy = 5.E) RICLES L by L ELE L] L2 4 2 ES T0T 1K

B, meferenits, £ exposnl; AE, enposed helonging o Ao efnacilty; MAE, eaposid baonging oy Cancasion ctbmiciy, Contenl of A im

Fimgaeermials 4s al=o indicilad

208



F Rk o s 0 Wuliniin Aeseie i S0 (VW 65T 7l

Tahli &

Lienelic domapes ohieenial eecichsg s the campling place

Populateon mg As'L [ i Asg fegemal LI ) CEM

Sl Peidne A [ 2 133 =4 534 11774 e .38 £ 003
Socaine nn & L S AT |2 5415 AR &
Toeofu i 16 ET04 TA 2151+ 204 1.37 007
Lalama EYLA] | i1 TG L |50 LRG| A5 145 £ 0
Pegins CLIHES B ek h o M 1158+ 347 LAh -+ (L
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was ohserved ot oll, with data from San Pedro shovang
BRNMM values squivalent to those ohdnined in Con-
cepeion. The only surprismg data Trom thas Table =
the high level of BNMM observed in the samiple ob-
tmed in Tocoms, whers with Te mdivaduals :qqrn.pjl;:l,:l,
the BNMMN frequency attains o value as high as 2181,
.'";pg'ru.r\t:nﬂy, fram the mloemoteen oblined from the
guestionnaires., and the exposure bevels indicated by the
content of As m the fingernails, there is no explinmton
fior this ligh value among the Tocomo inhabitants.
Finally, when the role of the different confoumdimg
factors is evaluated for the overall population, only age,
sex ond coffee consumptron oppeor te pffzct the BNMMN
frequency. On the other hand. fea consumption, sex and
IJur 'l'.ﬂl'l-.ilt'lh clq'm_m.m:al:mni.n:iw are ﬁll:l.u:l-n: Ihul Appear
o affiect the content of As in fingemails, considersd
as a bigmarker of madvidual exposure o As, This =
ohaerved o Talle 6, which presents the data obtamed
m the sipisticn] model used. Our resulis agree with

Laksle &
Summary of ihe sttistical dota socondmy o the model
H F M

(BN S
orrecrad] mdde] [ 88T 11
Inierseciion [ELRCNRS w7 LAY
EX posise — efreminy L3514 | it 1,152
b £.RAT 4.4uz [ETER]
Ape 125 3y L B (DL
Coflige vensumpliom 5117 1S4 URER]

As i fingemash®
Corrected model R BE] IL.u7y LIECE ]
Tntezsixtlion 1277414 1255022 LLELLE
Exposmee - ettmaciiy T5RET RIEE ki 10K
S 1178 i fil il
Ten Comaliiijiiaon T 131 4.1E35 s

* B pormected = 0,342
¥ B cormected =10,194,
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previois studies shawing that age and sex ore factors
that atfect the MM incsdence [15.27.28]

4. I¥iscussion

The presence of hgh levels of arsenic m donking-
witler hios been asocimted 10 severl elTects om healths,
including cancer. This, although the most comimon
svmptoms related o such exposure ane skin lesions,
miglonosis, conpunctivtis, keratoses and hyperkento-
ars, ather mone extineme health eMecte hove also been
reporied [2,29].

In relatiom 1w the carciogenie potential of arsemic,
althowgh it has been suggested that o penstoxic mech-
amigm maght be ovolved. the resulis obdansed i bu-
miin besmonitonng studies are not conclusve enough,
Thus, when severml enrly bromarkers of pendtoxic el-
fects hove been used on people ewvironmentally ex-
posed toarsenic o demonstrte o pessible genetic dome
ape related fo exposure, only a Tew positive dise—e ffect
responses have been fouml, aml mamly when cytoge.
netic damnge was measured oz penetic endpoint.

Amang the different l,:'_'.'llugl.-'n.l:'lil,: omarkers, the
seoring of micronuclei i peripheral Mood lvenpho-
cylies has been propesed @s o waslul ool o asses cyto-
genetic domage, Thus, we hove used this fest system 1o
evitluate the possible genotoxic elfects associnied wen-
varoimental exposure o arsenic, mgested viadrinking-
witler. It must be emphasized thot ene of the main ad-
vinLages of the microniscbeus assay i that, besides mea-
suring clastogenic effects casily, the aneugenic effects
can also be detected, Furthermone, the MN assay, when
complemented with the fuorcscent movito hybrdiza-
v [ FISH Pechnigue wath centromens probes [ 4,21,
i% Lher cnly procedure that permats unambiguios detec.
tion of ancuplokdy in mammalian cells, Inthis context,
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it st Be noted that in vitro studies caevicd out with
mammalian cells have reported posidne mduction of
SN after assemic wreatiment [12.33], A study wang b
rman skin fibroblasts shows that the increase in MM afler
low-dose exposiere to arsensc s due o the induction of
kinetochore-positive MM, whereas high-dose exposure
vy indsced kinetosloee-neganve MM [34]. ln ad-
ditiom, anewploidy induction has been also reported in,
i vive expenments, by sooring the number of chromio-
SLITHSS il.'l ITI-E'L'.lTIII.i.L‘rL’ .'q'll'EiIL‘H EI'I.1III l'H:II.'II.' IOArTOsY I.'l'.'l’ﬁ
[35].

i resielts thring a \igﬂlliﬂ.::lnl ineresise i the fres
quiency of MM among the exposed proup agree with
simelar biomonnorng studses carmied out by other auo-
stz o poaple environmemally exposcd 10 assenic via
crenking=-water, with 8N as the genetie enifpoant, MNeys
ertheless. the statistical significance of our daia is bower
than those reported by the other authars, 10 s necessary
to gmphasize that our resalis hove been obtained moo
Srolp |j'r'i||g b an aren with ||||_.,'_]|. levels of assense in
dranking-water, ansd after the sampling of a birge num-
ber of individwals, 1o this contest, it musi be recalled
that the first reporied study on the frequency of MN n
peopbe exposcd 1o As [13] need o very low sample sine
i Four madividualz ) and that the other twvo studies [12,14]
el e cmdy 22 amel 45 imchvsdials, respectovely,

Small snmiple sizes may lead to misinterpretntions
about the sigmificuece of the oblained results, D ouwr
HI.IH,I}', in the poplatign from Toconno where 16 m-=
dividuals were examined, the frequency of MM was
sigmaficantly higher compared to the correspondimg ref-
ercnce population, Mevertheless, this result i difficul
t explom sinee, in ts locstion, the levels of orsene in
dranking-water were nod particularly higland the levels
of arsen inthe fingernails also did not seem o indicate
a very high pass exposure. Similarly, the frequency of
BN in the |5 nen-Atncameno expesed men 15 very low
without any apparent cause. This would indicate thot
dilferences between groups o hetween studies could
b strongly influenced by the sample size or by other
vinknoswn Thclons, inl.‘lcp-:nd-unl ol Lhe xl,lwl.mcl_! X [i=
suie Bactor

Imtrinsic dhfferences between populations and be-
tween searers are amsther impoaant aspect when com-
poring Inerature data, The MM pvernge obtamed in an
siteriational survey carnied out 0 Ewrogee givies o value
of T8 MMNO00 colls 45,10 = 520 i different in vitro
studlies by using buman Iymphocyles from penpheral
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Blaod [36]. This valus i lower than the value of 11.9%
found by s in the Chilean reference population arel
that of 146 repored in Bulgara, but is siosilar o the
avgroge of 6.4 repored in Argenting,. Mevertheless, o
is much higher than the volue of 053 (5.0 = 0.34)
reported i the sty comied out m Indi. In ths Enst
casge the frequency of MM s tee exposed group was
higher when compared wath the referents, bat the re-
ported value of 6. 390500 = 65 was still clearly lower
tham thse mru:ﬂud |'.'|!r' i ancl edher authises, .u|||1|:|IJ|_.',_||.
the exposed people already showed cutansows signs of
arsenscean, I maisl be noted thai the MM I'n:qm:nl."_-.- ol
I % Found i the current study is practically the same
ns shtaned moa large study enrned out m four Euro-
peancowntrees (12,100 after monitoring 437 individuals
[2&], arnd e an earler study cermed oul o Chale, were
the MN freguency in the referents was 168 [37].

When the cormelation between the level ofarsenic i
water and the MN frequency is calculated for the dii’:
feremt places. the comelitaon coelMiesenl 15 very bow (8
= 0108 anad the some is seen whean this correlation i
caleulated for the BMMMN amd the comtent of arsemic in
fingernails (% = 0.0024), Analysis of nails is consid-
ered to provide o good measaine of long -lenm exposire,
biecause nails prosy mpedly and then remain isolated
from othermetabolic activitees inthe body [ 28], In Gict,
the abserved levels of As in finpermnls agree with the
expected levels of environmental contamenation, aml
reached vilises smmlar to thnse observed m hl_uH!.' [T
pimed populations [39,40].

Chr results also odd mformation o the conflicting is-
st aboud the supposedly kigher resistance o the efTects
of arsenie amang the Atacameno people compared 1o
- Adacamedio, whicls may be o resuli of a long-time
sebection due o the contimmmas presence of high levels
of aisenic i the enviconmem. This hypotlsesis is sup-
ported by the low meidence of skin alterations among
the Atacametio with respect to Caucasiang, amd by
the elafferemt metabolian of arsenie i the Sacarmeio
group [41]. Meveriheless our results do ned indicate
lower gensloxic damage between the exposed At-
camiefio when comparsd svith noi-Alaeamenio, which
does not support the view thot Atacameno show higher
resistance to the genotoxic effects of arsenic.

In summary, our dotn suppat the existence of o
gemslonie msk assoceted with arsanc exposune. Ney-
ertheless, the increnses im the cyvtogenetic (MM | eflects
foimad an the exposed popuilation mthis stsdy are lower
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B those reported indhe Bterture for smaller grosps
al exposed people. vview of the large sample size and
e exposure levels, it seems that perhaps the penotoxic
mithway 15 nol the most impaortant when assesang the
wlverse effects of arsenic exposure. Taking this o
secount, miore stushes are requared w clirfy the umder-
ying factors modulating the genotoxic manifestation
of exposwere to arsenic,
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To detenmbng the gemoboxie risk asseciated o envimonemenial arsein: exposure, the Trequency of microsuclel i beecal cells
(BCMM ol people drinking arsense-comlaminabed swater hos beem cvaluated. A proup of 1S indiveduals from the Anlelagasia
pegen inoath Chibep, and 102 individsals from the ores of Coscepesin. wsed & reference group, wens meludesd in the sy
Arsenic concentration i drneking water was high (075 mg'L} in the Anlaleasio area, 75fold the maximum recommended level
by WHLO (0001 mgg'LJ, whike the values obtained i Coneepeiin were significantly kover (002 mg L [ndivideal measures of
arsenic expaosure were also determined in fngernoils. which clearfy confirm the existence of chromic exposiene in the samplsd
peprinlaiEms from the Anbfegmsin neghsn DS pas'p Vs 35T pe'e). The eytopeniin resulis imdicaly thal. alisooagh the
BUMN frequency 15 higher m exposed than m costreds, this increase does nol altain stastical sagnifcance. When the exposure
blomarkirs wene related with the eviogesstic valies, mie correltans were obsarvsd between BUMM and arseive comient i walel
or in fingermails. In addition. the genoloicry vakoes do nod seem 1o be related o ihe ethne arigin from pecple belonging o the
enposd proagy. As o conclision il appeans thal, in The steded population, the chrosic ingestion of arsemc-contamannted wale
dhoes ol indwee cytogenstic damape, menswred as micronecls, m the o2lls of the ol mucons in o significanl extent
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. Imtroduction

Envirarmental EXpsrg o prsenic, m:llnljr W
drinking water. 1= considered as a cancer risk fac-
tor since arsenic has been classified s corcmogenic
io hurans {group 1) (TARC, TORT. 200 ). Therefore,
chiromic exposure to arsenic has been associnted to can-
cer in gkin, hing. bladder and liver (Abernathy et al,
[y,

Wiih respect o the genotoxic potential of arsenic,
many studies have been carmed out ireviewed by
Basu et al, 20000, but no general agreement has
been reached about ais mechanism of action, Thus,
although i bacterta arsenic generlly does not in-
duce muragenic effects, and the results on poimt mo-
tations momammalian cells are contradictory, the re.
sults ohtnined using cytogenetic markers show that ar-
serie 15 able by exerl clastegenc effects {Basu et al,
200 b O thee other Bamel, a0 vitro and o viveo sosdies
on DMN& domage mduction seem to indicate that ar-
senic aels indirectly by inhibeting IPMNA repoer {Gebel,
20001 Kitehin, 20001 and that its genotoxic potein-
tind depends on its chemscal Formuln {Guillamet ek ol
20004,

homomtonng stdies comied out by using so-
matse cells are considered as perinent toeods w eval-
wate the potentinl gendoxic effects of a defined ex-
postire amld o predict corcinogenic sk (Hagmar et
al. 1987 L Although perpheral blood ymphocytes ane
classical rownine targeds in such stodies. the advan-
fgres of the use of the micromuclen as o bomarker of
gemistoxic efficts have promascd the use of egathelial
cells from those tissues where such cells are cosily
olained (o] and nosal mucosa. s well as bladder
cpithelial.

Slicromucler (%M are small chromatin bodies that
appear i the cytoplasm by the condensation of acen-
irig cheosmsome frmgments or by whasle chromisones,
logging bebind the cell divisson, Thus, i is the only
Biomarker thar allows the simulianeous evalwation of
both ¢ lnstogpenic and aneugenc effects in o wide mnge
of cells, sivce they are easily detected in interphase
celis In this way, the annlysis of MN in epitheliol cells
leas shovwi o be a sensiive method for monilonng ge-
nzhic damage in human populations { Sarto et al, 190
Earmhall et al., 14999; blajer el al,, 20005,

Micronuclel in epithelial cells from bladder hove
beoer e W msmess the gc‘nul.-l}kil.: risk mssoceted 1o

216

arsenic exposuare in drinking water, Thus, positive in-
creases have been nepamted an the cells of chronically
exposed people (Wamer et al.. 1994 Biggs et al., 1997
Uinnseball = al 'I'-Jli"ir; Mbsore et g, 19970 that pre re-
duced when technical interventions 1o lower the levels
of arsenic in the drinkmyg water were applied (Moone
ctal, 1907k With respect to the use of huecal cells to
mieasure the penotoxic effects of chronic exposure to
arsenic m drmking water, four shudies hove been found
i survey of scientific liternture. Theee of theo oepon-
ing o positive response (Gonsebatt etal, 1997, Tian e
al., M1 Basu etal,, 20020, bt the other one reporting
a lack of penotoxic effect (Wamner et al., 19%4). These
contridictory findings requere new data about the =en-
aitrwity of buccal eells o arssie exposure.

I thes work we present it vhtaved in o lnrp: =
ulation froam northemn Chile, by measuring the sensi-
tnaty af bucenl cells to chronic exposure, fo orsenic-
comtnminated water.

2. Materinls and methods
20 Bubfects shelieid

The frequency of mecronuclkel in boccal cells has
been detenmined oo group of 207 individuals, 105 of
them living in the villoges of Calama, Son Pedro de
Atncama, Toconan, Socoire ond Peing, placed in the
e n!'Anl.-:ran.ﬂu (U hled, Arsene vilties mthe Lap
watter of this area reached values as high a=s 0,73 mgL.
Fig. | presents the amsemie values obtained n the il
ferent sampled points, The comro] prowp consisted of
102 healthy persons Trmm the ity of Concepeion, in the
gouth of Chile, wlwere arsenic level in drinking water
was as by as (L0002 migL.

Tauble | repeOels the mam charactenstics of hath
groups. According o the populotion structure of the
Antetagnsta area, exposed people wos classified aking
it pceount their sthniciy {Alacameno versis non.
Atgcametioh

Previows 1o the study, all individuals gave informed
congenl and buccal cell samples were collected and
further manipulated in accordance with ethical stan-
darda. All participants completed a dewiled gues-
fonnoire, eovening standord demogrophic questions,
a well as o bred occupatonal, medical, and Gmaly

histary.
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22 Buecwl velly procedure, stalring awd WN
SR

Bucenl cell spmiples were obtaimed by rubbang the m-
side of the cheeks with a topthbrush. The cells werecal-
lected vn g comical tube comtmn ng!ﬂm]. al bulTersolu-
ticm (0] M EDTA, (0] Tris—-HC Fand (002 M NaCl, pH
T, & Ner three weashes i the bufler solution, (ol lowed
by cemtrifugation at 1500 rpam during [0 min, S0pl
ol i adequate cell suspemann density was dropped
onto preheated (55 °C) slides and ollowed 10 air-dry
EHT |5IT.|I.11 qHa ‘itlih.' = WEATTTET. TIH.' 'I-IIlJ.L“:I- Were ﬂ].l!l! [ 11
i cold methanol for 30min and air-dried overmight
al room lemperaiine, Mext, the slides were stored al
=20 C until use, and stained with a DN A specific stain,
mamely | pz'ml ol 4" s-di-amidine-2-phenvlindole di-
hydrochbonde (I P ehat proids possible sconng arti-
Facts. & total of 20000 cella'damner were scored, on coded
sledes, by two scorers under an Olymipas B30 fu-
omescent microscope. The criteria for MN evaluation
ware those sugpested by Titenko-Holland et al. (19 )
Tl frequency of imonomucleated buceal cefls with mi-
cronuclel (BCMMNY was detenmined for ench stodied
subpect.

23 Sonipde preparation of freerseils ard
ﬂl'-llrl||_lui“l.l"i .I'?_rqrrr.lmﬁ.r EE TR SPMETIORS

Mml samples were send to the Linversity of Chsel-
tidgen o evaluate its arsenic eontent, Chermicals nsed
Foor the cleaning and digestion of the fingermals and the
analysis with atoimic absoeption spectroacopy (AAS)
were B0 matrne acicl (wltrapurl, ¥i4 bysdrogen penose.
ide {pra. b aeetone 4 pon. ), and 0 magnesium-matrix mod-
e p]lpun.:['l:m:d Irovim Mmk.{imnum'_u'."ﬂ-'alcrﬂ-:m ol
high purity grade (0033 pS'cmy made by a fype HP-4
purification sysbem ¢ TEA-Lab,, CGenmany b Standands
for calibrating the AAS were prepared from an arsenic
acad stock solution ffcﬁiphr, Merck, l'.'jl:n'n:m}"l.

Coarse dint was removed from fingemails by scrap-
mg. Ml paint was removed with scetone, Then the
fingensals were cleaned according o a method by
Foaragas et al, (1956, 20000 by ultrnsomcation in high
purity grade water for [0 min. Aferwands mails were
washed three times with high punty grode water, Fin-
genaatls were controlled for remansing dict with aimag-
nifving glass, which was removed by additional ulir-
:H-Illﬂll.'illii,lﬂ or 11-}' '-'"[i“h‘. l.'l": T.hc rl.ails-: g l.lrii:l_l m &
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oven at 65 7 C over night. Then. they were weigled and
digested in a micrownve digestion system (mils 1200
meza, Microwave Laboratory Systems, Usa), There-
tore, 1 mil &% mitne aowd (ulrapur, Merck, Germaony |,
1.5 mL hydrogen peroside { paa., Merck. Germany 1, amd
074 ml. |1||:|;]1. punly gr.n;h-: wiler wiere aclded e the mnl
smpile. The program for the microwsave digestion coa-
sisledl of six steps: 3 man ot 250%, Tmmoat 0W, 4mim
at 2500W, 5 i ab S000W. 3 min at 400 W, and 4 min
W, Afer couling, the saimple was dilute] 135 wath
high purity grade water ond aralysed by graphite fur-
nace AAL (SIMAA G Perkin-Elmer, USA), The
detection limit was | pp/'L arsenic.

24 Spistical menliods

The gomparizon berween growps for the cyvtogenstic
virable was dose by meais of the one-way analysis
of conariance |AMNOOVA ) including the confounding
variihles as covariates. A multiple regression analyss
was wsesd 10 determing any relotionship between gth-
nicaty and the cytogenetic variables for both sudied
groups, The stotisticnl compuations were performesd
wsiing e SPSS, Version |15 (SPSS, Checago. ILEL It
was nm on o Pentiom PC-compatible

A, Results

Table 1 slivws a desenphion of the sampled pop-
ulutions, where the pvernge values cormesponding to
ape, alcolwd amd fobaccs comsurmption are indecated.
b awlelation, the percemtage of melmvaduals whio reported
cancer incidence among the closer relatives is also in-
cluidecl. Pu:nl.:urding tis the ethme characlensthes ol the
sxmpled area, individuals were classified as Atacameioe
Imabiam and non=Aeomeno, Individhinls rom Calama
were muinly Covcasuns (non-Atocamenol whereas
those Troem San Pedre, Taconao, Socamre and Peine were
mostly Alacamenos

As g measure of environmental gomtammation, the
arsciie conteit in the water of the differast sampled
poinds (Concepeion, Colomp, Toconae, San Pedro de
Adacama, Peine nnd Socaire ) were determined (Fig. 1.
In addsbion, the arsenic water content in three more
places feom the same area: Antofasasta city, Lasana
{Loa rivery and Chugquicamata, wene also evaluated.
As supposed, high levels wene observed, the nghest
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Tahile 2
Levels of A= obtmned in the mmlysis of fegemals
e E Ak MAE

Total

Pcr ol el iliicils Lk | el 4 4

As i firgenmils pp'gdovempe = S.E ) AT £0nd [{TRE S 130+ 272 R B el (
Felem

Mo individiaks i k| H 15

As m fingemoils pp'p fovenpge =5.E ) 475 £ 055 P12 4d.25 | 750+ G ad R ld+4.35
Winmieti

Do off indnviduals I kL kL] EL

A m fingemnils pgplovernpe £ S.E ) LASLOHET G Bh L Lodb 1210 1 a5 A TE BL

O, ool E, exposed; AF, exposad helosging 10 Amncameio ebacing MAaE, cxypoeed belonging oo Cnicmian soiniciny,

concemeations being found by San Pedro de Atscama.
[t st be indecoted that the value of 1087 mg/L re-
ported for San Pedro was obbmed mowater sampled
Just before the treatment plant. although the other two
samiples (L350 and (U619 maeL) ore from the tag wa-
ter. ebtaned othe moming and o the afternoon. -
spectvely. As observed, both San Pedro and Socaire
have muech ligher levels than the standand dnnkeng
water (L5 mg/L ) and. although Toeonao, Lasann amd
Colarma are below this level, they are still above the
(L] g L recommendsd (WHOL 19493,

T have mawe nccimrate information on the exposune
of each donor, imdividual levels of apsenic in the fin-
gemails were evaluated, Table 2 shows the As overnge
in fimgemnails, indicating that this vabee s significantly
higher i exposed individuals (10015 pgteh when com-
pared wath controds (357 pg'ed, 10 muost be idicated
that this analysis has been carmied gut in g todal of 193
individunls since 14 samples (nine contrels amd five
exposed | were not pviakable for the sy,

The frequescy of micromeclel i the boceal cells
from people chronicallv exposed to orsenic, and from
those lvang m Concepeion ss inclscated i Table 3.
Doata are divided aceording to the exposure level fex-
posed wersies contrelh, ethncily [Aacomeno versus
- A ek aind 4ex (mben versis women ) Tl
awverall exposad prowp shows o higher inesdence of mi-
cronuclel than the comiro] group, althowgh this differ-
ence does not attain stotistscal significance (/P =10.313).
Wisen expossd wonsen are compared with condral
woamien, the difference is nearly sigrificant (57 = 000685,
Mo differences were observed according to ethmicny
ncither for the overall exposed population (7= {00562,
naw for men {7 = 0,252}, nor for women (F= 00874}

Tor evanlunte possible pssocmtions between the e
ronmental level of arsenic and the incidence of genetic
damage in buccal cells, the BOMN doty were classi-
fied according o the sampled place (Table 43, In this
cose, near signficant differenoes were ohserved when
Tecoian peaple was compared with control (P = 0,076)

Tablk: 3
Cenietic damage | M™) obeerved i the buccal cells of the sudied populaoes
r E AE MAE

Totul

Poo of indviduals 10l s A0 13

CEMP 00 javerage 4 B.E.) 174 A1 05 LR EE JAZ LD ERDE R
Peles

Mo of indniduals e 4 H [

CEMM 00 javerage £ 5.E.) 3212045 TE} LTI LR S 247 £0.5]
Women

Mo of irdwiduals fl | 42 EL

CEMMN 000 javerape L 560 Lok =k 030 11 ik 291033 1,56 & QoG

0, pomarnlL E, expiead; AF, exposed helosging o Aticimeio etbacity; NAE, eyposed Belonging to Caicnsian etbabeing.
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Tahle 4
Cievwlic dlunage (MM} obstred m the el eofls of fet il
populetions, clistered by peshdence bows

Ciromp - mg AxL waker L RERANHH
Expaoseil
San Pedro 1% 075 2 1h £ s
S e 4 {1 1% .0 £ 0.3
T | s g 4. 18 + 0193
Calama 12 il 345 £ 034
Pelie # LICRE] | 6% + 04T
Tuial [ Jia £ 01
Lol
Concepsion 2 LIRLE LN 2,74 & 0

anl clesr dilTerences for the Socwire groap (F= 00001 §
Mevertheless, it msst be emphasized the small sample
sive i the cose of Socaire (Tour indiveduals b Mo nsso-
clations were found between the BOMN and the envi-
ronmental levels of arsenic (= = 0,004 1 ) or the arsenic
levels m the fingemails {7 = (K24},

4. IHseusshim

Micronuclel have been proposed as o pood
haomarker 1o assess eviogenete domage in biomone.
taring studies, both using peripheral lemphocytes and
epithelial cells, [ must be reealled that, allsaizgh the
mibcronuclel nssay can easily mensure clastogenicity,
apeupenic effects con also be detected. Thus, when
the M™ assay is complemented with the fluorescent in
vibro liybridization { FISH § technigque using centromenic
probes { Eamires el ol,, 199N, 6 permits b detect ane-
upkoidy unambigeoasly,

[ifferent i sitre stadies carried out with mome-
milian cells bhave reported positive isduction of MM
alfber arsenic trestment (v ef al, 199%: Cichel et al,
2002 1, confirming its sensitvaty to sech exposurs, MNev-
I!I'IhEIlLﬁ, the ke |1[.'||:m:'r|u.' HER (8] .'|n|.'|lgcni: agenl 1%
rather conflictive since. although Kivetechore-positive
MM were induced after treatment wilh T doses,
exposiare 10 lugh doses maimly induced Kisstochaons-
negtnve MM Ho et al, 20011,

I bicwnanitoring studies cagried our with people cin-
virommentolly exposed to arsemic vin dnnking water,
the scanng of MN in peripheral blood bymphocyies
have reponted positive induction in a preliminary study
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with n ey lowae 1 Do mrsbiciclianllsn saamphe wize | Milsson
etal, 195 a8 well in we funber studies (Eulout et
ok, 199 Basa et al,, 2002} from Argenting amd In-
dia, respectively. A recent work of our growp also e-
poels positve results inoa lorge group from te wosth of
Chile (Martinez et al., 2004} The genoloxic potential
ol |.|.na=||i|.: CApOELe |m alsy been rL":|1-ur||.'rJ '|.'.-|.'||.:|1 the
micronuckei in epithelial cells from the bladder have
been used as a bomnrker, This, positive increnses wereg
ﬁl.'!lill_lr aghserved m the cells of pl.:l;lrlh;.- chmnim”}' BX=
pimied in Mevada (Warner et al.. 1) as well as in
nowthern Chile (Biggs etal, 199 Moore etal.. 1997a)
and Mexice (Gonsebatt ef al., 1997, these effects de-
creased when techneeal intervention o reduce the lev-
cls of prsenic in the dnnking water was applicd {Moore
el al. 199 7h). The rll:l:\il.i'lu'\l: effects observed i bladder
cells hove Bzen linkad to the ability of arsenic to indece
blsleler comeer (Smath et al, 1993 IARC, 2006),

Since chromnic arsenic exposure is generally asso-
ceated o comaminated denking water, buccal cells are
certninly exposed and, ns a consequence, they should be
considered a5 an appropriaie tanget to deiect the geno-
tocie potentinl of arsenic, The first study using bsceal
cells, & target cells for arsenic effocts, peported no in-
disction of MN in people from Nevadn (Wamer et al.,
P4, although other studies observed sigoificant in-
cremsss i Sexios {Gonsehatt et al, 19977 and monmer
Mongzaolio ( Tian et al.. 2001 b

Chuir pesults, slowaig no inensases o the frequency
of MM in bucenl cells nmang the exposed group, agree
with the biomonitoring stucly of Waenser et al. { 1994
previously repored i the liderature, which would in-
dicate that buccal cells pedhaps are not the most rele-
vard larpel for nrsense effects or, that other confommding
factors can iverfere with the potential gemstoxicity of
prsene, modulating the frequency of observed M~ fre-
guezicy, Mevertheless, meither of the fctors ineluded in
oiE giesstsonnane have a detectabbe efMect on the fe-
guengy of BCMM. When our results are compored with
the ather xl:l.u!il.'s. il 1= eceskiry o emph.:mi:.ﬁ.: that aiir
data have been obfained in o Large, bt eberogencous
growp. Thies, the emironmenial levels of amsenic ob-
tainisl a1 the diffesent sanapled villages ase highly van-
ahle, with values moging from G003 0mg1L in Peine
tir (LG 190 e/l in San Pedro de Atcama, Mevertlse-
bess, when the indiadcheal frequency of MN was asso-
crabed with the envirommental levels of As fund mothe
places where individuals were samipled. v correlation
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was adhserved, Taking imdo pcooumnt that arsenic content
in dimnking witer may be miot o good marker of inber-
nitl exposure, levels of total arsenic i ingemails were
ised a5 an andividual biosmardker -:rl-;'ml and aegmi-
loded exposures. In this case, although the fngernail
ctent of arsenie correlates witl the envieonineinal
levels of arsenic in water (7 =0.585), no correlation
al all wis observed with the MN valoes, It must be
poinded out that the analvsis of ingermails is considered
1o be o pood reflection of long-tenn exposure because
nails, after o rapid groseth, remams isolated from other
metabolic sctivities i the body (Tagaki et al., 1988).
The observed levels of As in fingermails agree with the
expected bevels of ervironmental contamination, and
ourr data shiow levels similar to those detected nchighly
exposicd populateons (Hinwood ecal., 2003). To deter-
mine: the significance of exposure levels it s imporiant
1o have reference values for the general population, as
it has bean recently reported i aroumd 4 T00 wrene sam-
s from Germany, whire 15 pg'L of waal amsenis in
urine (5% is considered the reference value for the
gt German population (Wilbelos et al., 2004,

When companng published studies vanations in
the reporied frequencies of MN shoald be taken oo
accound. Such variations can be dug bt real varistions
or W sanations resulling rom the experimental pro-
cedures used (e protecol or sconing cniferial, Thus,
the Basal frequency of MY o buceal cells ditfiers be-
tween studics/populaions, with valees ranming from
(03 do O,f%0 cells witly BN (Sarto el al. 1957, 1060
Taslbert e al, 1902; Rosin et al., 1904 Karahalil et al ,
19990 10 2 7% [ Livengston el al,, 19904 4. (Stch
and Rosin, 1983}, ond 8.4% (Ozkul et al., 1997} In
auir case, the value of around 3 CBMN found per WX
cells is higher than the value of abow | CHAMM/ I
previniisly oblamed by our grop i a linge (470 meli-
vicheal§ Evropean population and following the same
procedime (Pastor @val,, 20000, In addition, it must be
recalled that our protecol uses INA speeific stuining
A DA P 0 ol the artificts wsually ehtammed when less
specific staining (Ciermsa) are applied.

Since hoth Alacamieno and non-Stacamenio mdoad-
wls were mcluded inoour exposed group. we tried 1o
et e liypothesis that Atcanedio e more resastl o
arsenic effects than the non-Adacameiio dwe to g long-
lime selection resilting from the comtmamus presence
of high levels of arsenic in the environment (Vahiber
ebal., [9E5L Meverdheless, our results do not indicate
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fower genotoxss damaoge in the buceal cells for the ex-
pivsed Atacameibe group when companed wath the non-
Atncameno group, Inadditson, it mast be stressed that
thse bl amouint of arsenie o the fingemails of tee Al-
peamerae groap 15 higher than o the non-Aacomeio
groupy, which supports the existence of o high inberaal
exposire i the Atneomenio group,

I simumary, our data do oot suppont the view that
bucen] cefls ore o good farget o measure the poten-
tial genmoxic effeces reluted o arsenic exposune, This
conclusion is obtmined obter the scormge of o lorge num-
ber of individuals, tee campling size being ol larger
thar in the other studies reporbed in literafure.
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