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Resumen

El estado de Zacatecas se encuentra en la region centro-norte de México, donde el agua
subterranea contiene elevadas cantidades de arsénico inorganico (iAs) y fluoruro (F) de manera
natural. Para estimar el riesgo en salud por la exposicion humana a estos contaminantes, se
analizaron muestras de agua del grifo de algunas zonas del estado. El 90% de las muestras
superd los niveles de arsénico (As) de 0.01 mg/L establecidos por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y el 43% excedid el limite establecido por la NOM-127-SSA11 de 0.025 mg/L.
Cuarenta y tres porciento de las muestras tuvieronniveles de F por encima del limite mexicano
de regulacién de 1.5 mg/L (NOM-127-SSA1). Se utilizd la metodologia para la evaluacion de
riesgos en salud de la OMS vy la EPA, estimamos que el 80% de los habitantes de los sitios
estudiados podrian estar expuestos a niveles de As superiores a los recomendados por la EPA y
la OMS, el 22% podria estar expuesto a niveles de F'superiores a los recomendados por la EPA, y
el 16% de la poblacion local puede estar en riesgo de sufrir fluorosis dental. Posteriormente se
seleccionaron dos escuelas de dos comunidades con concentraciones en agua de grifo
superiores a los 100 ug/L de As y 1.5 mg/L de F(Ojo de agua y Ojocaliente, Zacatecas) para
realizar la evaluacion de riesgo en salud en la poblacidon infantil. Se ha sugerido que las
variaciones en el ADN mitocondrial y la funcién del telémero estdn implicadas en la patogénesis
de enfermedades complejas. La exposicion al iAs y al F- es un importante problema de salud
publica en el mundo. Los nifios son un grupo de riesgo susceptible de sufrir efectos adversos por
estos contaminantes inorgdnicos. La co-exposicién podria inducir efectos mas fuertes que los ya
informados para cada contaminante. Por lo tanto, en este estudio se utilizd el nUmero de copias
de ADN mitocondrial (ncADNmt) y longitud telomérica como biomarcadoresde efecto para
evaluar la co-exposicidn aiAs y F en poblacion infantil y como biomarcador de susceptibilidad la
variante polimorfica M287T del gen de la As3MT, una enzima clave en el metabolismo del As.

La media geométrica del AsT urinario Z(iAs, MAs, DMAs) fue de 38.95 ng/mL y 72.08 ng/mL
(p<0.001); Mientras que la media geométrica de Furinariofue de 1.51 pg/mL y 3.13 pg/mL
(p<0.001) en Ojo de Agua y Ojocaliente, respectivamente. La media de ncADNmt fue de 4.27 y
2.8 (p <0.001) y la media de la longitud telomérica fue de 0.092 y 0.104 (p = 0.61) en Ojo de



Agua y Ojocaliente, respectivamente. Después de ajustar por edad, indice de masa corporal vy
género, el arsénico urinario total se asocié negativamente con ncADNmt(p = -0.36, p = 0.02,
IC95% -0.67 a -0.052) y la interaccidn de la coexposicidén a iAs y F se asocidé negativamente con
ncADNmt(p = -0.079, p = 0.02, IC95% -0.146 a -0.013), por otro lado, la longitud telomérica se
asocio negativamente con iAs (B = -0,807, p=0.029, CI95% -1.523 a -0.091) y positivamente con
F(B=1.262, p =0.03, CI95% 0.114 a 2.411) en el grupo de exposicidn alta aF". Se encontrd una
prevalencia del 10% del genotipo polimorfismo M287T en el gen de la As3MT. Se estimd que la
poblacién que tiene un nivel de exposicion alto (>p50) para AsT presenta un riesgo de sufrir
alteraciones en la mitocondria (OR = 4.5 IC%95 (1.21-18.3) p= 0.021), en adicion, los individuos
con una mayor proporcién de MAs en relacion a DMAs en el perfil urinario de excresidn, tienen
un riesgo mayor de sufrir alteraciones en el ncADNmt (OR = 3.45 IC%95 (1.02 — 12.4) p = 0.023).
Este estudio fue un primer acercamiento para determinar un efecto temprano asociado con

laco-exposicion aiAs y F- en poblacion infantil.



Capitulo |

Objetivo general

Evaluar el riesgo en salud en poblacidn infantil expuesta a arsénico y fluoruro mediante

biomarcadores de exposicion, efecto y susceptibilidad.

Objetivos especificos

Estimar el riesgo en salud por la presencia de arsénico y fluoruro en agua de grifo en

comunidades del estado de Zacatecas.

Evaluar la exposicidn a arsénico y fluoruro en poblacion infantil en dos comunidades del estado

de Zacatecas.

Evaluar la estabilidad gendmica determinando la longitud del teldmero y el nimero de copias de

ADN mitocondrial.

Determinar la prevalencia del polimorfismo M287T (rs111191439) en el gen As3MT en la

poblacién de estudio.

Establecer las posibles asociaciones entre los biomarcadores de exposicion, de efecto y el

polimorfismo genético como marcadores de susceptibilidad.

Hipotesis de investigacion

La exposicidon cronica a arsénico induce efectos moleculares como son alteraciones en la

longitud telomérica y el nimero de copias de ADN mitocondrial, estos efectos pueden ser



alterados por la co-exposicion a fluoruro; y la prevalencia del polimorfismors111191439en el

gen As3MT podria ser un factor de susceptibilidad.

Justificacion

Todos los seres humanos tienen el derecho fundamental a gozar del grado maximo de salud que
se pueda lograr, sin distincion de raza, religion, ideologia politica, condicién econdmica o social
como lo establece la Organizacion Mundial de la Salud en su documento constitutivo (WHO,
2006a). En el 2010 los 192 miembros de las Naciones Unidas firmaron una resolucién donde se
declara el acceso al agua potable como un derecho humano. En este contexto, México al igual
gue otros paises en el mundo, ha enfrentado diversos costos en la salud de sus pobladores
relacionados con la calidad del agua. La presencia de arsénico inorganico (iAs) es una de las
principales amenazas, solo superada por el riesgo de contaminacidn bioldgica de las fuentes de
agua, por otro lado, se ha reportado la concurrencia de iAsy Fen agua subterranea (Wyatt et al.,
1998; Del Razo et al., 1993), asociandose ésta a diversos riesgos a la salud de la poblaciéon
expuesta.

Segun informes publicados por el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (Leal-Ascencio,
2006)se tiene evidencia de la presencia de pozos de baja calidad en el sistema de
abastecimiento de agua potable de algunas zonas del estado de Zacatecas. Este informe es uno
de los pocos datos publicados en la zona, a la par de la falta de informaciéon de las
concentraciones ambientales, no existen estudios relacionados con la exposicion a estos
contaminantes en poblacidn ambientalmente expuesta en el estado y tampoco se cuenta con
informacion sobre los posibles efectos a nivel molecular que pudieran estar sufriendo dichas
poblaciones.

Por otro lado, es necesario realizar estudios sobre la vulnerabilidad genética en la poblacidon
infantil de la zona, ya que, con la informacidn generada por los mismos, se pueden implementar
planes de intervencidn que nos permitan prevenir los posibles efectos en salud a mediano y

largo plazo, disminuyendo los costos humanos y econdmicos asociados a dichos efectos.



Capitulo Il

Introduccion

La presencia de iAs y F" en el agua de consumo humano es considerada un problema de salud
ambiental a nivel mundial. En el estado mexicano de Zacatecas, localizado en la parte central
del pais, se tienen diversos reportes de estos elementos en varios acuiferos que son utilizados
para consumo humano (Leal-Ascencio, 2006; Ortega, 2009; Vega, 2002). El clima, la falta de
ordenamiento en el crecimiento de las zonas poblacionales, la sobreexplotacidn de los acuiferos
y la sequia son algunos de los factores que agravan el problema (Herrera-Toledo, 2012). La
poblacion infantil es particularmente vulnerable, por que el organismo esta en desarrollo, la
dosis de exposicion es mas grande que la que reciben comparativamente los adultos tomando
en consideracion el tamafio y peso de su cuerpo y sus hdbitos de juego, lo que aumenta, en
conjunto con factores genéticos, la probabilidad de que en una etapa mas tardia se desarrolle
una enfermedad relacionada con dicha exposicion (llizaliturri et al., 2009). Diversas
enfermedades han sido asociadas a la exposicion al iAs, la Agencia Internacional de Investigacion
en Cancer (International Agency for Research on Cancer)(IARC, 2011) lo clasifica en la categoria
1 como un carcinogénico; a su vez, se ha relacionado con padecimientos como la diabetes
mellitus tipo Il, hiperqueratosis, y con efectos en el sistema nervioso central y cardiovascular
(ATSDR, 2007b; Del Razo et al., 2011; Wang et al., 2014). La exposicion a F, se ha asociado con
efectos en el sistema nervioso central y en la fertilidad masculina (Choi et al., 2012; Rocha-
Amador et al., 2007) asi como fluorosis dental y esquelética (ATSDR, 2003b).

La mitocondria y el teldmero son sitios particularmente sensibles a la accion de los
contaminantes, la mitocondria, un organelo celular estd presente en las células de los mamiferos
y cumple un papel crucial produciendo la energia necesaria para el funcionamiento de la célula
mediante la respiracién anaerdbica, por otro lado el telémero es una secuencia en tandem,

repetitiva, se encuentra al final del ADN, en los extremos de los cromosomas, en cada ciclo



celular, la secuencia del telémero se acorta con cada divisidn, hasta llegar a la senescencia de la
célula, asociandose el acortamiento del teldmero con el envejecimiento celular. Sin embargo, si
el telémero no se acorta, la célula puede llegar a eternizarse. Las alteraciones en la mitocondria
y en la longitud telomérica se han asociado con varias enfermedades cronicas y cancer (Gao et
al. 2015). Tanto el numero de copias de ADN mitocondrial (cpADNmit) como la longitud
telomérica son candidatos a utilizarse como biomarcadores de efecto temprano por la
exposicidn cronica aiAsy F.

En el contexto de la evaluacién de los riesgos ambientales para la salud humana, es importante
disminuir la incertidumbre al momento de definir los riesgos, por lo que Diaz-Barriga vy
colaboradores proponen el uso de biomarcadores en metodologias adaptadas para las
condiciones de paises como México. Esto representa una herramienta valiosa para generar
informacién que facilite a los tomadores de decisiones la gestion de recursos, asi como la
justificacion de programas de intervencién (Diaz Barriga, 1999; llizaliturri et al., 2009), por lo que
el objetivo de este trabajo es estudiar el numero de copias de ADN mitocondrial y la longitud
telomérica en nifios expuestos a iAsy Fen el agua de bebida como un posible biomarcador de
efecto temprano a la par de analizar la prevalencia del polimorfismo M287T del gen As3MT

como un posible biomarcador de susceptibilidad individual.



Capitulo Il

Antecedentes

Descripcidn del sitio de estudio

Zacatecas se encuentra dentro de la franja central del pais, cuenta con una superficie territorial
de 74,502 km?, equivalentes al 3.7% de la superficie total del pais y ocupa el octavo lugar
nacional en cuanto a su extension. La altitud promedio es de 2,100 metros sobre el nivel medio
del mar y 2,420 metros en la ciudad capital. Su territorio se localiza entre los paralelos de 21° y
25° de latitud norte; y entre los meridianos de 101° y 104° de longitud oeste. Sus limites son
muy irregulares, colindando al noroeste con Durango, al norte con Coahuila, al este con Nuevo
Ledn y San Luis Potosi, al sureste con Aguascalientes, al sur con Jalisco y al suroeste con Nayarit,
en su mayoria tiene un suelo rico en minerales como la arsenopirita, fluorita y fluoroapatita con
actividad geotérmica en el sur del estado, el clima predominante es semidesértico, por otro lado
la mayoria de sus acuiferos se consideran sobreexplotados(CONAGUA, 2015; Leal-Ascencio,

2006; Mojarro-Davila et al., 2013;Padilla-Reyes et al., 2012).

El estado de Zacatecas queda comprendido en cuatro células de planeacién cuya periferia se liga
con los limites naturales de las subregiones hidroldgicas; Rios Presidio-San Pedro que ocupa una
minima porcién del estado con 2,801.569 km? en la parte centro oeste; Lerma-Santiago con
24,439.379 km? en el sur y suroeste del estado; Rios Nazas-Aguanaval con 17,601.896 km?, en la
parte norte y noreste del estado; El Salado en la porcidn noreste, centro este y sureste de

Zacatecas con 29,825.818 km?(GODEZAC, 2011).

Origen del arsénico y fluoruro en el agua subterranea

El iAs y el F son elementos que de manera natural estan presentes en la corteza terrestre, por

diversos procesos geoquimicos, como la lixiviacion llegan a cuerpos de agua subterrdnea,



también puede llegar a cuerpos de agua superficiales por la deposicion de particulas
suspendidas o por escorrentias, asi como por el uso de productos que los contengan(ATSDR,
2007a; ATSDR, 2003a).

En el caso del iAs, las concentraciones mas altas se encuentran en las aguas subterraneas como
consecuencia de la fuerte influencia de las interacciones agua-roca y las condiciones fisicas y
geoquimicas en acuiferos para la movilizacién y su acumulacion, principalmente en acuiferos
compuestos de rocas o sedimentos enriquecidos con minerales de sulfuro, recubiertos con
oxihidroxido de hierro (FeOOH), donde el iAs se moviliza en poros en condiciones reductoras y
en zonas dridas con altas tasas de evaporacion aumentando su concentracién en aguas
subterraneas.

Los compuestos de iAs, pueden tener estados de oxidacion diferentes con un rango de niumeros
de oxidacién entre -3 a *>. Algunos compuestos son completamente solubles en agua como por
ejemplo el tricloruro de arsénico, arsenito sddico y arseniato sédico. En las soluciones acuosas
pueden ocurrir cambios en el estado de valencia dependiendo del pH de la solucidn. El iAs es
particularmente movil a valores de pH que se encuentran tipicamente en las aguas subterraneas
(pH, 6.5 a 8.5) bajo condiciones tanto oxidantes como reductoras. El iAs puede cambiar su forma
por reaccidn con oxigeno u otras moléculas presentes en el aire, agua o suelo, o por la accién de
bacterias que viven en el suelo o en el sedimento, reacciona fotoquimicamente con complejos
acuosos de Fe3* que producen radicales libres, como el OH, capaces de oxidar a numerosos
compuestos organicos e inorganicos pudiendo contribuir al ciclo del As en el agua natural que
contiene carbono orgdanico. El iAs esta presente en el orden de trazas en aguas de diferente
procedencia: el agua de mar contiene generalmente de 0.006 a 0.03 mg/L mientras que el agua

de rio desde niveles no detectables hasta 0.23 mg/L (ATSDR, 2007a; ATSDR, 2007b).

La presencia de F'en el agua subterranea se ha relacionado con la disolucién de fluorita presente
en el suelo, asi como la presencia de litio, cloro, cesio, bromo y aguas de origen geotérmico
(Ortega, 2009); las concentraciones de F en el agua subterrdnea generalmente estdn en el

intervalo de 0.020 a 1.50 mg/L, siendo mas altos que en agua superficial debido a que estan mas



relacionados con la composicién de las rocas que rodean a los acuiferos. El agua subterranea
proveniente de rocas granulares, basalticas, dolomitas contienen F, encontrandose las
concentraciones mas altas de F en aguas alcalinas con altos contenidos de sodio y potasio

(ATSDR, 2003a).

Rutas de exposicion paraiAsy F

La principal ruta de exposicidn es el agua de bebida extraida de pozos excavados en zonas con
sedimentos ricos en iAs y F. Otras posibles rutas de exposicion son la ingesta de alimentos como
arroz y mariscos, el suelo y polvo en zonas mineras, el uso de productos de aseo dental
fluorados, el consumo de sal fluorada.

La preparacion de alimentos con agua contaminada aumenta la concentracion de estos
elementos en un 10% a 30% para la mayoria de los alimentos, y de 200 a 250% para legumbres y
granos, que absorben casi toda el agua de coccién. Ademas, la irrigacion de cultivos con estas
aguas puede aumentar sustancialmente el contenido de arsénico en el arroz y verduras, los
alimentos de origen marino contribuyen a la exposicién a arsénico teniendo los crustaceos y
peces marinos comestibles las concentraciones mas altas de arsénico (0.001 a 0.090 mg/g). Sin
embargo, el arsénico presente en este tipo de alimentos es arsénico organico, que es

considerado de poca o nula toxicidad (ATSDR, 2003a; ATSDR, 2007b; Grimaldo et al., 1995).

Niveles de seguridad para el agua de bebida

El agua para consumo humano debe ser potable, para esto debe cumplir ciertos parametros, en
lo concerniente a los niveles de los elementos estudiados en este trabajo, la normatividad
mexicana e internacional establecen limites permitidos de 0.025 mg/L (SSA, 2000) y 0.01 mg/L
(EPA, 2002;WHO, 2011) para el As, mientras que para el F 1.5 mg/L (SSA, 2000; WHO, 2004) y
0.7 mg/L (CDC, 2015), respectivamente.



Presencia de arsénico y fluoruro en agua del estado de Zacatecas

El iAs y el F'son elementos que de manera natural se encuentran presentes en la corteza
terrestre. Cuando se disuelven, por la erosién de los depdsitos naturales, en cuerpos de agua
destinados para uso humano, pueden representar un riesgo en salud dependiendo de la
cantidad en la que se encuentren (Huang et al.,, 2015; Merola et al., 2015). El estado de
Zacatecas se localiza en la parte central de México, una zona geoldgica en la que se han
reportado concentraciones de iAs y F en los acuiferos granulares y aluviales de la regién (Leal-
Ascencio, 2006; Ortega, 2009; Vega, 2002), en niveles superiores a los limites recomendados por
organizaciones nacionales e internacionales (0.01 mg/L (EPA, 2002; WHO, 2011) y 0.025 mg/L
(SSA, 2000) para As; 0.7 mg/L (CDC, 2015) y 1.5 mg/L para F (SSA 2000;WHO, 2004) (tabla 1).

Tabla 1. Antecedentes de la concentracidn de iAs y F en la zona de Guadalupe, Zacatecas

Localidad Contaminante Resultados Referencia

80% pozos arriba de 0.025

iAs mg/L (Leal-Ascencio, 2006)
F 40% de pozos > 1.5 mg/L
Guadalupe,
iAs 0.04-0.27 mg/L
Zacatecas (Gonzalez-Davila, 2011)
F 1.28-2.85 mg/L
iAs 0.016 - 0.3 mg/L (Padilla-Reyes et  al.,
F 1.28 -3.2 mg/L 2012)

Estudios realizados en la zona San Ramén-Ojo de Agua, la cual se incluye en este trabajo. Los valores corresponden
al porcentaje de pozos que superaron la guia ambiental vigente en México en los afios de publicacién, asi como el
intervalo de concentraciones para las muestras de agua de pozos utilizados para el suministro del agua de consumo
humano, respectivamente.

En México se estima que un 4% de la poblacidon nacional se encuentra expuesta a altas
concentraciones de iAs(McClintock et al., 2012), mientras que varios autores reportan también

exposicién a Fen diversos estados del centro del pais (Gonzdlez-Horta et al., 2015; Grimaldo et

al., 1995; Irigoyen-Camacho et al., 2016; Jarquin-Yafiez et al.,, 2015), principalmente en las
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regiones con climas desérticos o semidesérticos y en acuiferos sobreexplotados, donde
comuUnmente existe, ademas, altas probabilidades de exposicion a ambos contaminantes
(Gonzalez-Horta et al., 2015) por lo que se ha recomendado realizar una vigilancia continua en

dichas zonas (Armienta et al., 2013;,CONAGUA, 2015).

Perfil toxicoldgico del iAs y F

Absorcion

Las principales vias de entrada del iAs al organismo son el tracto gastrointestinal y el
respiratorio. La absorcidn por via dérmica es baja, solo alcanza el 2%, mientras que al ingerir
agua con iAs este se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal siendo alrededor de 70-90%
el iAs disuelto (ATSDR, 2003;Singh et al., 2011). En el caso del triéxido de arsénico que es
ligeramente soluble en agua, la absorcidn gastrointestinal es mas lenta y depende del tamano de
particula y del pH del jugo gastrico. Los compuestos organicos de arsénico contenidos en los
productos del mar, se absorben rdpidamente después de la ingestion.

El Fes muy electronegativo, en medios 4cidos se trasforma en acido fluorhidrico (HF) como en el
estdmago humano, donde se absorbe alrededor del 40% en esta forma, mientras que 45% del F
se absorbe en el intestino y es menos dependiente del pH, siendo un proceso mediado por
acarreadores, se trasporta atreves de las membranas bioldgicas facilmente, siendo el HF mas

permeable que el F (ATSDR, 2003a;Barbier et al., 2010; He et al., 1998).

Distribucion

Después de la absorcion, el iAs se distribuye rapidamente por la sangre. Como consecuencia del
intercambio facil de niumero de oxidacion del iAs (trivalente en pentavalente y viceversa), el
reparto en los tejidos es algo similar para las diferentes formas quimicas.El arsénico se localiza

inicialmente en la sangre unido a globulinas, redistribuyéndose a las 24 horas a higado,
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pulmones, intestinos y bazo. Pequefas cantidades atraviesan barrera hematoencefalica. Se
deposita en pelo y uiias, favorecido por el alto contenido en grupos -SH de éstos. También se
deposita en pequefias cantidades en hueso, en donde puede permanecer afios (ATSDR 2003).

Por otro lado el F, después de la absorcidn se distribuye igualmente en la sangre y en el cuerpo,
almacenandose principalmente en zonas ricas en calcio, como en los dientes y huesos
presentandose en los niflos un almacenamiento del 80 al 90% del Fabsorbido, mientras que en

adultos solo se retiene alrededor del 60% ( ATSDR, 2003a; Barbier et al., 2010;He et al., 1998).

Metabolismo

Se considera que la principal respuesta del organismo la biotransformacion de iAs mediante
mecanismos de metilacion aunque en la actualidad se sabe que es mas bien un proceso de
bioactivacién, pues las especies metiladas trivalentes son mds tdxicas (Aposhian et al. 2004;
ATSDR 2007b; Jha et al. 2013; Naujokas et al. 2013).

Aunque el mecanismo no esta bien establecido, se propone que en general intervienen dos
procesos:

a) Reacciones de reduccidn que convierten el As®* en As®*y,

Reacciones de metilacién oxidativa que transforman el As3* en especies metiladas las cuales se
pueden ver en la figura 1.La metilacién del iAs requiere primero de una reduccion del As>* a
As3*; enseguida, la adicién del primer grupo metilo para obtener dcido monometil-arsénico
(MAs); seguida por una segunda reduccion de MAs®>* a MAs3* previa a la segunda metilacion, lo
que produce el acido dimetil-arsinico (DMAs). La enzima arsénico metil transferasa (As3MT) es
muy importante en la via de la metilacién de las especies de arsénico en el humano ya que
cataliza la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina al arsénico trivalente
(Agusa et al. 2011; Ding et al. 2012). Se ha propuesto a la S-adenosilmetionina como donador de
los grupos metilo y al glutatién reducido (GSH) como principal agente reductor y transportador
de arsenicales (figura 2).

Varios factores pueden influir en la capacidad de metilacién del iAs, entre ellos, la dosis y el

tiempo de exposicion, una dieta alta en metionina y proteinas, asi como el probable
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polimorfismo genético de las enzimas metilantes. Se ha encontrado un incremento significativo
en la cantidad de MAs y una disminucién en el contenido de DMAs que son excretados en la
orina de individuos que han estado expuestos cronicamente a concentraciones altas de iAs en el

agua de bebida(ATSDR, 2007b; Aposhian et al., 2004).

SAM SAHC
OH . OH OH
| losina ‘ |
Acido Lipoic
0 =As'— OH Ar?sle(r]watlo l;t‘edouclas;a 0 =As"—OH _ = 0 =As'—CH,
| (posforilasa) Arsenito metil |
- trasferasa o
. Metilarsonato
Arsenato Arsenito (MMAY)
MMAY
Reductasa
GST-omega
OH O OH
| ‘ MMA™ |
i n
As CH3 DMAY 0 — As'— CH3 metitransferasa As'' — CH]
| eductasa ‘ |
CH GST-omega CH OH
3 3 SAHC SAM :
Ac. Dimetilarsonoso Ac. Dimetilarsinico Ac.Metllars"onoso
(DMAm) (DMAV) (MMA )

Fig. 1. Biotransformacidn del arsénico inorganico en mamiferos, adaptado de Aposhian et al.,

2004.

La vida media del iAs en sangre es alrededor de 2 horas y la de los metabolitos metilados es de 5
a 20 horas. La vida media de otros arsenicales organicos provenientes de la dieta, como la
arsenocolina es de 4 a 6 horas. El depdsito en pelo comienza en las dos semanas de la
exposicion y se fija durante afos(ATSDR, 2007b).

En el caso del F se forman complejos inorganicos con iones metalicos que tienen un posible rol
en procesos bioldgicos y en la toxicodinamia del F, se combina con el calcio para formar esferas
idnicas con el calcio permitiéndole pasar facilmente la membrana celular, cuando se combina
con aluminio y berilio, estos compuestos inorganicos tienen interaccién con sistemas

enzimaticos como la GTP asa y ATP asa, ademas que sea ha reportado que presentan una
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interaccidn con proteinas estructurales tales como la actina y la troponina. Por otro lado, se ha
demostrado que los residuos de aminoacidos tienen un papel determinante para establecer los
puentes de hidrogeno entre el Fy algunas hemoproteinas, como la mioglobina (Barbier et al.,

2010).

Excrecion

La excrecion del iAs absorbido se realiza principalmente por la orina. Solo se excreta una
pequefia cantidad en las heces, sudor y células de descamacién. Mas del 50% del arsénico
excretado en la orina humana es arsénico dimetilado (DMAs), el 25% es monometilado (MAs) y
el resto es iAs. En el hombre se ha determinado la vida media bioldgica del arsénico después de
la inyeccién intravenosa de iAs**marcado radiactivamente a pacientes con céncer terminal, la
excrecion tiene lugar en tres fases, con vidas medias de alrededor de 1, 3.5 y 8 dias,
respectivamente(ATSDR, 2007b).

El F es eliminado principalmente por la via urinaria, la eliminacidon aumenta cuando el pH de la
orina es alcalino y disminuye cuando es acido. Diversos factores afectan el pH de la orina y por
consiguiente la eliminacién de F, como el consumo de ciertos alimentos, farmacos

etc.(ATSDR,2003b).

Efectos adversos del Asy F

Los efectos adversos del arsénico son complejos, pues dependen de la via de exposicién, del
estado de oxidacion y de la forma quimica (orgdnica e inorgdnica) del compuesto. El iAs es el
responsable de la mayoria de los casos de intoxicacion en humanos. En cuanto a las especies
oxidadas, generalmente las sales inorganicas de As3* son mds toxicas que las de As> y la
solubilidad de los compuestos de iAs estad relacionada con su toxicidad. El mecanismo mas

importante que se ha postulado para explicar la toxicidad de los arsenicales trivalentes es a
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través de su afinidad por los grupos sulfhidrilo de las proteinas. Las enzimas son un afectadas si

el grupo —SH esta ubicado en un sitio critico para su actividad(ATSDR, 2007a).

Tanto el iAs3>*como el iAs>*son tdxicos, pero por distintos mecanismos. El iAs®* compite con el
fosforo inorganico en la produccion de ATP, desacoplando la fosforilacion oxidativa al formar un
éster inestable de arseniato, lo cual se hidroliza espontaneamente (arsendlisis). En algunas
reacciones enziméticas el iAs>* también puede unirse al fosfato de piridoxal e inhibir las
reacciones que dependen de él, como la sintesis de dopamina y serotonina. Por otro lado, el
iAs3* interactla con los grupos tiol, por lo que puede ser directamente téxico al bloquear grupos
sulfhidrilos esenciales de proteinas y enzimas. Este tipo de unién puede perturbar la funcion de
enzimas del metabolismo de carbohidratos, como las deshidrogenasas y del metabolismo
lipidico, la unidn a los grupos sulfhidrilo libres de las proteinas de membrana induce alteraciones
en los mecanismos de transmisidn de sefiales. Dentro de la célula, el iAs3* altera la organizacion
de los elementos del citoesqueleto; inhibe la glutatidn reductasa y disminuye el nivel intracelular
de glutatién reducido, alterando el equilibrio redox que protege a la célula del dano que

producen las especies reactivas de oxigeno (ROS) (figura 2).

Arsénico Generacion de () G
— — ‘
en agua "l ROS/RNS I - U
l Disrupcic Liberacion d X
\ pcion de la iberacion de -
\ membrana mitocondrial Citocromo C Apoptosis
\
¥
Dafio al ADN

~
. . ap g .
\-l Disfunsion telomérica I

l-."‘ _— Reactivacidn
De la telomerasa
\ |
I'\I \\
\ \
Y ¥
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Figura 2. Mecanismos propuestos de accidn del arsénico a nivel celular. Se pueden observar
los posibles marcadores bioldgicos. Adaptado de Bhattacharjee et al., 2013.
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Ademas del estrés oxidativo por deplecion de glutation, el iAs®* aumenta los niveles de perdxido
de hidrogeno al activar la NADPH oxidasa en neuronas y células musculares lisas vasculares. El
daiio al ADN y la apoptosis estan relacionados a esta produccién de peréxido de hidrégeno y a la
induccion de oxido nitrico. El dafio al ADN estd mediado por las especies metiladas MMA y DMA
a través de la produccion de radicales libres(ATSDR, 2007a; Naujokas et al., 2013;Xie et al.,
2010).A nivel cerebral, la exposicion al iAs3* induce cambios en los niveles y funciones de los
neurotransmisores, lo que explicaria los desordenes de comportamiento. El estrés sostenido
llevaria a las células a una respuesta que alteraria los patrones de expresién de genes, lo que
parece modular la capacidad de las células para responder y producir agentes como las
citoquinas. Esta respuesta desordenada y caodtica del estado rédox, de la regulacidon de la
transcripcién, y de la capacidad de reparacién del ADN, seria el mecanismo propuesto en la
produccién de tumores(ATSDR, 2007a; Lee et al. 2011).El iAs produce intoxicacion por
combinacion con los grupos sulfhidrilo de las enzimas, interfiriendo de esta manera con el
metabolismo celular al desacoplar la fosforilacion oxidativa. Como pertenece al mismo grupo
gue el fosforo, lo sustituye en el proceso de formacion de ATP, y debido a que el compuesto
resultante es inestable logrando un efecto desacoplante muy efectivo, provocando asi su accion
neurotoxica y carcinogénetica (interferencia con la sintesis de ADN), un resumen de todo esto se

muestra en la figura 3.
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Figura 3. Interaccidn de las especies de arsénico en la célula. Adaptado de Aposhian et al.

2004.

Se ha reportado que la exposicion crénica al Fprovoca dafios en a nivel estructural y en el
funcionamiento y el metabolismo de diversos tejidos, inhibiendo la secrecién y sintesis de
proteinas, de manera general, el F altera a la célula en diversas formas, en el estado redox
alterando la respiracién celular al disminuir la produccion de ATP, asi mismo altera la
permeabilidad y el potencial de membrana e incrementa la generacion de ROS, también se ha
asociado a la necrosis y apoptosis celular, altera la secrecion y el trafico vesicular. Existen
evidencias que la exposicion a Fpuede afectar a las proteinas trasportadoras, como las
trasportadoras de calcio y fosfatos, glucosa, Na*/K* ATPasa, asi como también se le ha asociado a
efectos trascripcionales. En cuanto a efectos inmunoldgicos, se ha reportado una implicacion del
F-en la respuesta infamatoria, en la migracién celular al igual que en el ciclo y la proliferacion
celular (ATSDR 2003b;Barbier et al., 2010) En la figura 4 se resumen de manera general los

efectos asociados a la exposicion crénica a F en células humanas.
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Figura 4. Alteraciones en la célula por la exposicion crdnica a fluoruro. Adaptado de Barbier et

al., 2010

Son varios los efectos en la salud humana que han sido asociados con la exposicidon crénica a
iAsy F" en agua de bebida(ATSDR,2003a,2007b). El iAs es clasificado por la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer (IARC 2011) como un potente carcinogénico en la categoria 1,
ademas se ha asociado con efectos adversos en los sistemas nervioso central y cardiovascular
(Kurzius-Spencer et al., 2015; McClintock et al., 2012; Tsuji et al., 2014;Tyler & Allan, 2014),
padecimientos como la diabetes mellitus (Martin et al., 2015; Wang et al., 2014) , mientras que
en individuos crénicamente expuestos a concentraciones iAs mayores a 0.5 mg/dia se ha
reportado arsenicosis (WHQO, 2006b).Por otro lado, se ha reportado que el F tiene efectos en el
sistema nervioso central y en el sistema reproductivo masculino (Choi et al. 2012;Lu et al., 2000;
Rocha-Amador et al.,, 2007; Zhang et al. 2015). En personas expuestas a concentraciones
mayores a 1.5 mg/L de Fen agua subterranea se presenté fluorosis dental y en algunos casos

esquelética (Rango et al., 2014). En poblacién infantil expuesta a F, se ha asociado una
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disminucion de la respuesta inmune y efectos neurolégicos tales como la disminucion del
coeficiente intelectual (Lu et al. 2000; Rocha-Amador et al., 2007). En la tabla 2 se muestra un
resumen de los valores guia existentes para iAsy F.

Tabla 2. Valores guia para diversos efectos en salud por la exposicidn a arsénico y fluoruro.

Estimacién

Compuesto  del riesgo \G/ilgr Definicion Valor Unidades Efecto critico Organismo
en salud
Arsénico No Hiperpigmentacién,
No Observacion , keratosis y posibles
, NOAEL 0.0008 mg/kg-dia L US,EPA
cancerigeno de Efecto complicaciones
Adverso vasculares
Nivel Bajo Hiperpigmentacién,
No ' LOAEL Observacion 0.014 me/kg-dia kerato_5|s y posibles US, EPA
cancerigeno de Efecto complicaciones
Adverso vasculares
Hiperpigmentacién,
No ' RFD Dosis de _ 00003  mg/kg-dia kerato_5|s y posibles US, EPA
cancerigeno Referencia complicaciones
vasculares
No Nivel de Keratose y posbles
, MRLs Riesgo 0.0003 mg/kg-dia SISVP ATSDR
cancerigeno L complicaciones
Minimo
vasculares
, Factor para , ,
C CSF . 15 kg-d C US,EPA
ancerigeno Céncer mg/kg-dia ancer
Fluoruro No
No Observacion , .
, NOAEL 0.06 mg/kg-dia  Fluorosis Dental US,EPA
cancerigeno de Efecto
Adverso
No LOAEL Nivel Bajode 2 ppm Fluorosis dental US,EPA
cancerigeno Observacion
de Efecto
Adverso
No RfD Dosis de 0.06 mg/kg-dia  Fluorosis dental US,EPA
cancerigeno Referencia
No MRLs Nivel de 0.05 mg/kg-dia  Fluorosis dental ATSDR
cancerigeno Riesgo
Minimo
Cancerigeno  CSF Fa'ctor para NA NA Cancer NA
Cancer

(ATSDR,2003b, 2005, 20073; IRIS 1987, 1988)

Efectos por la co-exposicion aiAsy F

Actualmente solo existe informacién limitada al respecto, sin embargo, se han reportado efectos
antagonicos, sinérgicos y efectos independientes por la exposicion simultanea a ambos
contaminantes, por lo es necesaria mayor investigacion en esta area para obtener evidencia mas

concluyente (Barbier et al., 2010).
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Poblacion infantil

La mayoria de las rutas de exposicion para los nifios son las mismas que las de los adultos, sin
embargo, los nifios pueden correr un riesgo de exposicidon mayor debido a sus habitos de juego,
al estadio de desarrollo de su organismo y a que las dosis de exposicién son mas altas que en los
adultos, ya que su talla y peso son menores. Se considera que los nifios representan una
poblaciéon vulnerable (llizaliturri et al., 2009), en adicién, la desnutriciéon infantil podria
considerarse también como un factor de vulnerabilidad, ya que los mecanismos de defensa del
organismo pudieran no estar en buenas condiciones por la falta de nutrimentos, por ejemplo, en
el caso de la exposicién al iAs, se sabe que la deficiencia de folatos en la dieta, disminuye el
metabolismo del iAs (Ghose et al., 2014) y en el caso de la exposicidon a F, la incidencia de
fluorosis dental aumenta en estados de desnutricion (Irigoyen-Camacho et al., 2016). Cuando se
estudidé la asociacién entre el peso corporal y la exposicion postnatal al iAs se encontré una

disminucién del mismo en nifias, no asi en el grupo de los nifios(Saha et al., 2012).

Biomarcadores de exposicidn, efecto y susceptibilidad

Un biomarcador se define como “medidas en los niveles molecular, bioquimico o celular que
indican que el organismo ha estado expuesto a sustancias toxicas y se asocia con la magnitud de
la respuesta del organismo al contaminante" (McCarthy& Shugart, 1990). En este sentido se
distinguen tres tipos de biomarcadores; de exposicidon si estos nos permiten evaluar los niveles
internos de As y F en el organismo, de susceptibilidad, si son marcadores genéticos que
intervienen en la variabilidad individual o bien, de efecto si nos permiten evaluar la respuesta
bioldgica. Por ejemplo la presencia de arsenicales o F en orina es un biomarcador de exposicién(
Marchiset-Ferlay et al., 2012;Meza et al., 2004). La recoleccién de orina de 24 horas no resulta
ser una prueba de facil obtencién, sin embargo, la recoleccion de una muestra de orina
espontanea o puntual es mas utilizada en diversos estudios por su relativa facilidad y su

representatividad, sin embargo, al trabajar con muestras espontaneas, una de las desventajas
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ocurre en la variacién por efecto de dilucion dependiendo del estado de hidratacion de los
participantes, la ingesta de liquidos, actividad fisica entre otros por lo que ajustan estos valores
ya sea por el valor de excrecidon de creatinina o bien por la densidad de la misma orina. En
cuanto a los biomarcadores de efecto se eligen dependiendo del dafio al que se busca dirigir la
investigacidn. En este trabajo se escogieron como biomarcadores de efecto temprano dos tipos
de ensayos a nivel molecular, la evaluacion de la longitud telomérica y el nimero de réplicas de

ADN mitocondrial.

La respuesta bioldgica a la exposicion a diversos téxicos ambientales difiere entre individuos
debido a diversos factores, entre ellos destacan las posibles variaciones genéticas. Existe
evidencia, por ejemplo, que mutaciones o una diferencia en un par de bases en un sitio
especifico de un gen, conocidos como polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs) puede llevar a
diferencias en la capacidad de metabolizar los téxicos, lo que puede hacer a ciertas poblaciones
o individuos mas susceptibles de sufrir los efectos adversos asociados a dichas exposiciones.
Estos SNPs son candidatos a ser utilizados como biomarcadores de susceptibilidad, en este
trabajo se estudié al polimorfismo M287T del gen de la As3MT, como biomarcador de

susceptibilidad.

ncADNmt y longitud telomérica como blancos celulares

La mitocondria es un organelo que ocupa una parte importante del espacio citoplasmatico de las
células eucariotas, cumple un papel crucial ya que provee la energia necesaria para el
funcionamiento de la célula mediante la respiracion, también esta relacionada con la regulaciéon
de la muerte celular programada conocida como apoptosis (Loeffler & Kroemer 2000;Susin et
al., 1998), y la homeostasis del calcio(Chan, 2006). El nimero de mitocondrias presentes en
cada célula es variable, se sabe por ejemplo que en células del higado existen entre 1000 a 2000
mitocondrias, las cuales ocupan cerca de una quinta parte del volumen celular. La funcion

principal de la mitocondria es metabolizar la glucosa a piruvato y oxidarlo mediante moléculas
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de 0; a COz y H20, generando moléculas de ATP, es decir, energia para la célula. Su forma es
generalmente representada como ovalada, tiene un didametro de 0.5 a 1 um, siempre se
encuentra en movimiento, fusionandose con otras y cambiando de forma, se mueve libremente
o bien se une a los microtubulos celulares; sin embargo, en algunos tipos de células forma
filamentos o cadenas, en otras se acumula en alguna posicion donde provee directamente ATP a
sitios con alta demanda de energia, como por ejemplo en las miofibrillas en las células del
musculo cardiaco o en la cola de los espermatozoides. Las mitocondrias estan compuestas por
una membrana externa y una interna, y dos compartimentos internos. La membrana interna es
altamente especializada, ahi se encuentran las enzimas de la cadena respiratoria esenciales para
el proceso de la fosforilacién oxidativa. Tanto el piruvato como los acidos grasos pueden ser
utilizados como sustrato en la mitocondria, el piruvato proviene de azucares como la glucosa,
mientras que los acidos grasos de las grasas, ambos son trasportados a través de la membrana
interna y son convertidos a acetil CoA por las enzimas localizadas en la matriz mitocondrial. Los
grupos acetilo de la acetil CoA son oxidados en el ciclo del acido citrico, convirtiendo los atomos
de carbon en COy, el cual es un producto de desecho. La oxidacidon genera electrones que son
acarreados por moléculas como NADH y FADH; a la membrana interna por la cadena
trasportadora de electrones, los electrones que se pierden del NADH y del FADH; regeneran al

NAD+y FAD lo que es necesario para continuar el metabolismo oxidativo (Alberts et al., 2008).

El genoma mitocondrial humano, es relativamente pequefio, el ADN mitocondrial tiene varias
diferencias en relacién al ADN nuclear, por ejemplo, los genes estdn muy cercanos en la
secuencia, haciéndolo muy compacto, asi como también tiene un uso muy relajado de codones,
ya que la sintesis de una proteina estd asociada a uno o a 6 codones; asi como diferencias entre
el cédigo mitocondrial con el cédigo universal, ya que 4 de los 64 codones tiene diferentes
significados en relacidén a los mismos codones en otros genomas, es circular y no cuenta con la
proteccién de las histonas, ademas no tiene todos los mecanismos de reparaciéon del ADN
nuclear (Liu et al. 2005; Partridge et al. 2007), como se menciond anteriormente, en la cadena

respiratoria se utilizan moléculas de oxigeno, el cual es un gas con alta afinidad por los
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electrones, por lo cual tiende a formar radicales superdxidos, es por esto, que, a lo largo del
proceso bioldgico de transporte de electrones, se encuentran mecanismos que previenen que
electrones altamente energéticos, salgan de la cadena; sin embargo, en algunas ocasiones estos
mecanismos son insuficientes. La célula cuenta con sistemas para disminuir el dafio por la
presencia de superéxidos y otras ROS tales como la enzima superdxido dismutasa y la enzima
catalasa o la glutation peroxidasa; sin embargo, en células normales, el ADN mitocondrial tiene
diez veces mas nucledtidos anormales que el ADN nuclear. Este hecho en adicion a la
disminucion de la eficiencia mitocondrial en personas adultas, ha llevado a formular la hipdtesis
de un “ciclo vicioso”, la cual intenta explicar el envejecimiento celular, basandose en el dafo que
producen las mutaciones al acumularse en el ADN mitocondrial en las células de los tejidos
somaticos, lo que lleva a una tasa acelerada de errores de oxidacidén en dichos tejidos. Este ciclo
continua hasta que la mitocondria produce muchos productos de oxidacién lo que provoca que

el organismo decaiga en edades adultas (Alberts et al., 2008).

El ADN mitocondrial es una cadena doble circular de 16,569 bp que codifica 37 genes, 13
mMRNAs, 2 rRNAs, y 22 tRNAs, tiene regularmente miles de copias de ADN mitocondrial por
célula, siendo el numero exacto regulado por factores asociados a cada tipo de células. El
ADNmt se acopla en complejos de 2 a 10 moléculas en lo que se conoce como nucleoides
asociados a la membrana interna; sin embargo, se desconoce cudntas copias de ADN
mitocondrial hay por mitocondria ya que este organelo como se describid anteriormente tiene
un comportamiento muy dindmico, dividiéndose o uniéndose con otras mitocondrias (Shadel,

2008).

La mitocondria representa un blanco terapéutico o de toxicidad que puede ser usado como
biomarcador, en parte porque es susceptible de sufrir los efectos téxicos de xenobidticos que
alteren su homeostasia de diversas formas, como por ejemplo, producir mayor cantidad de ROS,
sufrir alteraciones en la actividad de las enzimas involucradas en la respiracidn celular y por otro

lado, estas alteraciones se han asociado a enfermedades causadas por el malfuncionamiento de
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este organelo, como la diabetes, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer y
patologias asociadas al envejecimiento (Shadel, 2008). Por ejemplo, un incremento o aumento
en contenido de ADNmt se ha asociado con varios tipos de cdncer, siendo un biomarcador
potencial para predecir el riesgo y el prondstico de la enfermedad para pacientes con cancer

(Bao et al., 2016).

El teldmero es una secuencia de ADN especializada que se encuentra al final de los cromosomas,
de las células eucariotas, contiene secuencias repetidas de nucledtidos que permiten que el final
de los cromosomas sea eficientemente replicado, también tiene una funcién protectora del ADN
de posibles defectos. En la replicacion se producen fragmentos de Okazaky, el cual es un
problema cuando se alcanza el final lineal de un cromosoma ya que no hay lugar para producir el
primer de RNA mensajero necesario para empezar el ultimo fragmento de Okazaky, esto se
resuelve en las células eucariotas al afiadir la secuencia de nucledtidos al final del cromosoma,
lo que anteriormente mencionamos como teldmeros. En células humanas la secuencia repetitiva
es GGGTTA, y se repite miles de veces al final de cada telémero. Esta secuencia es reconocida
por la telomerasa, una enzima que lo repone esta secuencia cada vez que la célula se divide. La
telomerasa reconoce una secuencia existente en el ADN del teldmero y usando un templado de

RNA sintetiza nuevas copias de la secuencia repetida en direccion 5" a 3".

La porcidn enzimatica de la telomerasa asemeja a una transcriptasa inversa, la enzima que
sintetiza el ADN usando un templado de ARN. Después de la extension de la cadena principal de
ADN por la telomerasa, la replicacion del final del cromosoma puede ser completada por la ADN
polimerasa tradicional, al usar esta extensién como la base para sintetizar la cadena
complementaria. El objetivo de este mecanismo es asegurarse que el final 3’sea mas largo que
el 5" para el cual esta pareado, dejando una protuberancia dejando un extremo de una sola
hebra sobresaliente. Esta protuberancia al final forma un rizo (t-loop) de secuencias repetidas, la

cual provee al final de los cromosomas una estructura Unica que lo protege de la accidn
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degradativa de enzimas y ayuda a distinguir claramente el final del cromosoma de cualquier
rompimiento que sufra la molécula de ADN, permitiendo que esta sea reparada rapidamente

En células somaticas humanas, el nimero de repeticiones del teldémero se ha propuesto como
un mecanismo para prevenir la proliferacién ilimitada de las células en tejidos maduros. La
telomerasa es muy activa en células de tejidos que son reemplazados a lo largo de la vida, como
la piel, mientras que, en otros, la actividad disminuye para que los cromosomas no se dupliquen.
Cada célula pierde entre 100 y 200 nucledtidos de cada telémero cada vez que se divide y en
tejidos donde la telomerasa no es muy activa los teldmeros se van acortando en cada divisiéon
celular, recordando ademas que la telomerasa provee de una capa protectora de proteinas al
final del cromosoma, al faltar esta también, el final del cromosoma empieza a deteriorarse, lo
gue llevaria a que el extremo final del cromosoma se darfie lo cual activaria al arresto en el ciclo
celular dependiente de p53. En teoria esto protegeria de una proliferacion celular incontrolada
en tejidos somaticos, lo que evitaria el cancer, por ejemplo. Por otro lado, si se mantiene la
funcién de la telomerasa, se observa un efecto proliferativo celular, como en células

cancerigenas (Alberts et al., 2008).

Las alteraciones en la longitud telomérica se han asociado con enfermedades crénicas y con el
cancer. Existen reportes de que un acortamiento en la longitud telomérica conduce a una
inestabilidad cromosdmica, asi como un alargamiento del telémero se asocia con una
proliferacion incontrolada, lo que sugiere que la funcion de los teldmeros esta implicada en la
patogénesis de muchos tumores malignos (Gao et al., 2015).La disminucion en la longitud
telomérica esta asociada al envejecimiento y este proceso se puede acelerar por el aumento del
estrés oxidativo y por la inflamacion. En la literatura, hay cada vez mayor evidencia que la

exposicion a sustancias toxicas estd asociada a la longitud telomérica(Zhang et al., 2013).
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ncADNmt y longitud telomérica asociados con exposicion a arsénico

Diversos estudios se han realizado buscando conocer los efectos del iAs en los blancos celulares,
en este caso, sus efectos en el nimero de copias relativas de DNA mitocondrial y en la longitud
telomérica. Estudios realizados en células de Hamster expuestas a 1 ug/mL de arsenito de sodio
encontraron una disminucién significativa en el nimero de copias de ADN mitocondrial en
comparacién a las no expuestas (Partridge et al., 2007), en poblaciones humanas se han
realizado diversos estudios. En la tabla 3 se muestra un resumen de estos en poblacidon
ambientalmente expuesta, sobre todo a iAs en agua de bebida. Se puede observar que son
poblaciones de adultos, en su mayoria del género femenino, y que se determind, tanto para las
copias relativas de ADN mitocondrial como para la longitud telomérica un aumento relativo para
las poblaciones con mayores niveles de exposicién. En otro sentido, cuando se ha analizado la
utilidad como biomarcador predictivo en pacientes con la enfermedad de Browen (un tipo de
cancer de piel in situ relacionado con la exposicion a iAs) en pacientes crénicamente expuestos a
iAs, se encontré un aumento en el nimero de copias de ADN mitocondrial, a la par de una

sobreexpresion de la biogénesis mitocondrial (Lee et al., 2011).

El dafno a la mitocondria es crucial en la mutagenicidad provocada por el iAs, este dafio
mitocondrial puede conducir a la liberacidon de aniones superodxido, que a su vez reaccionan con
el oxido nitrico para producir peroxinitritos altamente reactivos. Se ha asociado el dafio al
ADNMT con el desarrollo de células cancerigenas (Lee & Ho, 1994; Lee et al., 2015).

Por otro lado, se ha reportado que el F puede alterar la respiracién celular y los niveles de
glutation, lo que resulta en una produccion excesiva de ROS en la mitocondria. En humanos, se
ha reportado que el F altera la actividad de la mitocondria en tejidos blandos como el higado, el

rifidn, cerebro, pulmones y los testiculos (Barbier et al., 2010)
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Tabla 3. Longitud telomérica relativa y nimero de copias relativas de ADN mitocondrial y su

asociacion con la exposicion a arsénico en poblaciones humanas.

Autor Poblacion Exposicion Biomarcador = Método Efecto LT o ncADNmt
As total en orina observado Med (Percentil 5-95)
Med (min-max)
(Lietal. 161 adultos con 230 (10-1251) Telémero gPCR Elongacion LT 0.37 (0.18-0.67)
2012) alta exposicién ug/L B=0.65x 104(0.03x10%*a 1.3 x
41 adultos con 10%) p=0.04
baja exposicion
Andes, Argentina.
(Ameer 264 adultos (89% 196 (21-537) Telémero gPCR Elongacion Andes
etal. mujeres) con alta ug/L LT 0.43 (0.030-0.58)
2016) exposicion en B=0.0075, p = 0.029
Andes, Argentina
Chaco
169 adultos (75% 80 (15-1637) LT 1.10 (0.73-1.7)
mujeres) con baja ug/L B=0.016, p=0.0066
exposicion en
Chaco, Argentina cnDNAmt gPCR Aumento Andes

ncADNmt 0.57 (0.33-1.00)
B =0.027 por 100ug/L,
p = 0.0085;
Chaco
ncADNmt 0.84 (0.44-1.50)
B =0.025, p=0.24

La exposicion a iAs altera la homeostasis del teldmero, se ha reportado una asociacién en el

aumento de la longitud telomérica y un aumento de riesgo de sufrir lesiones de piel (OR

13.75,1C95%(5.66-33.41) p<0.0001) (Chatterjee et al., 2014). Ademas, se ha reportado que el F

tiene efectos en el ciclo celular, incrementando la proliferaciéon celular en tejido éseo en

concentraciones altas (Barbier et al., 2010). De esta manera, tanto el ncADNmt como la longitud

telomérica son candidatos a ser biomarcadores de efecto temprano asociados a la exposicion

cronicaaiAsy F.
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Susceptibilidad individual a la exposicidn a iAs

Los cambios producidos en el organismo por la exposicidn al iAs varian entre cada individuo,
debido a factores genéticos, metabdlicos, dieta, estado de salud, genero y otros. Estos factores
pueden tener importantes implicaciones en la evaluacién del riesgo por la exposicion al iAs. En
cuanto a los factores genéticos se sabe que hay un alto grado de variacion interindividual en el
metabolismo del iAs, esto asociado a variantes polimdrficas de diferentes genes relacionados
con el metabolismo del iAs. Uno de los polimorfismos mas comunes en el gen de la As3MT,
enzima limitante en la biotransformacion del iAs, es el denominado M287T que sustituye a un
grupo de tionina por una metionina. Estos pequefios cambios en una base en el triplete de un
locus especifico del gen se denominan polimorfismos de un solo nucledtido (SNP’s). La
prevalencia reportada para el M287T es del 10 % a nivel mundial, semejante a la reportada en
México. Este SNP se ha asociado a diferencias en la capacidad de metilacion y a la
susceptibilidad individual al As, al estudiar sus variantes polimdrficas se encontré una
correlacion entre ellos y el perfil de excrecidén urinaria de los metabolitos del iAs en poblacion

cronicamente expuesta (Del Razo et al. 2011; Meza et al. 2004).

En la tabla 4 se muestra un resumen de algunos estudios de asociacion entre el riesgo por
exposicién a iAs y algunos SNPs. Existen reportes de que las variantes polimérficas del
genAs3MT tiene influencia sobre la susceptibilidad individual de sufrir lesiones premalignas en
la piel y por lo tanto podrian incrementar el riesgo a otros efectos en salud relacionados a la

exposicion al iAs(Del Razo et al., 2011; Martin et al., 2015 Valenzuela et al., 2009).
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Tabla 4. Polimorfismos de un solo nucleétido en el gen As3MT asociados al metabolismo de

Arsénico.
Autor Polimorfismo Poblacion Nivel de Resultados
exposicion
Drobndetal. M287T 255 adultos. 48 pg/L en agua Mayor produccion de
2013 Durango, México DMAs (111).
Asociacién con
mayor riesgo de
Diabetes
G4965C 48 ug/L en agua Mayor produccion de
DMAs (111).
Asociacién con
mayor riesgo de
Diabetes
Wood et al. M287T 120 muestras (60 Mayor riesgo de
2006 americanos- Citotoxicidad y
africanos, 60 genotoxicidad que el
americanos- gen silvestre.
caucasicos)
Meza et al. 30585 135 individuos. 43 pg/L en agua Asociacidn entre la
2004 Sonora México relacion DMAs/MAs
en nifos
Engstromet  G12390C, 147 indigenas. 200 pg/L en agua Asociado con un
al. 2007 C14215T,y Argentina menor porcentaje de
G35991A MAs y mas DMAs
Gomez- 7388 y M287T 746 individuos. Norte 200 pg/L en orina Asociados con la
Rubio et al. de México eficiencia en la
2012 metilacion de iAs.
Sampayo- M287T 93 individuos. Norte  16-45 pg/L en agua Asociado con dafio al
Reyes et al. de México ADN.

2010

En el presente trabajo se analizaron los genotipos del polimorfismo M287T (rs 111191439) en el

gen As3MT.
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Capitulo IV

Metodologia
Muestreo ambiental

Primeramente, se hizo un muestreo no probabilistico por conveniencia, en las ciudades de Jerez,
Villanueva, Jalpa, Ojocaliente, las comunidades de Huanusco y El Visitador, ademas de la zona
gue surte los pozos del sistema San Ramoén y La Fé en la zona conurbada Zacatecas-Guadalupe
(figura 5). Se tomaron 42 muestras de agua de grifo de escuelas de educacién primaria, se dio
preferencia a grifos que estaban en funcionamiento y que eran accesibles a los nifos, como
bebederos o que se encontraban en el patio de juegos. Las muestras se tomaron con el
consentimiento de los directivos de las escuelas.
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Figura 5. Ubicacion del estado de Zacatecas a 25° 07' sur de latitud norte, al este 100° 43;
oeste 104° 22' de longitud oeste. Los puntos representan el sitio exacto de la toma de agua,
todas de lugares de acceso publico.
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El clima de la regidn de estudio es semi-seco, con alrededor de 450 mm de precipitaciéon al afio y

temperaturas medias anuales de entre 20y 15°C (INEGI, 2010).

La recoleccion de las muestras de agua se realizd segun lo establecido en la NOM-230-SSA1-
2002(SSA, 2002). Las muestras se colectaron directamente del grifo depositando un volumen de
1000 mL de agua en un envase de polipropileno nuevo previamente enjuagado con agua

desionizada y debidamente etiquetado, se mantuvieron a 4°C hasta su andlisis.

El muestreo ambiental se realizé en los meses de estiaje ya que es cuando los pozos presentan
sus niveles mas bajos ademas que los nifios consumen mas agua por las temperaturas elevadas
gue se presenta en el estado esto para estudiar el escenario de maximo riesgo, a partir de esta
informacidn, se eligieron dos escuelas con niveles superiores a 0.100 mg/L de As en agua de

grifo.

Analisis de arsénico y fluoruro

Se acidificaron las muestras con HNOs ajustando el pH <2 esto para preservarlas el mayor
tiempo posible hasta su andlisis. Después de acidificar la muestra se almacend a 4°C para evitar
la alteracion del volumen por evaporacion y al abrigo de la luz para evitar actividad microbiana y
reacciones quimicas indeseables. El analisis elemental de diversas matrices como el agua
requiere de la digestién previa de la muestra por lo que se utilizé el método de digestidn asistida
por calentamiento con radiacion de microondas usando frascos cerrados. La digestiéon hiumeda
con acido nitrico se realizd a fin de asegurar la oxidacion de la materia orgdnica y disolucion de
las sales de arsénico resultantes, asi como para minimizar interferencias, utilizando para este fin
un horno de microondas marca Milestone Ethos One ®.Para realizar la digestién acida se
tomaron 45 mL de cada muestra de agua, posteriormente se afiadié un volumen de 5 mL de
acido nitrico concentrado obteniendo asi un volumen final de 50 mL, las alicuotas se
depositaron en vasos de teflon para digerirlas en el microondas siguiendo el método de la EPA

(EPA, 2007); posteriormente se realizd una pre reduccion, ya que la eficiencia de la reaccién para
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generacion de hidruros depende del estado de oxidacién del analito, por lo general la mejor
reaccion procede de los estados de oxidacion inferiores. El método requiere que todos los
compuestos inorgdnicos se encuentren como As>*. Para asegurar que el analito esta en el estado
de oxidacién mas bajo se tomaron 20 mL de muestra de agua y se agregaron a un tubo cénico de
50 mL con micropipeta, posteriormente se afiadieron 2mL de una solucién reductora de yoduro
de potasio (KI) en acido ascérbico al 5%, después se afiadieron 6mL de acido clorhidrico
concentrado (HCI), finalmente se aforaron con agua desionizada hasta alcanzar un volumen final
de 50 mL. Todas las muestras se agitaron y se dejaron reposar 20 minutos a temperatura
ambiente. La cuantificacion se llevo a cabo en un equipo de espectroscopia dptica de emisidon
atémica acoplado a una fuente de ionizacidon de plasma ICP-OES acoplado a un generador de
hidruros basandonos en el método 200.7-1 de la EPA (EPA, 1994). El plasma de acoplamiento
inductivo (ICP) es una fuente de ionizacion que junto a un espectrofotdmetro de emisién éptico
(OES) constituye el equipo de ICP-OES. En esta técnica, la muestra liquida entra de forma
continua y un sistema de nebulizacidn forma un aerosol que es transportado por el Argén a la
antorcha del plasma, acoplado inductivamente por radio frecuencia. En el plasma, debido a las
altas temperaturas generadas, los analitos, en este caso el arsénico, son atomizados e ionizados
generandose los espectros de emision atdmicos de lineas caracteristicas, en nuestro caso de
estudio, dos lineas de atomo, localizadas en el UV lejano (As | 188,979 y As | 193,969 nm,
respectivamente), la primera de las cuales no presenta practicamente interferencias espectrales.
Los espectros son dispersados por la red de difraccidon y el detector sensible a la luz se encarga
de medir las intensidades de las lineas. La informacién es procesada por el sistema informatico y
mediante la integracion del area bajo la curva correspondiente a cada linea espectral, la

concentracién de arsénico soluble presente en agua.

El andlisis de Fse realizé siguiendo la normatividad mexicana mediante el método descrito en la
NMX-AA-077-SCFI-2001 (SCFI, 2001). La concentracion de F se determind
potenciométricamente usando un electrodo selectivo de i6n especifico para F» en conjuncion
con un electrodo de referencia de calomel y un potenciémetro que contaba con una escala

expandida en milivoltios que proporciona una concentracion directa en la escala del ién F. El
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electrodo de Ftiene una membrana cristalina de fluoruro de lantano, (LaFs). El mecanismo del
desarrollo de un potencial sensible al Fa través de la membrana es el siguiente: la ionizacion
crea una carga en la superficie de la membrana, en las dos interfaces. La magnitud de la carga
depende de la concentracion de F en la disolucidn. Asi, el lado de la membrana que encuentra
una concentracién de ién FFmas baja se vuelve positivo con respecto a la otra superficie; es esta
diferencia de carga la que proporciona una medida de la diferencia de concentracion de F en las
dos disoluciones. El Unico iédn que interfiere directamente con las medidas de F es el ion
hidroxilo y esta interferencia empieza a ser importante a valores de pH superiores a ocho. A pH
menores a cinco, los iones hidrogeno también interfieren en las determinaciones de F total; en

este caso se forma Fde hidrégeno no disociado frente al cual el electrodo no tiene respuesta.

Control de calidad

Para el control de calidad se usé el estandar de referencia NIST 1640 Elementos traza en agua
natural con una concentracion de arsénico * 26.67 0.41 pug/L obteniéndose un recobro del 85%,
el limite de deteccidn del método fué de 2.2 pg/L, y el limite de cuantificacidon de 2.75 pg/L. Para
determinar el recobro para el método de Fse utilizd la solucion estandar NIST® 3183 de agua

(1000 mg/L dilucién 1:1000), obteniéndose un recobro del 97%.

Estimacion del riesgo en salud

Se siguid la metodologia de evaluacion de riesgos en salud propuesta por Diaz Barriga (Diaz
Barriga, 1999) ya que es la que mejor se ajusta a las condiciones del area estudiada (llizaliturri et
al.,, 2009), en conjunto con la metodologia de estimacién de riesgos en salud por modelos
probabilisticos propuesta por la EPA (EPA, 2001). Estas metodologias marcan que es posible
estimar el riesgo en salud tanto para riesgos no cancerigenos como para el riesgo cancerigeno

siempre y cuando se cuente con los valores guia para el contaminante en estudio.
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Analisis dosis-respuesta

Para iniciar a estimar el riesgo en salud, es necesario considerar los valores guia de existentes en
la literatura para cada uno de los contaminantes (Diaz Barriga, 1999). Los valores guia para iAs y
F, entendidos como dosis especificas para cada uno de ellos, propuestos por la Agencia para el
Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades de Estados Unidos (ATSDR) y la US,EPA se
resumen en la tabla 1 (ATSDR 2003b, 2005, 2007a; IRIS 1987, 1988). Los valores guia que se
tomaron para el célculo de las dosis de exposicidn para cada contaminante, fueron las dosis de
referencia listadas en el Sistema Integral de informaciéon de Riesgo (Diaz Barriga, 1999; IRIS
1987,1988) de la EPA. En cuanto a los valores guia para estimar el riesgo en salud cancerigeno,
en la actualidad solo se cuenta con el factor de riesgo cancerigeno para iAs, mientras que en el
caso del F, aln no se cuenta con valor guia para este fin (IRIS 1987,1988)debido a que la IARC

no lo ha clasificado como un agente carcinogénico, estos valores se aprecian en la tabla 1.

Estimacion de la exposicion

La exposicion cronica al iAsy al Fes principalmente debida al consumo de agua contaminada.
Esto debido a que se encuentra disponible para la poblacidn de manera permanente mientras
residan en la zona (Armienta et al., 2013; Bundschuh et al., 2012;Huang et al., 2015; McClintock
et al., 2012). Para estimar la dosis de exposicion diaria (ADD) se utilizé la siguiente formula (Diaz

Barriga, 1999).

(Concentracionambiental x Tasadeingesta)

Dosisdeexposicion (mg/kg/dia) = ( ) X Factordeexposicion

Pesocorporal
La concentracion ambiental esta expresada en mg/L, la tasa de ingesta en litros por dia y el peso
corporal en Kg. Como factor de exposicidén se consideré la unidad asumiendo una temporalidad
permanente de la ruta de exposicién y una biodisponibilidad maxima (Diaz Barriga, 1999). La
concentraciéon media de iAs y F encontrada en las muestras se usd para estimar la dosis de
exposicién, el valor promedio de 0.875 litros se considerd para la tasa de ingesta y el peso

corporal promedio fue de 33.8 kg, estos valores corresponden a la poblacion infantil en un rango
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de edad de 6 a 11 afos correspondiente a la edad en la que cursan la educacion primaria en
Meéxico, esto se decidid asi con el fin de usar la dosis de exposicién para la estimacion del riesgo
no cancerigeno. Considerando que este grupo poblacional se encuentra en una ventana de
vulnerabilidad se espera incluir a las poblaciones en mayor riesgo al momento de intervenir el
sitio. Las variables tasa de ingesta y peso corporal se calcularon a partir de los datos obtenidos
de las mediciones antropométricas y de un cuestionario de exposicion que se realizé a un grupo
de nifios residentes de la zona de estudio, con el fin de obtener la mayor informacidn posible de
las condiciones reales del sitio. A partir de los estadisticos de tendencia central y de las
distribuciones de frecuencia de cada una de las variables involucradas se calcularon las dosis de
exposicién, para cada localidad por el método determinista y para la totalidad de la zona
estudiada mediante el método probabilistico sugerido por la EPA (EPA, 2001), esta informacion
se detalla en la tabla 5, cabe resaltar, que las variables se ajustaron a la distribucién que mejor
las describia, esto en base a pruebas estadisticas de ajuste, realizadas mediante el programa

Crystal Ball ™.

Tabla 5. Parametros utilizados para estimar el riesgo en salud no cancerigeno.

Pardmetro Unidades n Distribucion Valor Referencia
Concentracién de F mg/L 47 Lognormal 1.4(0.4-3.0) a
Concentracion de iAs mg/L 47 Lognormal 0.05 (0.004 - 0.298) @
Peso corporal Kg 79 Normal 33.8(17.7-67.5) b
Tasa de ingesta L/dia 79 Triangular 0.87(0.1-1.5) b
Dosis de referencia para F° mg/Kg-dia - Valor unico  0.06 (IRIS 1987)
Dosis de referencia para iAs mg/Kg-dia - Valor Unico  0.0003 (IRIS 1988)

2 Informacidn obtenida del drea de estudio.

b informacién obtenida a partir de la poblacién que vive en la zona de estudio.
Para la estimacion del riesgo cancerigeno, fue necesario calcular la dosis de exposicidon a iAs por
agua de grifo para la poblacién adulta (Diaz Barriga, 1999; EPA, 2001), esto porque el valor guia
del factor de la pendiente para cancer (Cancer Slope Factor) estd considerado para una
exposicion de toda la vida (ATSDR, 2005), los detalles de cada variable involucrada se pueden

observar en la tabla 6. Dicha estimacidn se realizé utilizando el valor mas representativo de iAs
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para cada sitio y la distribucién total para estimar la dosis de exposicion por el método

probabilistico.

Tabla 6. Parametros para la estimacion de riesgo cancerigeno por exposicidon a arsénico en

agua de grifo.

Parametro Unidades n Distribucién Valor Referencia
Concentracion de arsénico mg/L 47 Lognormal  0.05(0.004-0.298) =@

Tasa de ingesta L/dia - Valor Gnico 2.0 (Diaz Barriga 1999)
Peso corporal Kg - Valor Gnico 70 (Diaz Barriga 1999)
Factor de potencia cancerigena mg/Kg-dia - Valor Unico 1.5 (Diaz Barriga 1999)

2 Concentracion media de arsénico en agua del area de estudio.

Caracterizacion del riesgo

En este paso, se obtuvieron los cocientes de riesgo no cancerigeno y cancerigeno a partir de la
informacion de las etapas anteriores. El cociente de riesgo no cancerigeno se obtiene mediante

la formula (Diaz Barriga, 1999)

Cociente de riesgo no cancerigeno = (Dosis de exposicion (mg/Kg/dia) / RfD(mg/Kg/dia) » EF

El tiempo de exposicion se consideré como completo y la biodisponibilidad del 100% por lo que
el factor de exposicion (EF) se tomé como la unidad. Mientras que el cociente de riesgo
cancerigeno o valor estimado de riesgo tedrico (ER) se calculé a partir de la ecuacion

(ATSDR,2005; Diaz Barriga, 1999).

ER = (Dosisdeexposicion (mg/Kg/dia) * CSF(mg/Kg/dia)

Este ER representa el riesgo cancerigeno individual, para el caso del F no se incluyé en esta
estimacion porque como ya se menciond anteriormente, no se cuenta con el factor de potencia

cancerigena para este contaminante en particular. Se incluyé un analisis de sensibilidad usando
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técnicas graficas provistas por el programa Crystalball ® para evaluar los posibles cambios de

importancia relativa de las variables involucradas en las ecuaciones utilizadas.

Evaluacion de riesgo en salud

Seleccion de la poblacidn de estudio

Se realizd un estudio transversal en la poblacidén infantil de las escuelas seleccionadas. Los
criterios de inclusidn son ninos y nifias en edad escolar (6 a 11 afos), residentes en la zona de
estudio por lo menos en un periodo de 4 afos, que asistan a la escuela en cuestion, y que no se
les esté administrando ninglin medicamento. Para tener acceso a nuestra poblacion objetivo, de
manera inicial se contactaron a los directores de escuelas de la zona, extendiéndoles la
invitacion para participar en el estudio de manera escrita con el debido respaldo de documentos
donde se acreditan los permisos para realizar el estudio, de la Secretaria de Educacion Publica, el
protocolo del estudio ademas de la carta de aprobacidn del comité de bioética de la Universidad
Autonoma de Zacatecas (148/2012) (. Si el Director de la escuela mostrd interés, se le pidid que
gestionara una reunién con los maestros de la escuela donde se aborddé de nueva cuenta la
informacién concerniente a la realizacion del estudio. Los maestros a su vez se les pidieron que
citaran a reunién a los padres de familia. Cuando se trabajé con los padres de familia se
aplicaron técnicas de exposicion grupal para explicarles que el estudio es voluntario, gratuito y
gue su informacidn se mantendria confidencial ademds en cualquier momento podrian
abandonar el estudio si asi lo deseaban. Se explicaron los objetivos del estudio y se les informd
gue el protocolo cumplia con los requisitos del comité de bioética que lo avala, se fomenté la
lluvia de ideas en el grupo. Silos padres o tutores decidieron que su hijo podria participar, se les
proporciond una carta de consentimiento informado vy se les resolvié cualquier duda respecto al

proyecto.
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Monitoreo biolégico.

En las reuniones con los padres de familia interesados en que sus hijos participaran en el
estudio, se les indico que dia debian presentare en la escuela y con las recomendaciones de que
los niflos se presentaran en ayunas y con su muestra de la primera orina del mismo dia. La
logistica del muestreo bioldgico se disefid para agilizar la toma de muestras con el fin de que los
nifos no retrasasen su primer alimento del dia y no se perdieran actividades escolares. Se
montd un circuito en el area que nos proporcionaron las autoridades de las escuelas.
Primeramente, estuvo el mddulo de registro, donde se les tomaron los datos generales a los
papas y a sus hijos y se les asigné un folio el cual sirvid de control en los siguientes modulos.
Posteriormente pasaron a la toma de muestra de células de descamacion del epitelio oral,
después siguieron a la toma de muestra sanguinea en donde se contd con personal capacitado y
con experiencia amplia en este procedimiento, luego siguieron al médulo donde se les tomaron
medidas antropométricas y se les hizo la evaluacion del estado nutricio, en este punto del
circuito también se conté con la colaboracién de nutridlogos competentes en estos protocolos,
de manera paralela a los padres se les aplicd la encuesta, procurando que durante todo el
circuito tuvieran a sus hijos a la vista. El objetivo de dicha en-cuesta fue obtener informacion
acerca de los habitos alimenticios, edad, ingesta de agua, lugar de nacimiento, estado de salud,
antecedentes familiares, factores socioecondmicos ademas de otras posibles fuentes de

exposicién al iAso como el consumo de arroz, mariscos etc.

Muestras de orina

La orina se considera un biomarcador de exposicién aguda, puesto que si se determina la
presencia de arsénico en ella, se infiere que el contaminante es biodisponible y el sujeto se ha
expuesto a él de manera reciente. Previamente a los padres de familia interesados en que sus
hijos participen en el estudio, se les entregd un envase de capacidad de 100 mL para la
recoleccion de muestras de orina, nuevo, fabricado para ese fin. Se les indicé en ese momento

las recomendaciones necesarias para asegurar la viabilidad de la orina, las cuales consisten en
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gue se recolecte la primera miccion del dia, de preferencia no tomar las primeras gotas y llenar
el recipiente hasta la marca de 100 mL. La mayoria de los participantes cumplieron con este
requisito, en el caso de muestras con en el que la cantidad no fuera suficiente para los analisis,
se descartaron. El dia que se les citd para la toma de muestra sanguinea, llevaron también la
muestra de orina con los requerimientos solicitados. La muestra de orina se mantuvo fria hasta
llegar al laboratorio donde se fracciond la muestra en dos alicuotas una muestra de 15 mL se
reservo para el analisis de iAs y sus metabolitos, asi como de F y la otra alicuota se entregd a un
laboratorio privado para que la realizacion de un examen general de orina (examen quimico y

fisico).

Muestras de Sangre

La toma de muestra sanguinea fue realizada por personal capacitado y con amplia experiencia
en el manejo de nifios. Siguiendo los protocolos de ética recomendados por el Comité de
Bioética que aprobd el protocolo, la puncidn se realizdé siempre y cuando el padre, madre o tutor
del menor estuvo presente. La toma de muestra periférica se realizé por puncidon venosa y
utilizando el sistema Vaccutainner®. Se tomaron muestras de sangre, una con anticoagulante
EDTA vy otra sin ningun aditivo. Esta Ultima se envio lo mas rapidamente posible al laboratorio
para que se le realizaran pruebas de bioquimica clinica donde se determinaron pardmetros
relacionados con el estado de salud y nutricional que se consideran importantes para los fines
de esta investigacion como lo es la concentracién de albumina y de hemoglobina en sangre El
tubo con la muestra de sangre con EDTA se reservd para los ensayos de biologia molecular y se
mantuvo frio hasta su procesamiento, el cual consistid en centrifugar la muestra para separar los
diferentes componentes de la sangre por la accién de la fuerza de gravedad. EI ADN se aislo del
paquete de gldobulos blancos o leucocitos, que son las células que cuentan con nucleo en el

tejido sanguineo.
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Determinacion de especies arsenicales y fluoruro en orina

Se cuantifico el iAs (iAslll + iAsV), sus metabolitos urinarios monometilados totales (MAs como
MAslIl + MAsV) y dimetilados totales (DMAs como DMAsIII + DMAsV) como biomarcadores de
exposicién. La sumatoria de éstos arsenicales fue considerado como el arsénico total (AsT)
considerado de riesgo a la accion toxica. Esto se realizd en el Departamento de Toxicologia en el
Cinvestav-IPN mediante un espectrometro de absorcion atdmica acoplado a un generador de
hidruros, con un sistema de atomizaciéon de celda de cuarzo, equipado con un accesorio
automatizado de inyeccidn de flujo FIAS y una criotrampa (HG-CT- AAS)(Devesa et al., 2004;
Hernandez-Zavala et al,2008; Matousek et al., 2008), utilizando las alicuotas de orina que se
resguardaron en congelacién en temperatura a -20°C. Este proceso analitico requiere dos pasos
principales, la concentracion y separaciéon de las arsinas generadas a partir de las especies de
iAs, MAs, DMAs mediante la criotrampa, sin importar el estado de oxidacién del As. Esto se logra
utilizado un gradiente de temperatura generado por una resistencia colocada alrededor de la
celda de cuarzo, que es sumergida en nitréogeno liquido para enfriarla entre cada determinacion.
El segundo paso es la cuantificacion de cada una de las especies mediante la técnica de
absorcién atémica y utilizando el generador de hidruros, cuyo principio es la absorcion de la
radiacion por las especies presentes en el atomizador (en este caso la celda de cuarzo) y cuyo
detector genera una senal proporcional a la absorbancia, teniéndose una sefial proporcional a la
concentraciéon de iAs, MAs y DMAs presente en la muestra de orina. Las especies organicas
menos toxicas de arsénico tales como la arsenocolina o arsenobetaina no se detectan mediante
este método; sin embargo, estos arsenicales no estan asociados a la exposicion y metabolismo
del iAs, ya que la principal ruta de exposicion para esa clase de formas arsenicales son alimentos
tales como los mariscos. Se utilizé el material de referencia certificado NIST SRM 2669 nivel I
(Especies de Arsénico en Orina Humana Congelada), teniendo una exactitud de entre 91% vy

106% para iAs, 87% y 97% para MAs 'y 89% y 99% para DMAs, con una precision menor al 10%.

Para la determinacion de F, se utilizd el método electroquimico, usando un electrodo de ion

selectivo y un electrodo de referencia, el método es semejante al utilizado para la determinacidn
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de F en agua. Se utilizaron los materiales certificados F1110 y F1216 (Quebec Centre for
Toxicology) de Fen orina, que contenian 24.9 y 118 umol F/L (1.31 y 6.21 mg/L,
respectivamente). La exactitud del método estuvo entre 98% y 105%, con coeficientes de
variacion de 2 a 5% Es importante mencionar, que se determind la densidad de las muestras de
orina con el fin de corregir posibles errores ligados a cambios en el volumen urinario
relacionados con los habitos de consumo de liquidos, estos datos de densidad urinaria fueron
utilizados para corregir las concentraciones de iAs, MAs, DMAs y F en las muestras. En la
literatura se recomienda estandarizar por densidad y no por creatinina ya que esta podria ser

afectada por el metabolismo de los mismos téxicos(Gonzalez-Horta et al., 2015).

Discriminacion alélica de las variantes polimdrficas M287T (rs111191439)

El polimorfismo de la As3MT ubicado en la regidon M287Tse determind por discriminacién alélica
utilizando PCR en tiempo real (reaccion en cadena de la polimerasa) y sondas de
oligonucledtidos alelo especificos (ASO por sus siglas en inglés) (Erdmann et al., 2015). El ADN
gendmico (gDNA) se purifico a partir de leucocitos de sangre periférica utilizando el kit wizard de
PROMEGA®, este mismo ADN purificado, se utilizé en los andlisis cuantitativos de ADNmt y
longitud telomérica. Para los experimentos de PCR en tiempo real, los primers y las sondas de
los oligonucléotidos alelo-especificos se disefiaron en el software Beacon de disefio 2.1
(PREMIER Biosoft International) y fueron adquiridos en Biosearch®, estos se muestran en la
Tabla 7.

Tabla 7. Secuencias de primer y sondas ASO para el analisis de polimorfismos en As3MT.

Nombre Secuencia

Fwd primerM287T AGGGCAAGAGCAGAAAGAATACCA
Rev primerM287T CACTCTAAGACAGGACCAACCAA
Sondal M287T TTGGCATCAAACATTAGTTC

Sonda 2 M287T ATTGGCATCAAACGTTAGTTC

Se utilizaron los primers directo e inverso en un sistema de deteccién con PCR fluorescente.
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Cada una de las muestras se analiz6 por duplicado, compuesta por 5 pl de iQ™ Multiplex
Powermix (Bio-Rad, Hercules, CA), ademas de 300 nmolL de cada uno de los primer (rev y fwd) y
200 nmol de cada sonda (1 y 2). Se utilizé un termociclador con sistema de deteccién para PCR
tiempo real modelo CFX96 Touch de Bio-Rad, siendo las condiciones las que se describen a
continuacion, una incubacion inicial de 3 minutos a 95°C y 45 ciclos de amplificacién de 15
segundos a 92°C y 1 minuto a 60°C, terminando con 15 segundos a 95°C. Posteriormente se
identificd por fluorescencia los valores normalizados de los alelos salvajes (T) y los alelos
mutantes (C) (S1 Orange 54, S2 Calfluor red 610). Se determind el genotipo de cada muestra

generandose tres posibles combinaciones TT, CT, CC.

Determinacion del nimero de copias relativas de ADN mitocondrial (hcADNmt) y longitud

telomérica

Se utilizd PCR tiempo real para la amplificaciéon de un gen del ADN mitocondrial en relacién a un
gen de copia Unica (B-globina), de tal manera se cuantifican de manera relativa las unidades de
copias de ADN mitocondrial mediante el cociente del gen mitocondrial ND1/gen de la beta-
globina (Mt/S). Se realizé una curva de calibracion a partir de una serie de estandares de ADN en
un intervalo de 66.00 - 2.06 ng; los estandares de ADN se prepararon a partir de una soluciéon
compuesta de 20muestras tomadas al azar del mismo estudio. La mezcla de reaccion para la PCR
se realiz6 utilizando una mezcla de 5 pL de SuperMix SsoFast EvaGreen © de Bio-Rad, y 500nM
de los oligos directos (F) y reversos (R) tanto para amplificar el gen ND1 mitocondrial como para
el gen de la Beta-Globina, ademds de un total de 75 ng de ADN de cada muestra. El cociente
Mt/S se calculd a partir de la curva de calibracion para cada muestra utilizando el Ct obtenido en
la gqPCR. El control de calidad en la curva consistid en tener un valor de r=0.999, una eficiencia
de = 99% y una pendiente de -3.21; cada ensayo se realizé por triplicado considerando una
variabilidad aceptable cuando el coeficiente de variacidon (CV) en los CT fue menor del 2%. Los
valores medios de las tres determinaciones realizadas tanto para el gen mitocondrial como para

el gen enddgeno se utilizaron para calcular el cociente Mt/S (Hou et al., 2010; Pavanello et al.
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2013).Se utilizé un termociclador con sistema de deteccidn para PCR tiempo real modelo CFX96
Touch de Bio-Rad, siendo las condiciones de amplificacién para la determinacién de ncADNmt
mediante el gen ND1 y para el gen de la beta-globina 1 ciclo de 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15
segundos a 92°C y posteriormente 15 segundos a 95°C. La secuencia de los nucleétidos se puede

observar en la tabla 8.

Tabla 8. Secuencias de los nucleétidos utilizados en la determinacion de las copias relativas de ADN

mitocondrial y la longitud telomérica relativa.

Gen Secuencia

ND1 Mitocondrial F) 5-CACCCAAGAACAGGG TTTGT-3’

R) 5'-TGGCCATGGGTATGTTGTTA-3’

Telémero F) 5"-ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3’

Beta-globina

(
(
(
(R) 5'-TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3’
(F) 5-GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3’

(

R) 5'-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3’

Para la evaluacion de la longitud telomérica relativa también se utilizd el método de PCR tiempo
real, para esto, se determind la longitud de manera relativa a un gen enddgeno, nuevamente el
gen de copia Unica (B-globina) obteniéndose un cociente Telémero/beta-globina (T/S). La
metodologia para evaluarlo es semejante a la utilizada para la determinacion de ndmero de
copias de ADN mitocondrial, basandose nuevamente en ampliacion de la secuencia repetitiva en
tandem del telémero, por el método de PCR, dicha secuencia se puede observar en la tabla 7.Se
construyd una curva de calibracién con estandares de ADN en concentraciones de 66 a 2.06 ng,
y a partir de ella se estimod el cociente T/S expresado como el valor de Ct correspondiente a cada
medida (por triplicado), los valores medios de las tres determinaciones realizadas tanto para el
teldmero como para el gen enddgeno se utilizaron para calcular el cociente T/S. Se utilizé una
mezcla de 5 plL de SuperMix SsoFast EvaGreen © de Bio-Rad, 400nM delos oligos F y R para
teldmero y 500 nM de los oligos F y R del gen de la beta-globina, ademas de un total de 75 ng de

ADN de cada muestra(Alegria-Torres et al., 2016).Se utilizdé un termociclador con sistema de
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deteccion para PCR tiempo real modelo CFX96 Touch de Bio-Rad, siendo las condiciones de
amplificacién para la determinacion de la longitud telomérica relativa de 1 ciclo a 95°C de 15
segundos, 15 segundos a 49°Cy 35 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 10 segundos a 62°Cy 15
segundos a 74°C. Las condiciones para la beta-globina son las mismas utilizadas en el ensayo

para ncADNmt.

Tratamiento estadistico de los datos.

Se obtuvieron medidas de tendencia central, como la media o la mediana; los porcentajes
correspondientes ademds de medidas de dispersion tanto para los biomarcadores de efecto
como para las covariables. Posteriormente, para los biomarcadores ncDNAmt y telémero se
realizaron comparaciones por grupos de edad, género, sitio mediante pruebas de U Mann-
Whitney o t de student, también se analizaron las covariables y posibles variables confusoras
mediante pruebas de correlacién de pearson, asi mismo, se desarrollaron modelos de regresion
lineal multiple para cada biomarcador de efecto y para los posibles escenarios de co-exposicidon
a Fy iAs ajustando el modelo por edad. Por ultimo, se determinaron las razones de odds para la
exposicién a Fy iAs de manera individual y conjunta para los biomarcadores de efecto, asi como
las razones de odds para los genotipos estudiados. Se utilizd el programa estadistico SPSS® y
Sigma plott®.

Los resultados se consideraron significativos cuando la p< 0.05. En la seccidén de resultados se
muestran ademas los intervalos de confianza para un nivel de certidumbre del 95% para las OR y

el poder de las pruebas estadisticas cuando es el caso.
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Capitulo V
Resultados

iAs y Fen agua

Los resultados se observan en la tabla 8. Se puede observar que en solo dos comunidades no
hay presencia de iAs en agua de grifo en niveles preocupantes. Las muestras corresponden en
su mayoria a grifos de escuelas y en algunos casos en los que no habia acceso a las mismas se
tomaron de domicilios particulares o a llaves de lugares publicos.

Tabla 9. Concentracidn de arsénico y fluoruro en agua de grifo y los cocientes de riesgo
no cancerigeno estimados para cada comunidad.

< . i Cociente de
Elemento sitio n Concentraf:lon c.en agua mg/L Dosis de expolswlon Riesgo no
Media (min-max) mg/kg/dia cancerigeno
Arsénico Jerez 10 0.019 (0.008 — 0.062) 5.0E-04 1.6
El Visitador 4 0.022 (0.018 — 0.025) 6.0E-04 1.9
Guadalupe 8 0.078 (0.021 - 0.233) 2.0E-03 6.7
Ojocaeliente 5 0.186 (0.125 -0.298) 4.8E-03 16.1
Villanueva 3 0.006 (0.004 -0.0074) 2.0E-04 0.5
Tabasco 4 0.014 (0.008 -0.025) 4.0E-04 1.2
Huanusco 3 0.026 (0.025 - 0.026) 7.0E-04 2.2
Jalpa 5 0.019 (0.013 - 0.035) 5.0E-04 1.7
Fluoruro Jerez 10 1.8(1.6-2.3) 5.0E-02 0.8
El Visitador 10 1.3(0.8-2.4) 3.0E-02 0.6
Guadalupe 6 0.45 (0.4 - 0.5) 1.0E-02 0.2
Ojocaliente 4 0.7 (0.6 -0.8) 2.0E-02 0.3
Villanueva 3 0.4 (0.3-0.6) 1.0E-02 0.2
Tabasco 5 1.9 (0.8 - 3.0) 5.0E-02 0.8
Huanusco 4 1.1(0.4-1.9) 3.0E-02 0.5

Las dosis de exposicion se calcularon basandose en los datos de agua correspondientes a cada sitio.

Estimacion de la exposicidn y caracterizacion del riesgo

En el primer caso se obtuvo un valor representativo de la dosis de exposicién para cada
sitio y, por ende, un valor de cociente de riesgo. Los cocientes de riesgo no cancerigeno y

las dosis de exposicién para cada comunidad se muestran en la tabla 9, mientras que la
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dosis de exposicién para adultos y el cociente de riesgo cancerigeno se resumen en la

tabla 10.

Tabla 10. Cociente de riesgo cancerigeno estimado para la exposicion a arsénico en agua
de grifo

Stio " Concentracidn de iAs opeiden  concalgme.
(habitantes) mg/L Media (min-max) mg/kg-dia (individual)?
Jerez 57610 0.019 (0.008 — 0.062) 5.40E-04 8.10E-04
El Visitador 532 0.022 (0.018 —0.025) 6.30E-03 9.40E-03
Guadalupe 159991 0.078 (0.021 - 0.233) 2.20E-03 3.30E-03
Ojocaliente 40740 0.186 (0.125 -0.298) 5.30E-03 8.00E-03
Villanueva 29395 0.006 (0.004 -0.0074) 1.70E-04 2.60E-04
Tabasco 15656 0.014 (0.008 -0.025) 4.00E-04 6.00E-04
Huanusco 4306 0.026 (0.025 - 0.026) 7.40E-04 1.10E-03
Jalpa 23557 0.019 (0.013 - 0.035) 5.40E-04 8.10E-04

2Riesgo cancerigeno estimado para la exposicion a arsénico en agua de grifo.

Como se puede observar, las dosis de exposicidn obtenidas a partir de las iteraciones de
Montecarlo, tanto para la poblacién infantil correspondientes a iAs y F, como la dosis de
exposicién para la poblacion adulta se expresan mediante una grafica de frecuencia
acumulada en la figura 6, esto con el fin de observar los percentiles 50, 90, 95 y 99, que
son valores que se consideran para la toma de decisiones (WHO, 2006b), en la grafica
también se puede apreciar la zona atenuada del lado izquierdo de la distribucion el
porcentaje de la poblacidon que se estima, estd expuesta a una dosis considerada segura
segun el criterio aplicable, el cual se enuncia en el extremo inferior izquierdo de cada

grafica.
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Figura 6. Distribucion de frecuencia acumulada para las dosis de exposicion estimadas para cada
contaminante. A) Dosis de exposicién a fluoruro en agua para poblacién infantil. B) Dosis de
exposicién a arsénico en agua para poblacidn infantil. B) Dosis de exposicidon a arsénico en agua
estimada para poblacién adulta (dosis de exposicién a lo largo de la vida, utilizada para calcular el
cociente de riesgo cancerigeno para arsénico). El area atenuada representa el porcentaje de la
poblacién que se estima estd expuesta a una dosis menor que el criterio en salud sugerido por la
EPA (RfD) para cada contaminante.

Las dosis de exposicion estimadas para la poblacién que vive en la zona de estudio
mediante el método probabilistico de evaluacion de riesgos (EPA, 2001) se resumen en la
tabla 11. A partir de estas dosis de exposicién, se procedié a calcular los cocientes de

riesgo no cancerigeno y cancerigeno.

Tabla 11. Estimacidon de la dosis de exposicion para fluoruro y arsénico en agua.

Dosis de exposicion (mg/kg/dia) Criterio de seguridad 9% arriba del

Contaminante Poblacién Percentil nivel de
50 90 95 99  Nombre mg/kg/dia  Ref ~ Seguridad
Fluoruro Infantil 0.02 0.08 0.11 0.23 RfD 0.05 EPA® 22
Arsénico Infantil 6.2E-04 2.9E-03 4.6E-03 1.1E-02 RfD 3.0E-04  EPA?® 73
Arsénico Adultos 7.0E-04 3.1E-03 4.9E-03 1.1E-02 RfD 3.0E-04 EPA?® 80

(EPA, 2002)°
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En adicidn, se estimod el porcentaje de la poblacidon que pudiera estar en riesgo utilizando como

criterio el valor de la unidad para el riesgo no cancerigeno y el valor de 1.0E% para el riesgo

cancerigeno, esta informacidn se incluye en la tabla 12.

Tabla 12. Estimacidn del riesgo en salud por exposicion a fluoruro y arsénico en

agua.
Riesgo tedrico estimado o % arriba del
Poblacion Riesgo Percentil Cr|ter|.o de Ref. nivel de
seguridad idad
50 90 95 99 segurida
Fluoruro  Infantil No cancerigeno 0.4 1.4 1.9 3.9 1 EPA 16
Arsénico  Infantil No cancerigeno 2.0 10.6 16.3 415 1 EPA 74
Arsénico  Adultos Cancerigeno 1.0E-03 4.5E-03 7.4E-03 1.7E-02 1.0E-05 EPA 99

(EPA 2001, 2014; ODEQ 1999).
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Poblacion infantil

Un total de 116 nifios de entre 5 a 13 afios de edad participaron en el estudio. Estos nifios
fueron los que respondieron a la invitacién de participar en el estudio, en la tabla 13 se
describen la edad, el peso, la talla y el IMC para cada sitio y genero, respectivamente. No se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los valores medios de los grupos entre

los sitios de muestreo.

Tabla 13. Descripcidn de la poblacidn infantil estudiada en Ojocaliente y Guadalupe Zacatecas.

Sitio
Ojocaliente Guadalupe
. .. , . Desv. . L. L. Desv.
; n Media Minimo Maximo n Media Minimo Maximo
Género Est. Est.
Edad (afios) 10 6 13 2 9 5 11 2
Peso (Kg) 36 18 58 12 33 20 56 10
Masculino 27 34
Talla (metros) 1.39 1.13 1.58 0.11 1.34 1.17 1.50 0.10
IMC (Kg/m?) 19 13 27 45 18 14 26 3.4
Edad (afios) 9 5 11 2 9 6 13 2
Peso (Kg) 32 22 68 11.7 36 20 64 13.1
Femenino 27 28
Talla (metros) 1.34 1.16 1.53 0.11 1.39 1.18 1.56 0.11
IMC(Kg/m?) 17 12 29 3.8 18 13 27 4

No se encontraron diferencias significativas entre los sitios al contrastar las medias por la prueba de U de Mann Whitney p>0.05.

Al categorizar el IMC, como se muestra en la tabla 14, se encontrd una prevalencia alta de
obesidad en la poblacién masculina (33%para Ojocaliente y 25% en Guadalupe) en relacién a la
femenina (6.7% para Ojocaliente y10.5% en Guadalupe), asi como un porcentaje mayor de
desnutricion en la poblacion femenina de Guadalupe (42%). La categorizacion del IMC se realizd

siguiendo las recomendaciones de la OMS (WHO, 2009) para poblacién infantil.
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Tabla 14. Anadlisis del IMC categorizado en la poblacion infantil en Ojocaliente y Guadalupe

Zacatecas.
Sitio
Ojocaliente Guadalupe
Género Género
Masculino (%)? Femenino (%)? Masculino (%)?2 Femenino (%)?
Desnutricion severa 27 27 10 11
Desnutricion 13 20 15 42
IMC |
Categorizado Peso norma 27 40 45 11
Sobrepeso 0 7 5 26
Obesidad 33 7 25 11

a Se encontrd una diferencia significativa para el indice de masa corporal asociada al genero de la poblacién(p=0.022), no asi
entre los sitios de estudio (p<0.05) mediante una prueba de chi cuadrada.

La informacion recopilada en los cuestionarios de exposicidn realizados a los padres de familia
cuyos hijos participaron en el estudio, se resume en la tabla 15. Se realizé una prueba de chi
cuadrada con el fin de encontrar diferencias entre las dos comunidades en caracteristicas
sociodemograficas como el nivel socioeconomico, asi como tambien en el comportamiento
sobre el consumo de agua, la principal fuente de agua usada por los padres para consumo vy
preparacion de los alimentos, el tratamiento que se le daba al agua en el hogar antes de ser
utilizada, asi como el conocimiento de los adultos sobre los posibles riesgos asociados a la
existencia de contaminantes en el agua. Como se puede ver en la tabla 14, no se encontraron

diferencias significativas entre las dos comunidades estudiadas.
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Tabla 15. Caracteristicas socio demograficas de la poblacién estudiada y comportamientos asociados al
uso y tratamiento del agua de consumo.

Sitio
Ojocaliente n = 54 Guadalupe n =62 Valor de p*
AB 4.3% 0.0%
C+ 6.5% 6.7%
C 41.3% 36.7%
Categorias nivel socioecondmico? 0.143
D+ 28.3% 16.7%
D 15.2% 35.0%
E 4.3% 5.0%
Llave 28.3% 37.5%
Pozo 6.5% 0.0%
Fuente principal de agua de consumo Embotellada 56.5% 56.3% 0.544
Tratada 6.5% 3.1%
Otro 2.2% 3.1%
Llave 76.1% 87.9%
Pozo 0.0% 0.0%
Fuente pr|nC|pa|cg(cei:§lrJa utilizada para Embotellada 21.7% 91% 0.23
Tratada 2.2% 0.0%
Otro 0.0% 3.0%
Ninguno 71.7% 71.0%
Le agrega cloro 8.7% 9.7%
Tratamiento que le da al agua de bebida 0.593
La hierve 15.2% 9.7%
Otro 4.3% 9.7%
No Izgg;’:ta el 6.5% 0.0%
Numero de vasos de agua natural que 1-2 vasos 30.4% 53.1% 0.053
| di ’
consume atdia 3-4 vasos 28.3% 40.6%
Mds de 4 vasos 34.8% 6.3%
Manifestd conocer la presencia de No 87.0% 87.9% 0.592
contaminantes en el agua Si 13.0% 12.1%
Manifestd conocer los efectos asociados a No 72.1% 65.6% 0.559
la exposicion de contaminantes en el agua si 27.9% 34.4% '

Aindice de Niveles Socio Econdmicos (NSE), propuesto por la Asociacién Mexicana de Inteligencia de Mercado y Opinion (AMAI), son siete niveles
que clasifican a los hogares mexicanos en relacién a su capacidad para satisfacer las necesidades de sus integrantes en términos de: vivienda,
salud, energia, tecnologia, prevencion y desarrollo intelectual, siendo el AB+ el méas alto y el E el mas bajo.

*No se encontraron diferencias significativas entre los sitios de estudio (p>0.05) usando una prueba de chi cuadrada.
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Al analizar las respuestas que los padres dieron a la pregunta de que fuente usan principalmente
para beber y para preparar alimentos, se encontrd una asociacion entre este comportamiento y
la concentracién de AsT en la orina de los nifios, encontrandose que los hijos de los padres que
manifestaron usar agua purificada tanto para beber como para cocinar, presentaron los valores
mas bajos de AsT en orina en comparacidon con los que manifestaron usar agua de grifo tanto
para cocinar como para beber (Rho de spearman -0.40 p = 0.001), este comportamiento se

describe en la figura 7.

AsT urinario (iAs, MAs, DMAs)
(ng/mL)

=

Bebergrifo + cocinargrifo | Beberpurificadascocinarpurificada
Beberpurificadascocinargrifo

Habitos de consumo

Rho de spearman de -0.40 con una p (0.001)

Figura 7. Correlacion entre el consumo de agua de grifo y la exposicion a arsénico en la
poblacion infantil.

Como se puede ver, los nifios cuyos padres prepaban los alimentos con agua de grifo, al igual
gue el grupo de nifios cuyos padres usaban el agua de grifo para beber y preparar alimentos,
superan el valor del indice biolégico de exposicidn (BEI®) para arsénico en orina en una

proporcidn mayor que los que lo hacen con agua purificada.
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Concentracion de AsTy F" en orina

La concentracion de AsT (JiAs, MAs and DMAs) en orina se muestran en la figura 8. Los
resultados estan organizados en base a intervalos <35, 35-70, >70-140, >140 ng/mL que
corresponden a 1x, 2x y 4x veces el valor de BEI® de 35ng/mL para arsénico(ACGIH, 2002)y
otras cuatro categorias<1, 1-2, >2-4, >4 pg/mL basadas en el BEI® de 2 ug/mL para F(ACGIH,
2012). En el presente estudio, 69% de las muestras estan arriba del BEI para As, mientras

qued8.9%esta arriba del BEI para Fresto se resume en la tabla 16.

Tabla 16. Concentracion? urinaria de Arsénico y F* en poblacidn infantil del estado de Zacatecas

Intervalo de . . % de
. . n Media (min-max)
Concentracién muestras
<35 33 18.65 (3.7-31.3) 31.4
35-70 35 53.9 (35.3-69.8) 33.3
AsT (JiAs, MAs, DMAs)
(ng/mL)
>70-140 23 102.3(70.2 -139.1) 21.9
>140 14 182.6 (146.3 - 238.5) 13.3
<1 20 0.69 (0.25 - 0.98) 18.8
1-2 34 1.48 (1-1.95) 32.0
F (ng/mlL)
>2-4 34 2.68 (2.01-3.98) 32.0
>4 18 4,91 (4.03-7.06) 16.9

aAjustado por densidad urinaria

53



Urinary arsenic levels (ngiml)

J-IIJ JJIJ-'IJ IIZ{;L'!J I'.ulg 00 EIH; 00 _":JI.IHI
Urinary sum of [As+MAs+DMAs (ng/ml)

Urinary flouride levels (ugiml)

Urinary Fluoride (ug/ml)

Figura 8.Niveles de exposicion para AsT y F en poblacidn infantil.
La linea roja representa el limite BEI.

Al comparar los niveles de exposicidn a los contaminantes entre ambas localidades, se encontré

gue Ojocaliente presenta un escenario de mayor exposiciéon (p<0.001) ya que la media

geométrica de AsT (JiAs, MAs, DMAs) es 72.0 ng/mL, mientras que es de 38.9 ng/mL en

Guadalupe, asi mismo, la media geométrica para F es 3.1 ug/mL en Ojocaliente y 1.5 pg/mL en

Guadalupe (tabla 17).

Tabla 17. Comparacion de la exposicion entre ambos sitios.

Sitio n Mediana P Prueba
Ojocaliente 47 72.0
AsT (JiAs, MAs, DMAs) (ng/mL) <0.001 U Mann-Whitey
Guadalupe 58 38.9
3 Ojocaliente 47 3.1
F (nug/mL) <0.001 U Mann-Whitey
Guadalupe 58 1.5

Pruebas no paramétricas

En Guadalupe, aunque la exposicién sea menor en relacidon a Ojocaliente, la media geométrica

supera el indice bioldgico de exposicién para ambos contaminantes estudiados. Esto se puede

apreciar en la figura 9.
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Figura 9. Diferencias en los niveles de exposicion entre los dos sitios estudiados.

®pryeba estadistica U de Mann-Whitney para encontrar diferencias entre la mediana del arsénico urinario (ng/ml)

en los sitios estudiados.

En la tabla 18 se muestra el perfil urinario de excrecion de iAs y los metabolitos del iAs. Cuando

se comparan los porcentajes de cada especie de arsénico en relacion al género, se encontraron

diferencias (p<0.01), las nifas presentaron un aumento en la proporcién urinaria de iAsy un

menor cociente del segundo paso del metabolismo de iAs, ya que tienen un menor porcentaje

de DMAs en relacidn a los nifios.

Tabla 18. Metabolitos urinarios de As en nifios residentes en la zona de estudio en el estado de

Zacatecas, México.

Género
Masculino Femenino
Media Mediana Error estandar Media Mediana Error estandar

%iAs 13.9 14.0° 0.75 16.1 16.1° 0.63
%MAs 12.6° 12.0 0.56 14.4° 14.0 0.56
%DMAs 73.6° 74.5 1.04 69.5° 68.8 0.92
DMAs/MAs 6.7 6.2¢ 0.39 5.3 5.0¢ 0.28
MAs/iAs 1.0 1.0 0.05 1.0 0.9 0.05

a Diferencias entre los valores medios del porcentaje de arsénico inorganico entre los grupos de nifios y nifias (p =

0.003 usando una prueba U Mann Whitney).

b Diferencias entre los valores medio del porcentaje de MAs y DMAs entre los grupos de nifios y nifias (p =0.01y p =

0.003 mediante prueba t de student, respectivamente).

¢ Diferencias entre el cociente DMAs/MAs entre los grupos de nifios y nifias (p = 0009 usando una prueba U Mann

Whitney).

55



Analisis de la asociacién entre los biomarcadores de exposicion y efecto

Para poder estimar el riesgo entre la exposiciéon y los biomarcadores, se realizd un analisis

bivariado, categorizando las variables involucradas como se muestra en la tabla 19.

Tabla 19. Categorias utilizadas para realizar el andlisis bivariado

Variable Percentil 25 | Percentil 50 | Percentil 75
AsT urinario(ng/mL) 26.4 57.1 97.0
Furinario(ug/mL) 1.20 1.92 2.99
Telémero T/S 0.06 0.10 0.15
ncADNmtM/S 1.45 2.06 4.81
MAs/iAs 0.7 1.0 1.2
DMAs/MAs 4.1 5.7 7.0

Se considerd como criterio de corte el percentil 50 (p50) tanto para la exposicién, siendo
considerado como el grupo expuesto (+) si era mayor al p50 y negativo (-) grupo no expuesto si
estaba por debajo del p50. En el caso del efecto, se considerd a la inversa, como positivo o en el
grupo con en efecto a estudiar si el valor estaba por debajo del p50 y negativo si estaba arriba
de él. De esta manera se calculd el OR, los resultados se aprecian en la tabla 20. Se estimd que
concentraciones de AsT urinario mayores al p50, aumenta las probabilidades de una
disminucion en el nimero de copias de ADN mitocondrial (OR = 4.51C95% (1.22-18.3) p= 0.021).

En el caso del F~ urinario la asociacién no llega a ser estadisticamente significativa.

El indice MAs/iAs es un indicador de la eficiencia del primer paso de metilacion del iAs, asi como
el indice DMAs/MAs es del segundo paso. Valores altos en los indices MAs/iAs y DMAs/MAs se
consideraron como de mayor eficiencia por lo que el grupo con un valor mayor al p (50) se
considerd como el grupo no expuesto (-) y un valor menor al p (50) se consideré como el grupo
expuesto (+) con el fin de aplicar la prueba estadistica de chi cuadrada; las variables de efecto se
consideraron de la misma manera que en el ensayo anterior. Es asi que se encontré una

asociacion entre la disminuciéon de la capacidad del segundo paso de la metilaciéon y la
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disminucion en el nimero de las copias de ADN mitocondrial (OR = 3.45 IC95% (1.02-12.4) p =
0.023), para el primer paso la asociacion no llega a ser tan fuerte (OR = 2.8 IC 95% (0.8-9.8) p
=0.046).Para la longitud telomérica ninguno de los escenarios propuestos llega a tener una

asociacion significativa (tabla 20).

Tabla 20. Asociacidn entre la exposicion y la capacidad de metabolizar el iAs y los
biomarcadores de efecto estudiados

ncADNmt
OR IC 95% Valor p
+ -
AsT urinario (3 iAs, + 14 9
MASs, DMAS) ] - I 4.5 1.22-18.3 0.021
+ 14 11
Furinario 2.7 0.77-10.1 0.063
- 6 13
Longitud telomérica
OR IC 95% Valor p
+ -
AsT urinario (JiAs, + 10 10
MAS, DMAS ) - . 0.8 0.2-3.6 0.831
+ 11 11
Furinario 1 0.2-4.3 0.999
- 6 6
ncADNmt
OR IC 95% Valor p
+ -
+ 13 8
MAs/ iAs 2.8 0.8-9.8 0.046
- 9 16
+ 14 7
DMAs/MAs 3.45 1.02-12.4 0.023
- 9 16
Longitud telomérica
OR IC 95% Valor p
+ -
+ 9 8
MAs/iAs 1.2 0.3-5.1 0.373
- 8 9
+ 11 9
DMAs/MAs . 2 1.6 0.4-6.7 0.256

Criterio de cortep50 para los biomarcadores de exposicion y efecto. (Tabla 19).
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Posibles escenarios de co-exposicion

Con el objetivo de evaluar la exposicién simultdnea a iAs y F, y los posibles efectos asociados a

esta, se plantearon diferentes escenarios, los cuales se resumen en la tabla 21. Los escenarios se

clasificaron como de alta o baja exposicion a As y F, basandonos nuevamente en el BEl y las

posibles combinaciones entre estas.

Tabla 21. Escenarios de co-exposicion estudiados

AsT (ZiAs, MAs, F en orina Media D.E
DMAs) (ng/mL) (ng/mL) geométrica o
baja (<35) baja (<2) 12 3.8 1.9
alta(35) baja (<2) 9 2.6 2.1
ncDNAmt
baja (<35) alta (>2) 2 4.3 14
alta (235) alta (>2) 23 2.4 1.8
baja (<35) baja (<2) 8 0.117 2.08
Longitud alta (235) baja (<2) 5 0.075 1.73
Telomérica baja (<35) alta (>2) 1 0.100 NA
alta (235) alta (22) 20 0.097 2.35

D.E. representa la desviacion estandar

Con base en la revisidn bibliografica y a los resultados de los analisis bivariados realizados

anteriormente, se eligieron como posibles covariables para ajustar el modelo multivariado la

edad, el género y el indice de masa corporal, esto porque diversos autores se refieren a ellos

como variables que afectan directa o indirectamente los biomarcadores estudiados. Los

resultados obtenidos al organizar los biomarcadores en base a estas covariables se muestran en

la tabla 22.
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Tabla 22. Comportamiento de los biomarcadores de efecto estudiados en relacién a la edad, el

género y el indice de masa corporal de la poblacién estudiada.

Variable ncADNmt(media Teldmero
1 SD) (media £ SD)
6-9 afios 58 3.04+1.8 0.09+2.4
Edad N p = 0.005° p > 0.05°
10 a 13 afios 58 1.96+2.2 0.10£1.9
Femenino 55 2.24+1.9 0.09+1.9
Genero . p>0.05° p>0.05°
Masculino 64 2.6542.2 0.1042.5
Desnutricion 14 1.62+1.4 0.10+1.7
severa
. Desnutricion 16 1.62+3.2 0.08+2.1
Indice de
masa Peso normal 21 2.37+1.8 p>0.05° 0.08+1.8 p>0.05"
corporal
Sobrepeso 7 2.22+2.5 0.11+1.6
Obesidad 13 2.85+%1.9 0.11+2.5

No se contd con el diagndstico de indice de masa corporal para la totalidad de los nifios (n = 71 de 116 totales)
3Prueba de t student
bPrueba de ANOVA por rangos

A partir de esta informacion se realizaron los diversos analisis de regresiéon multiple, solo los
resultados que cumplieron con el poder estadistico (mds de 0.80) se muestran en la tabla 11.
Algunos modelos no fue posible realizarlos ya que la n resultante de la combinacién de niveles
de exposicion fue muy pequefa, lo que restringia los grados de libertad. Como puede
observarse, se analizaron los modelos sin ajustar, es decir, sin considerar las covariables vy
ajustando el modelo por las mismas. Utilizando este tipo de estrategia, se encontrd una
asociacion negativa entre el AsT urinario y las copias de ADN mitocondrial f =-0.32 IC%95 (-0.55
a -0.09) p = 0.006 y una R de 0.41 en el modelo sin ajustar y sin incluir al F urinario por
presentar colinearidad y en el modelo ajustado una B =-0.36 IC%95 (-0.67- -0.05) p = 0.02 y una
R de 0.59, cuando se considerd la interaccion de la exposicion al iAs y al Fse obtuvo una
asociacion estadistica negativa entre la exposicion y las ncADNmt B = -0.08 IC%95 (-0.15 a -0.01)
p = 0.02 en el modelo sin ajustar y de B = -0.08 IC%95 (-0.14 a -0.01) p = 0.02 en el modelo

ajustado por edad (esta variable fue la Unica que alteraba el valor de R).
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Tabla 23. Analisis de la asociacion entre los biomarcadores de efecto y la co-exposicion a

arsénico y flaor

Variable Modelo sin ajustar Modelo ajustado
Dependiente Explicativa Coefl;lente 1C 95% VaF:or R Explicativa Coefl;lente 1C 95% VaFI’or R
AsTurinariod (i AsT urinario
As, MAs, -0.36 -0.67 -0.04 0.03 0.41] 3 (iAs, MAs, -0.58 -1.04 -0.12 0.02 0.59
DMAs) DMAs)
F-urinario 0.06 -0.35 0.47 0.77 F-urinario 0.34 -0.20 0.88 0.21
Constante 2.33 1.25 3.40 0.00 IMC 0.03 -0.03 0.10 0.31
Genero -0.28 -0.73  0.17 0.21
Edad -0.14 -0.27  0.00 0.04
Constante 3.95 1.54 6.36 0.00
AsT urinario AsT urinario
S(iAs, MAs, -0.32 -0.55 -0.09 0.006 0.41] 5 (iAs, MAs, -0.36 -0.67 -0.05 0.02 0.55
DMAs) DMAs)
ncADNmt >0.00
Constante @ 2.24 1.35 3.14 1 IMC 0.03 -0.04 0.09 0.38
Genero -0.33 -0.78 0.12 0.15
Edad -0.11 -0.24  0.02 0.08
Constante @ 3.27 1.09 545 0.005
AsT urinario x -0.08 015 -001 002 034 AsTurinario -0.08 014 -001 002 043
F-urinario x Furinario
Constante 1.26 0.99 1.52 0.00 Edad -0.09 -0.20 0.01 0.07
Constante 2.11 1.15 3.07 0.00
AsT urinario -0.80 -1.52  -0.09 0.03 0.54| AsTurinario -0.81 -1.54 -0.08 0.03 0.55
Telémero F- urinario F- urinario
b 1.25 0.11 2.39 0.03 b 1.22 0.04 2.39 0.04
elevado elevado
Constante -0.20 -3.04 2.64 0.88 Edad 0.06 -0.17 0.28 0.61
Constante -0.62 -4.00 2.75 0.70

3Se retiro del modelo la variable del F- urinario por tener una correlacién con el AsT urinario (p<0.0001)

b - urinario elevado> 2ug/mL (tabla 9). En este caso la variable se mantuvo en el modelo puesto que al representar solo los valores altos de F no

presenta una correlacion con el AsT urinario (p>0.05). En este modelo solo se incluyé la covariable edad puesto que fue la Unica que aumenté el

valor de R.
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Continuando con el analisis se encontrd una asociacién negativa entre el AsT urinario y la
longitud telomérica B = -0.80 IC%95 (-1.52a -0.09) p = 0.03 en el modelo sin ajustar y en el
modelo ajustado una B = -0.81 IC%95 (-1.54a -0.08) p = 0.03 y para el flior elevado una
asociacién positiva p =-1.25 IC%95( 0.11 a - 2.39) p = 0.03 en el modelo ajustado y de f =1.22
IC%95 (0.04a - 2.39) p = 0.04 en el modelo ajustado.

En este escenario se consideraron solamente los individuos que presentaron un valor de F-
urinario mayor al BEIl (>2 pug/mL).En este caso, aunque ninguna de las covariables estudiadas
llegd a ser significativa dentro del analisis estadistico (p>0.05), se mantuvieron en el modelo

puesto que aumentaban el valor de R (tabla 23).

Estudio de la prevalencia del polimorfismo en As3MT en la poblacidn infantil.

Se determind el genotipo del M287T en el gen de la As3MT, los resultados se muestran en la
tabla 24. Se calculd una prevalencia de 0.91 para el gen silvestre y de 0.09 para el gen mutado.
La poblacién cumplié con el equilibrio de Hardy-Weinberg (p> 0.05), en este caso se analizaron

solamente 74 muestras.

Tabla 24. Resultados del genotipo de la As3MT en la poblacion estudiada

Genotipo CC CU UU

n 64 8 2
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Al realizar un andlisis bivariado, se categorizaron las variables como se muestra en la tabla 25,
con base en el genotipo wild type (CC) y el mutado (CU y UU). No se encontré ninguna

diferencia entre el genotipo y las variables estudiadas.

Tabla 25. Categorizacion de las variables en base al genotipo de M287T.

ncADNmt Telémero DMAs/MAs MAs/iAs
n Media n Media n Media n Media

38 3.0+2.01 32 0.12+0.1 64 5.9+2.73 64 0.89+0.3
Cu, uu 7 29+1.38 3 0.06+0.1 10 6.1+3.22 10 0.99+04

M287T

Valores de p>0.05

ncADNmt Telémero MAs/iAs DMAs/MAs
+ - + - + - + -
CC 20 18 18 14 33 31 35 29
M287T
CU, uu 3 4 p 1 4 6 5 5

Grupo (+) representa un valor inferior al p (50) para las variables ncADNmt, telémero, MAs/iAs, DMAs/MAs.
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Capitulo VI

Discusion

El estado de Zacatecas, en su mayoria, tiene un suelo rico en minerales como la arsenopirita,
fluorita y fluoroapatita, en el sur del estado se ha reportado actividad geotérmica, el clima
predominante es semidesértico y la mayoria de los acuiferos del estado se consideran
sobreexplotados (Mojarro-Davila et al., 2013), el agua destinada al abastecimiento publico es de
113 hm3/afio (Herrera-Toledo, 2012) ademas, se considera que la regulacién y el control de los
contaminantes en el agua suministrada para el consumo humano es uno de los retos a superar
en la actualidad y en los afios venideros (Vega, 2002). Se cuenta con informacion limitada sobre
las concentraciones ambientales de iAsy Fen agua en el estado de Zacatecas, en la tabla2 se
resumen los resultados encontrados en la literatura referentes a la zona de estudio Guadalupe,
Zacatecas, en pozos de agua subterranea utilizados para el suministro de agua para uso humano.
Estos antecedentes son concordantes con nuestros resultados, ya que en la zona de Guadalupe
el intervalo de concentraciones de arsénico no presenta gran variabilidad con los reportados en
anos previos, solo para F, nosotros encontramos valores un poco mas bajos. Padilla vy
colaboradores estimaron que el mayor riesgo por exposicidon a estos contaminantes presentes
en el agua, correspondia a los infantes menores de 12 afios y las mujeres residentes en la zona
(Padilla-Reyes et al.,2012). Para el resto de las zonas no se encontrd informacidn disponible en
la literatura para realizar alguna comparacion en relacién a la variabilidad temporal de las

concentraciones ambientales.

La exposicidn crénica al iAsy a F* es principalmente debida al consumo de agua contaminada,
esto debido a que se encuentra disponible para la poblacion de manera permanente mientras
residan en la zona (Armienta & Segovia, 2008;Bundschuh et al.,, 2012; Huang et al., 2015;
McClintock et al. 2012). Las dosis de exposicion a Fen agua de grifo estimadas para cada

comunidad, ni los cocientes de riesgo correspondientes sobrepasan el criterio en salud sugerido
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por la OMS(WHO,2004); sin embargo, al estimarse el riesgo poblacional, se calculé que el 22%
de la poblacién pudiera estar expuesta a una dosis superior a la considerada segura y el 16%
tiene riesgo de sufrir fluorosis dental; segun los criterios de la EPA (EPA, 2014a), se recomienda
realizar una intervencion en la zona para mitigar el riesgo ya que tanto el p 90 y el 95 del
cociente de riesgo no cancerigeno son mayores a la unidad (EPA, 2014b). Cabe resaltar que las
dosis de exposicidon estan calculadas para la poblacién infantil, edad en la cual su dentadura esta
en formacidn por lo cual se consideran un grupo vulnerable, Irigoyen y colaboradores reportan
gue nifios expuestos a concentraciones de Fen agua de grifo menores a 0.7 mg/L presentan baja
ocurrencia de fluorosis moderada o grave, mientras que a concentraciones de 1.6 mg/L se
presenta fluorosis dental moderada o grave (Irigoyen-Camacho et al., 2016), en nuestro estudio
solo dos comunidades, Guadalupe y Villanueva, tuvieron concentraciones medias de F- menores
a 0.7 mg/L. En Zacatecas se ha reportado un indice de Fluorosis Comunitaria (IFC) mayor de 1
semejante a estados vecinos como Durango, San Luis Potosi y Aguascalientes y ocurrencia
natural de Fen agua (Betancourt-Lineares et al., 2013); se sabe que la fluorosis dental estd
fuertemente relacionada con la presencia de F en el agua utilizada para uso humano (Marifio

2013).

Para el arsénico, la dosis de referencia (RfD) y el nivel de minimo riesgo (MRL) sugeridos por la
EPA y el ATSDR (IRIS 1988; ATSDR 2007b) es de 0.0003 mg/kg/dia. La dosis de exposicidn
estimada para la comunidad de Villanueva esta por debajo de estas dosis de seguridad, las
demads comunidades tienen una alta probabilidad de que sus pobladores estén expuestos a dosis
superiores al nivel de seguridad. De la misma manera, los cocientes de riesgo no cancerigeno
superan la unidad, con excepcion de Villanueva. Las dosis de referencia y de minimo riesgo, se
calcularon considerando la hiperqueratosis y posibles alteraciones vasculares. En el estado de
Hidalgo, México, se han reportado diversos efectos en salud asociados a la presencia de iAs en
el agua, Semeester y colaboradores reportaron en poblacién cronicamente expuesta a iAs en
agua cambios epigenéticos relacionados con diversos padecimientos asociados a la arsenicosis

(Smeester et al., 2011), Del Razo y colaboradores, encontraron una asociacidon entre la
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exposicién a iAsy la prevalencia de diabetes (Del Razo et al., 2011) y por otro lado, también se
han reportado lesiones en la piel cuya gravedad se ve alterada por factores de susceptibilidad
individual (Valenzuela et al., 2009), en Zacatecas, la probabilidades de que se presenten estas
mismas tendencias son altas, ya que segun nuestras estimaciones, un 73% de la poblacién
infantil y un 80% de la poblacién adulta podrian estar exponiéndose a dosis elevadas de este
contaminante. Los percentiles 90 95 y 99 del cociente de riesgo no cancerigeno estimados para
la poblacién superan con mucho la unidad, ya que desde el percentil 50 se estima el doble del
nivel de riesgo aceptable de 1, esperandose que el 74 % de la poblacion esté por encima de este
criterio de seguridad. Al igual que en el caso del F, estas proyecciones justifican una

intervencién en el sitio (ODEQ, 1999; EPA, 2014b).

A partir del Factor de Riesgo Cancerigeno para iAs sugerido por la EPA (tabla 1), se estimo el
cociente de riesgo cancerigeno para este contaminante, en todas las comunidades analizadas,
con excepcion de Villanueva, el cociente de riesgo carcinogénico excede el criterio de riesgo de
1x10-05, en cuanto al riesgo poblacional, tanto el percentil 90, 95 y 99 superan los criterios de
seguridad para la salud ambiental de 1x10-04 1x10-05 1x10-06 respectivamente, sugerido como
criterio de decision por diferentes organizaciones a nivel internacional. (Cotruvo, 1988; Hunter &
Fewtrell, 2001; WHO, 2006), estimandose que un 99% de la poblacion tiene probabilidades altas
de estar expuesta a una concentracion no segura de este contaminante. En este sentido, en el
estado de Zacatecas, se ha reportado una incidencia de cancer de piel, un tipo de cancer
asociado a la exposicidn a iAs (ATSDR, 2007b; McClintock et al., 2012), de 20 casos por cada 100
000 habitantes y se estima que esta incidencia se incremente en un 10.5% anual (Pinedo-Vega et

al., 2014).

La estimacion del riesgo para la exposicién a ambos contaminantes, a pesar de que comparten la
misma ruta de exposicidon, presenta diferentes retos metodoldgicos, una es el hecho de que las
dosis de referencia para iAsy Festdn calculadas en base a diferentes efectos, hiperqueratosis y

fluorosis dental, respectivamente, por lo que no es posible simplemente asumir un riesgo
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aditivo. Aunque se sabe que el iAsy el Ftienen efectos sobre el sistema nervioso central a la
fecha no se cuenta con una dosis de referencia para este efecto; sin embargo, se debe
considerar que se estd empezando a acumular evidencia de los posibles riesgos en salud que se
podria presentar para la poblacién infantil el estar expuesta a esta mezcla al consumir el agua de
grifo (Choi et al.,, 2012; Lu et al., 2000; Rocha-Amador et al., 2007; Wang et al., 2007).
Actualmente no se cuenta con un Factor de Riesgo Cancerigeno para la evaluacion del riesgo
cancerigeno asociado a la exposicién de F ya que aun las agencias reguladoras no relnen
evidencia suficiente que les permita elaborarlo, de hecho, la IARC aun no ha clasificado a este
contaminate como carcinégeno, lo que impide estimar el riesgo por la metodologia elegida para

este trabajo.

Al no considerar las contribuciones de otras posibles rutas de exposicion para los contaminantes
estudiados, como el polvo, agua embotellada, leche y alimentos preparados con agua de grifo y
en el caso especifico del F, el uso de sal fluorada y dentifricos, las dosis de exposicidn pueden
estar subestimadas por lo que es un factor a considerar al disefiar la intervencion en la zona.
Asimismo, la desnutricién infantil es otro factor de incertidumbre que hay que considerar al
momento de intervenir, ya que los mecanismos de defensa del organismo pudieran no estar en
buenas condiciones por la falta de nutrimentos, por ejemplo, en el caso del iAs, se sabe que la
deficiencia de folatos en la dieta, disminuye el metabolismo del iAs (Ghose et al., 2014) asi como
en el caso de la exposicién a F, la incidencia de fluorosis dental aumenta en estados de
desnutricion (Irigoyen-Camacho et al., 2016) lo que podria aumentar la vulnerabilidad de la

poblacién expuesta.

Sin embargo, consideramos que las dosis de exposicion en adicién a los cocientes de riesgos
estimados aunado a los antecedentes epidemiolégicos encontrados en la literatura en zonas
donde los niveles ambientales de iAsy Fren agua son semejantes a los de nuestra area de
estudio, es suficiente para justificar acciones para disminuir la exposicion ambiental a estos

contaminantes, comparativamente con el costo en salud y econdmico si, por el contrario, no se
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llevaran a cabo. Es importante recalcar, que las personas que han vivido por generaciones en la
zona de estudio, podrian exponerse desde épocas tempranas y en estados cruciales para el
desarrollo desde la exposicién materna, pre natal (Rager et al., 2014) la nifiez, la adolescencia y
continuando durante la edad adulta, lo cual podria incrementar el riesgo de que se presenten
efectos en salud mas graves tanto asociados al iAsy al F (Smeester et al., 2011), como a otros
contaminantes naturales del suelo rico en minerales, caracteristico de nuestra zona de estudio
como mercurio y plomo, los cuales se sabe presentan también efectos en sistema nervioso
central, lo cual pudiera tener un sinergismo. De la misma manera, la presencia de otros agentes
carcinogénicos en el ambiente como la radiacién ultravioleta (Pinedo-Vega et al., 2014) puede

agravar los efectos en salud asociados a la exposicidn cronica al iAsy al F.

Los resultados obtenidos de la estimacion de riesgo en salud, representan una herramienta
rapida y barata para la toma de decisiones relacionadas con problemas de salud ambiental. El
uso de metodologias probabilisticas ayuda a disminuir las incertidumbres al realizar iteraciones
gue simulan diferentes escenarios posibles. Se consideré a la poblacidon infantil, para la
estimacion del riesgo no carcinogénico porque se encuentra en una ventana de vulnerabilidad
debido a las caracteristicas fisiologicas de esta etapa del desarrollo y sus habitos de juego
(Nizaliturri et al., 2009), y para incluir a las poblaciones en mayor riesgo al momento de
intervenir el sitio. Por ende, la implementacién de programas de salud ambiental vy
comunicacion de riesgos para disminuir la exposicidn al arsénico y fluor presente en el agua de
grifo debe enfocarse principalmente a los nifios, ya que, si se logra proteger a esta poblacidn

especialmente susceptible, el resto de la poblacion también se vera beneficiada.

El nimero de unidades relativas de copias de ADN mitocondrial esta empezando a ser utilizado
como un biomarcador de efecto para exposiciones ambientales a tdxicos, se ha reportado en la
literatura una disminucion de ncADNmtpoblacidon expuesta a particulas suspendidas (Hou, et al.,
2013), y un aumento de las mismas en poblacién expuesta a compuestos aromaticos policiclicos

(Pavanello, et al., 2013). El ncDNAmt es un indicador de la respuesta bioldgica a la exposicion a
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iAs, antes de que se presenten signos o sintomas clinicos. Un aumento de ncADNmt se ha
asociado a diversos tipos de cancer, como pulmén o piel; mientras que un decremento se ha
observado en enfermedades como la diabetes (Delsite et al., 2003). Por otro lado, se ha
reportado en estudios in vitro que la exposicion a iAs en células de mamiferos provoca una
disminucidon en el ncDNAmt. Se sabe que se tienen unas miles de copias del genoma
mitocondrial en cada célula, ahora bien, una disminuciéon en ncADNmt podria afectar los niveles
de expresién de las subunidades COX (citocromo C) codificadas en el ADN mitocondrial, en el
mismo sentido, se ha reportado que las células cancerosas con una disminucién del ADNmt
tienen disminuida también la capacidad de reparacién del ADN y aumentado el dafio oxidativo al
genoma nuclear. In vitro, también se ha demostrado una reduccidn dependiente de la dosis de
ncDNAmt, y que a concentraciones bajas, semejantes a las condiciones de una exposicién por
iAs en agua de bebida, se presenta una disminucion en ncDNAmt (Partridge et al., 2007), por
otro lado, se ha reportado que el Fpuede inhibir la bomba Na*/K* ATPasa y afecta el potencial y
la permeabilidad de la membrana de la célula, lo que disminuye la funcion mitocondrial,
asimismo, la exposicién a F incrementa la generacion de aniones superéxido lo que puede llegar

a dainar a la mitocondria (Barbier et al., 2010).

En el caso del telémero, se ha reportado que una exposicién alta al iAs(> BEI) se ha asociado con
una elongacion en la longitud teloméricas en comparaciéon con poblaciones con un nivel de
exposicion al iAs mas bajo (Chatterjee et al., 2014; Gao et al., 2015; Li et al.,2012). La explicacion
gue dan algunos autores (Gao et al., 2015) es que la sobre regulacion de la telomerasa, como
por ejemplo algun promotor de la elongacion del telémero tal como WRN, la desproteccién del
teldmero o bien al existir dafio al DNA, se estimula la reparacion del DNA telomérico, lo que

tendria como consecuencia un incremento en la longitud telomérica.
Como se mencion6 anteriormente, en este estudio encontramos una asociaciéon negativa entre
el ncADNmt y la concentracién de As urinario (B= -0.32 p =0.006), mientras que cuando se

estudio la interaccidon de la exposicion a iAs y a F se encontrd una asociacidn negativa
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estadisticamente significativa (B=-0.08 p=0.02), lo que nos habla de que la interaccion del F y el
iAs puede alterar el efecto de los contaminantes en relacion si fuera una exposicién a solo uno
de ellos. En relacion a la longitud telomérica, cuando evaluamos el escenario de exposicidn
donde consideramos los valores de AsT urinarios sin estratificar y los valores de F urinario
mayores al BEl encontramos una asociacion negativa entre el AsT (B= -0.81 p=0.03) y una
asociacién positiva (B= 1.26 p=0.04) con el Furinario; estos resultados nos muestran que ambos
contaminantes tienen efectos diferentes sobre la longitud telomérica, el efecto asociado con el
fluoruro es un alargamiento mientras que el efecto del arsénico es negativo. Contrario a la
elongacion reportada en poblaciones adultas expuestas crénicamente a concentraciones de
arsénico mayores (>190 ug/L) en agua de bebida, en la poblaciéon infantil de nuestro estudio, el
efecto de la exposicion a iAs sobre el telémero es acortarlo. Este resultado nos permitiria inferir
qgue en poblacion infantil los efectos del iAs son diferentes a la poblacidon adulta, por las
condiciones de desarrollo en esta etapa, aunque, por otro lado, la co-exposicion a Fpodria estar
alterando el efecto del As en sentido contrario. La longitud telomérica esta relacionada con la
supervivencia a largo plazo de la célula, por lo que la longitud del teldmero debe ser suficiente
para evitar la senescencia celular y el envejecimiento acelerado, ambos eventos, si se sostienen

en el tiempo, desencadenarian un estado de enfermedad.

Ammer et al., realizd un estudio en residentes en la region de Andes y Chaco en Argentina,
siendo mayoria mujeres adultas, reportando una mediana de AsT en orina de 196 y 80 pg/L
respectivamente para cada sitio; al estudiar los efectos sobre el ncADNmt y la longitud
telomérica, encontraron una mediana de 0.57 y 0.85 copias relativas de ADN mitocondrial para
cada sitio, mientras que la mediana de longitud telomérica fue de 0.43 y 1.10 (relativo al gen
enddgeno) para cada sitio. En su reporte, mencionan una asociacion positiva entre el ncADNmt y
el AsT urinario en la regién de Chaco (B = 0.027, p = 0.0085) y entre la longitud telomérica y el
AsT urinario en Chaco (B = 0.016, p = 0.0066) y Andes (B = 0.0075, p = 0.029). En general ellos
encontraron un ncADNmt mayor y una longitud mayor telomérica en el grupo con exposicion

superior al p (50) en su estudio. Al contrastar estos resultados con los del presente trabajo, la
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primera diferencia es la edad de los participantes, ya que en el trabajo de Ammer y
colaboradores, el rango de edad es de 18 a 69 afios, mientras que en el nuestro es de 5 a 13
afios, otro factor es la exposicion de la poblacién, siendo mayor en el estudio de Ammers que en
el que nos ocupa. En diversos reportes se ha descrito un comportamiento dual de los
biomarcadores estudiados frente al AsT, como ya se menciond anteriormente, en estudios in
vitro y en animales se han encontrados resultados discrepantes frente a exposicion a sustancias
oxidantes en la mitocondria, incluyendo el arsénico. Hou y colaboradores describe un
comportamiento dual frente a agentes generadores de estrés oxidativo como el arsénico,
encontrando que un estrés ligero aumenta la sintesis de ADNmt para subsanar la capacidad
respiratoria celular y permitir que la célula sobreviva, mientras que, frente a un estrés oxidativo
mayor, la sintesis disminuye debido posiblemente a defectos en la mitocondria, resultando en
muerte celular y apoptosis (Hou, et al., 2013). En este sentido, Ferrero y colaboradores,
encontraron respuestas duales a diferentes niveles de estrés oxidativo, a una concentracién muy
baja de arsenito, en células de sanguineas de corddn umbilical se incrementaba la expresion del
gen y de la proteina de TERT, una enzima de mantenimiento del telémero, in vitro, pero en una
concentracién de 1 uM de arsenito la expresion de TERT y la longitud telomérica disminuye

(Ferrario et al., 2009).

En nuestro estudio los individuos que presentaron los valores mas altos de AsT urinario (>p50)
tuvieron un numero menor de copias de ADN mitocondrial (OR = 4.5 IC%95 (1.21-18.3) p=
0.021), esto es que tienen un riesgo mayor de sufrir enfermedades relacionadas con la
alteracién de la funcidon mitocondrial, tales como céancer y diabetes, en estudios epidemioldgicos
ya han sido asociadas a la exposicion a arsénico. En cuanto a la poblacién con altos valores de F
urinario (>p50) el riesgo no llega a ser significativo, pero si marginal. (OR = 2.7 1C95% 0.77-10.1 p
= 0.063) sin embargo, este resultado no significa que no exista riesgo por la exposicién a F,
porgue como ya se mostré anteriormente, cuando se evalla la co-exposicion de F alto (>BEl) y
el AsT en un modelo multivariado, si se alcanza a dilucidar su efecto a nivel mitocondrial. Es

posible que las discrepancias entre estos resultados y los reportados por Ammer y
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colaboradores, se deban a las diferencias mencionadas anteriormente y ademds a la co-
exposicion a fluoruros, lo que puede estar aumentando el estrés oxidativo al que estan siendo

sometidas las células.

Se sabe que existen diferencias en el perfil de los metabolitos del iAs excretados en la orina,
entre distintas poblaciones e individuos, en la poblaciéon bajo estudio, encontramos que los
individuos con mayores proporciones de MAs en relacion a DMAs en el perfil urinario de
excrecion, tenian un mayor riesgo de tener menor ncADNmt, y por lo tanto de sufrir las
enfermedades asociadas a su mal funcionamiento a mediano y largo plazo (OR = 3.45 IC%95
(1.02 a 12.4) p = 0.023), esto hace susceptibles a este grupo de individuos a los efectos adversos
de la exposicidn a iAs en el agua. Considerando el escenario de exposicion de la poblacion
estudiada, donde el agua de bebida contiene ambos contaminantes, es importante considerar al
momento de la implementacién de los planes de intervencion para mitigar la exposicion, a

ambos elementos.
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Capitulo VII

Conclusiones

e Algunas zonas del estado de Zacatecas tienen el reto de enfrentar la problematica de la
presencia de iAs y F'en el agua subterranea, como el municipio de Ojo caliente.

e La poblacion infantil que reside en zonas que ingieren agua con concentraciones elevadas
de iAs y Festan en riesgo de sufrir los efectos en salud asociados a estos contaminantes.

e Existe una asociacion entre la exposicidn a iAs y a F'en el agua con los biomarcadores de
efecto temprano por lo que pueden ser utilizados en la evaluacidn de riesgos en salud

e Se puede disminuir el riesgo por la exposicidn a iAs y Fal ofrecer fuentes de agua libres
de estos elementos.

e Los datos de las estimaciones de riesgo en salud por la exposicién ambiental a iAsy a F
resultaron concordantes con los datos de la evaluacion del riesgo en salud utilizando los
biomarcadores de exposicion.

e La co-exposicidn a arsénico y fluoruro en agua de bebida altera el numero de copias de
ADN mitocondrial y la longitud telomérica.

Perspectivas

e Realizar intervenciones a partir de los resultados de las estimaciones de riesgo podrian
coadyuvar a ahorrar tiempo en la prevencién de los efectos adversos en salud de la
poblacién expuesta.

e Continuar con la vigilancia ambiental y el biomonitoreo con el fin de identificar las
variaciones relacionadas a condiciones climaticas y cambios en los patrones de consumo
de agua.

e Buscar alternativas para ofrecer agua limpia a los habitantes de estas zonas.

e Plantear intervenciones de educacion para la salud y comunicacion de riesgos con el fin
de brindar herramientas a los pobladores para gestionar el riesgo ambiental.

e Adaptar una bateria de pruebas en base a los biomarcadores estudiados con el fin de

darle seguimiento a la salud de la poblacion infantil estudiada.
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Abstract Zacakcas staie is located i the central
amea of Mexico, where te underground water con-
tains elevated quantities of natura] arsenic and feo-
ride. In order to estimate health risk associated with
human exposure to tese pollutants, tap water sam-
plks from the southem-central region of the state
were amalyzed Ninety percent of the samples
exceeded the levels of asenic established by the
World Health Organization {WHO) of 0001 mgT
and 43 % exceedod the limit estshlished by the
NOM-127-8841" of 0025 mgl. Forty-three per-
cent of the samples had fluoride levels above the
Mexican regulation limit of 1.5 mg/L (MOM-127-
S5A1) We used WHO and EPA's health risk assess-
ment methad, we estimated 80 % of the inhabitants
of sites studied could be exposed to asenic levels
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higher than these recommendod by EPA and the
WHO, 22 % could be exposed to fluoride levels
higher than those recommended by EPA, and 16 %
of the local population may be in risk of suffering
dental fluorsis,
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Introducthon

Arsenic (As) and fluoride (F ) are elements nawrally
foumnd in the earth's crust, which when dissolved, by
arosion of natural deposits, into bodies of water
destined  for human consumption may represent a
health risk, depending on the guantities in which
they are present (Merola et al, 2015, Huang et al
2015). The state of Zacatecss is located in the cen-
tral Mestican region, a geological zone with reported
concentrations of inorganic asenic (iAs) and F in
the granular and fluvial agquifers of the megion
(Ortega 2009 Vega 2002; Leal-Ascencio 2008) in
concentration higher than the limits recommended
by national and international organizations
(0025 mgT (S5A 2000) and 001 mgL (WHO
2011; EPA 2002 for As; 1.5 mg/L (S5A 20
WHO 2004) and 0.7 mg/L (CDC 2015) for F~.
The presence of these clements in drinking water
heas been rocognized as & health problem worldwide.
Tt is estimated that in Mexico 4 % of the population
i exposed to high concentrations of As (MoClindck
et al, 2012); meanwhile, some suwthors report an

L P
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exposure to fluorides in various states within the
country's central zone | Gonzdlez-Horta o al 2015,
Grimaldoe ot al. 1995, Jarquin-Yafez ot al. 2015,
Irgoyen-Camacho et al. 20016), primardy in regions
with desert and semi-desert climates and
overexploited aguifers which present high probahil-
ities of being exposed to both pollutants | Gonzdler-
Horta etal 2015), this is the reason why a continwed
vigilance is recommended in these arcas
{l'.'l:ﬂ"l.ﬂ.{iT_L"‘L2 2015, Armienta ot al. 2003),

Many health effecs have boen associated i chronic
exposure to Azand F indrinking water {ATSDR. 2007Th;
ATSDR 23], iAs has boen clasified by the Interna-
tipmal A gency for Besearch on Cancer (TARC 2001)asa
peotent cancingen. It hasa ko beon identifliedas a prionity
poltutant (EFA 2001 4a) associzedto adverse effects in the
coniral nerwus and cardiovascular systems (Tawji et al
2014; Kwrzins-Spencer et al 2015, MeQlintock ot al
2012, Tyler & Allan 201 4), a2 well & diabetes mellius
({Maninetal 2005 Wang atal 2014). In excireme cases, 8
chromic @oposune iy LA, above tol. 5 maiday, can induce
arsenicoss (WHO 2004 ). Om the other hamnd, ithas been
reporied s tF produces @ ffocts on themal ereproductive
and contral nervous system (Ortiz-Péez ot al 2003; Lu
etal Wik Rochs-Amadoretal 2007, Chod et al 2002,
Fhang atal. 20015). T has boen neported that aopoesurne o
concentrations mnging from 3 to2 T mg'day of F - indwess
& s imical reproductive effect (Ortiz- Pérezetal 2003,
ako, individuak exposod 0 conceniration higher themn
1.5 mg/L of F~ are at risk of suffering dentl fluomsis
and in some cases slele] fluorsis (Rango et al 2004).
F~ exposure on children has been asociated with a de-
creasad inmumne response and neuralegical effects such
as & diminished inieloctual guotient {Riochs-A mador
etal, 2007; Lu ot al 200M)). Therefore, it is inportant to
have information based on risk evaluations that allow
decuion-maling and optimize resowcs and effors to
prevent adverse effocs on te population (Buchhamer
etal, 2002 Tha et al 20013). The aim of this study is to
eatimabe the health nsks due to As and F~ estposune in tagy
waker in several towns of the state of Facaocas, Mexicn.,

Materiak and methods
Study sites

Eight study sites wene scloctod, the ivwns of (randalupe
{159,991 residents), Jerez (57,610 residents), Choverliemi

A Springe

(Pop. 40,7400, Fllznueve (Fop. 29,295), Jala (Pop.
55T, Tabawo (Pop. 15,656), Hurmee o (Pop, 4306),
ameil FT Figd o {Poq. 532, al | of them boca ted in the staie 's
sortern-ceniral zome. The selection of thesiis was based
m peological data and reports of pollutant in te state
{Armients et al 3)13; Leal-Ascencio, 2004 Bundschuh
etal. 2000 (Fig. 1)

Sampling

Purposive sampling was conducted, the chosen sites
can be observed in Fig. 1. Sampling was camried out
during the monts of August and September 2012,
i avoid the possible varations caused by differ-
oncos in seasonal rainfall pattems. A total of 47
water samples were taken, directly from public ac-
ciss taps, mainly inelemen wry schools The number
of sanples per site varies in relation to the condi-
tions of cach locality, Tap water was considered as a
moat important oute for iAs and F ooxposune be-
cause their contribution to okl opesuwe is very
large. (ither possible routes of exposure include
contaminated soil and foods such as rice
(Bundschuh et al, 2012 ; MoClinick ot al, 2002).

The volume of the waker collected was a liter per
sample, using amber con@iners (MNalgene® HDPE),
certified for enwvironmental samples, following the
process established by Mexican regulation [SSA
202), The samples were kept cold and stored at
4 *C until procossod in the laborEtory.

Dhatermination of arsenic

Five hundred milliliters of sample water were acid-
ified with nitric acid and stored at 4 °C, shielded
from light to prevent microbial activity and unde-
sired chemical reactions. Subsoquently, digestion,
wsing & Milesione Ethes One ® microwsave, was per-
formed following EPA's 30054 method (ERA 2007,
followed by a pomssiom iodide, § % ascorbic acid,
and concentrated hydrochlornic acid Cuant fication was
carried out on atomic emission optical spectosoopy
oeguipment coupled to a source of plasma ionizaton
ICP-0ES coupled i & hydride generaior basod on the
method 200.7-1 EPA (EFA 1994). For quality control,
the reference standard WIST 16440 was used, trace ele-
ments i natural waber having an arsenic comeeniration
of HL.0 26 mg/L to obtain & recovery of B %, the limis
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Fig. 1 Locationofthe smie of Zacatocas at 257 07 north latitude
south, cast 100°43'; west 104°22" west longitude. Its climaie &
semi-dry with around 450 mm of precipitation per year and

of detection and quantification of the method were
below the lowest concentration found in the samples.

Determination of fluorides

Fluoride analysis was done according to Mexican
regulation using the electrochemical ion-selective
method described in the NMX-AA007-SCFI-2001
(SCFI 2001). To determine exactitude, a standard
NIST® 3183 water solution was used obtaining a
recovery of 97 %.

Estimation of health risk

The health risk assessment methodology proposed
by Diaz Barriga (Diaz Barriga 1999) is consistent
with the economic and social conditions of the study
area, which coincide with most contaminated sites in
Latin America for which it was adapted; this meth-
odology is also used in conjunction with the meth-
odology for the estimated health risk’s probabilistic
model proposed by EPA (EPA 2001; Hizaliturri etal.

Serez o Gusdsiupe -
» -
'] Vestador
.cp_-
WA

e Bl

average anmual temperamnes between 20 and 15 °C (INEGI
2010). The dors represent the exact sites whene samples wene
ken, all of them points o f public access

2009, These methods allow the estimation of health
risk for non-cancer or carcinogenic, as long as the
reference vales for the pollutant are met within the
study.

Dose-response analysis

To begin estimating the health risk, it is necessary to
consider the reference vales established for each polhitant
(Diaz Barriga, 1999). The guideline values for arsenic and
F, proposed by the Agency for Toxic Substances and
Disease Registry of the USA (ATSDR) and EPA, are
summarized in Table 1 (ATSDR 2005; IRIS 1988, IRIS
1987, ATSDR 2007z, ATSDR 2003b). The guideline
values used for calculating the exposure dose for each
polhutant were the reference doses listed in Inte grated Risk
Information System{IRIS 1988 RIS 1987). As for the
guidk line values to estimate the carcinogenic health risk,
currenthy, only the carcinogenic risk forarsenicisavailable,
while there is no guideline value available for the sk
related to F~ exposure (RIS 198%; [R1S 1987),

@ Springer
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Table 1 Guideline health values for the cstmation rigk of exposure to As and F~

Compound  Estimated Guideline  Definition Value Unis Cntical effect Urganization
hezalth nisk vahizs
As Mon- MOAEL Mo observed adverse  0LD00E mg'kg-day Hypopigmentmtion, keratosis  EPA
cancnogenic cffect level and vascular complications
Mon-carcinogenic  LOAEL Low observed 0.014 mgke-day Hypopigmenmtion, keratosis  EPA
adverse effect level and vascular complications
Mon-carcinogenic  RAD Diose refenrcnce 0.0003 mgke-day Hypopigmenmtion, keratosis  EPA
and vascular complications
Mon-carcinogenic  MRLs Minimal nisk level 0.0003 mgke-day Hypopigmenmtion, keratosis  ATSDR
and vascular complications
Carcinogenic C5F Cancer slope factor 1.5 mg'kg-day Cancer EPA
F~ Mon-carcimogenic  NOAEL Mo observed adverse 0,06 mg'kg-day Dental fluomsis EPA
effiect level
Mon-carcimogenic  LOAEL Low observed advese 2 PR Dental fluomsis EPA
effiect level
Mon-carcinogenic  RD Diose refercnce 0.06 mg'kg-day Dental fluomsis EPA
Mon-carcinogenic  MRLs Minimal nisk level 0.05 mg'kg-day Dental fluomsis ATSDR
Carcinogenic C5F Cancer slope factor NA MNA Canceor NA

{ATSDR 20072 ATSDR 2003h; ATSDR 2005; IRIS 1988; IRIS 1987)

Exposure estimation

To estimate the daily exposure dose (ADD) the follow-
ing formm la was used (Diaz Barriga 1999):

mg
ADD E ([uwimmm:‘ml 0T CeTitratiom i:n‘t.ah:mu:])
- body weight

* exposune factor

The environmental concentration is expressed in
milligrams per liter, the ingestion rate is in liters per
day and the body weight in kilograms. An exposure
factor (EF) of 1 is assumed, considering a permanent
exposure route and maximum bioavailability of pol-
hutant ( Diaz Barriga, 1999),

The average concentration of As and F~ found in the
samples was used to estimate the respective exposure
dose, the average value of 0.875 Vday was considered
for the intake rate and the average body weight was
33.8 kg, these values correspond to the children range
of 6 to 11 years old, which is the school age of elemen-
tary education in Mexico. ADD is estimated for the
children because they are in a window of vulnerability
by various biological and social factors such as in
growth stage, their central nervous, reproductive, and
immune systems are still developing; they could be
exposad to higher concentrations in relation to their size

@ Springes

and weight and accessibility to tap water in play-
grounds; and in addition, using the hazard quotient
(H()) as a measure to estimate the health risk for this
population, we wou ld be estimating the most critical risk
which would allow us to include the other age groups.
The variable intake rate and body weight were calculat-
ed fiom data obtained through anthropometric measure-
ments, and an exposure questionnaire conducted on a
gmoup of 78 children residents of the study zone, su-
dents from two schools where tap water samples were
taken, these taps water were reach of children and could
make use of it for consumption, with the purpose of
obtaining as much information as possible about the
actual conditions of the site. In Table 2, three different
estimates of the rate of intake for children are summa-
rized. As shown, the National Health and Nutrition
Survey Data (Hermdndez et al. 2012) suggested a
0.607 l/day based in a study that includes children
throughout Mexico and has a very large sample size;
however, the values of 0,873 Vday obtained in the
survey conducted in the study area despite having a
smaller sample size could be more representative for
the aims of this work; since it correspond to the local
population in the sites studied, this survey was conduct-
ed in two schools where samples of tap water were
taken, and information was obtained from parents of
infants who are questioned about the habits of consump-
tion tap water for their children. On the other hand, if it
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Table 2 Companson between different intake mie for children

Paramecter Units = Intake Reference

Intake e  Vday H122 607 (90) Hermimdez et al. 2012

Vday 79 ET5(114)  Survey in this stady
Vday - 1 Diaz Barriga 1999

Values are represented as the anthmetic mean and standand
deviation

is considered that the rate of water intake suggested
by the methodology of Pan American Health Orga-
nization {Diaz Barriga 1999) is 1 Vday, our estimate
is an average vale, in this way would be estimating
the risk with a less uncertainty.

Estimation of the ADD and non-carcinogenic health
risk or hazard quotients (HO)) respective for each site
was conductad using measures of central tendency of
each involved parameter (Diaz Barriga 1999), while for
the estimation of HQ by the probabilistic method (EPA
2001),a probability distribution is assumed based on
the frequency distributions of each parameter
{Table 3). The Kolmogorov-Smimov and Anderson-
Darling as goodness of fit test was performed using the
Crystal Ball™ program.

For the carcinogenic risk estimation or individu-
al carcinogenic risk (ER), it was necessary to cal-
culate the arsenic exposure dose via tap water for
the adult population (Diaz Barriga, 1999; EPA,
2001), becanse the guideline value for the Cancer
Slope Factor is based on exposure throughout life
(ATSDR 2005), the details of each variable involved
are shown in Table 4. This estimation was performed
using the arsenic’s most representative value for each

site and the total distribution to estimate the exposure
dose via the probabilistic method.

Risk chamcterization

The ratios of non-carcinogenic and carcinogenic risks
were obtained from information gathered i previous
stages of this study. The non-carcinogenic risk estimated
as hazard quotient was obtained through the following
formula:

HQ = (ADD(mg/kgday) /R fD(mg/kg—day))*EF

The exposure time was considered complete and
with a bioavailability of 100 % so exposure factor
(EF) is assumed as 1. ADD is daily exposure dose
and RfD is de vale of reference dose. While the
carcinogenic risk ratio or theoretical risk value was
calculated with the following equation:

ER = ADD{mg/kg—day)*CSF(mg/kg—day)

Dizz Barriga 1999; ATSDR 2005

ER represents the individual carcinogenic risk and
CSF is cancer potency factor or shope; F~ is not inc leded
in this estimation because the carcinogenic potency
factor for this pollutant is not available. A sensibility
analysis using tornado graphic provided by the Crystal
Ball ® program is inchuded, to assess the possible chang -
es of relative importance of the variables involved in the
equations used.

Table 3 Paramecier used to estimate non-carcmogenic hazand quotionts (HO)

Paramcters Units n Distribution Value Reference
F~ comcentration mg/1 47 Lognommal 14 (04-3.0) *

As concentration mg/1 47 Lognommal 0.05 (00M-0298) *

Body weight Kg 79 Mommal 33E(17.767.5) "

Intake rate liday 79 Triangular QOET (0.1-1.5) "

Refiorence F~ dose mg/kg-day - Single valie 006 (IRIS 19ET)
Refercnce As dosc mg/kg-day - Single value 00003 (IRIS 19EE)

The distibutions were assumed hased on gondness of fit tests
* B nformation ohtamed in the smdy arca
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Table 4 Paramcicrs for cstimating cancer risk (ER) by exposure to asenic in tap water

Paramcters Units n Distribtion Value Reference

iAs concentration mg/1 47 Lognommal 005 (0004-0298) *

Intake raic liday - Smgle value 20 (Daz Bamiga 1999)
Body weight Kg - Smnglke value T (Diaz Bammiga 1999)
Cancer potency facior mg'kg-day - Single value 15 ([Diaz Bamriga 1999)

* Ay crage arsenic concartraton in water from the sudy arca

Results
Arsenic and F~ concentrations in tap water

The concentrations of As and F~ corresponding to the
water samples taken from taps in the studied communi-
ties are summarized in Table 4. Ninety percent of the
samples exceaded the permissible limits for As in water
according to the WHO (WHO 2011), and 43 %
exceeded the Mexican regulation (SSA 2000). Forty-
three percent of the water samples exceeded the limits
permissible by the WHO and Mexican regulation
(WHO 2004; SSA 2000) to F~. Only the samples taken
at Villanueva were found below the permissible limits
for both elements.

Estimation of the exposure and risk characterization

Initialty, a representative value of the exposure dose for
each site was obtained, hence, a risk ratio value. The HQ
and the ADD for each community are shown in Table 5,
while the exposure dose for adults and the ER is sum-
marized in Table 6.

The probabilistic method (EPA 2001) allows us to
perform multiple iterations as from asswmed probability
distributions for each variable in the model, yielding a
probability distribution for the estimated output vari-
able, in this case the ADD. This probability d istribution
allows us to estimate the most probable ADD. As
shown, the ADD obtained through the iterations of the
Monte Carlo method, for both the children and aduk

Table 5 Asand F~ concentrations in tap water and the non-carinogenic sk mtio (HQ) estimated for cach community

Element Sike N ‘Water concentration im mg/L. average (min-max ) ADD mg'kg/day HO)
As Jemez 10 0019 {0.00E-0.062) 5.0E44 16
El Visitador 4 0022 {D.018-0.025) 5.7TE4M 19
Ciuadalupe £ 0078 (0.021-0.233) 2.0E03 67
Ojocalients 5 0186 (0. 1250, 298) 4.BE03 161
Villanueva 3 0.006 (0.004-0.0074) 2.0EM 05
Tahasco 4 00714 (0.00E0.025) 4.0E44 12
Huanusco 3 0026 (0.025-0.026) T.0E44 22
Jalpa 5 0019 {0.013-0.035) 5.0E4M 1.7
F Jemz 10 1E(16-23) 5.0E402 0E
El Visitador 10 13 (0E-24) 3.0E402 06
Cruadalupe [ 045 (04-05) 1.0E402 02
Ojocalicnte 4 0.7 (06-08) 2.0E42 03
Villanueva 3 04 (03-06) 1.0E402 0z
Tahasco 5 1.9 (0E-30 5.0E402 08
Huanusco 4 L1 {0419 3.0E02 0s

The exposune doses wone calculated hased on data for cach site

ﬂ Springer
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Table & Rato of estimated cancer nisk (ER) for exposure to asenic in tap waier

Site Population iAs concentration mg/L average ADD mg'kg-day ER (imdividual |*
(residents) T )
Jorez 57610 Q019 (0.008-0.062) 5 ADE4M B 10E
El Visitador 532 0022 (0.0180.025) 6 IDE-M QADE-4
Cuadahipe 159991 QLOTE (0.021-0.233) 2 HNED3 3130ED3
Ojocaliente 40,740 L 186 (0. 125-0.298) 530ED3 EO0DED3
Villanueva 20395 0006 (0.004-0.0074) 1. TOE44 2. 60E-4
Tahaso 15,656 QU014 (0.008-0.025) 4 DOE-M 6.00E-4
Huameseo 4306 0026 (0.025-0.026) TADE4M 1.10E-03
Jalpa 23557 0019 {0.013-0.035) SAE4 E10E4

*Cancer risk estimated for cxposune to arsonic in tapwater

population, is expressed through a cumulative frequen-
cy graph i Fig. 2, this is in order to observe the
percentages 50, 90, 95, and 99, which are values con-
sidered for decision-making (WHO 2006); on the graph,
it is also possible to see the attenuated zone to the leftof
the distribution where the percentage of the population
estimated to be exposed to a dose that is considered safe
appears, according to the applicable crteria, which is
stated on the lower left end of each graph.
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The ADD for the population living in the study area
using the probabilistic risk assessment method (EFA
2001) 1s summarized in Table 7. Based on these expo-
sure doses, HQ) and ER were calculated.

When the risk ratios are obtained based on the model
of probabilistic risk estimate, the probability of exposure
to certain levels for each pollutant can be elucidated. As
shown in Table 8, various dividing criteria can be used
in decision-making, just as in exposure doses. Likewise

b
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Fig.1 Accumulative froquency distnbution for the ADD. a ADD
0 iAs cakculated forchild consumpton. b ADD to Fealculated for
child consumption. ¢ ADD o As calculated for adult conaympbon
(dose of exposune throughout a life time, used to calculate the ER

for As). The white arar represcnts the percentage of the local
population cstimaied & be cxposed to a dose lower than that of
the sugges iod health cnicna by EPA (RITD) for cach pollutant
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Table 7 Estimation of exposure doses to As and F~ in the water using probabilistic nisk assesment method

Pollutant Population  ADD {mg'kg/'day) Safcty criteria % sbowe the saficty lewel
Perncent
50 o0 o5 o9 Mame mgkg'day  Ref

F~ Children 002 008 o1l R 0.05 EPA" X2

As Children 62EM 2O9ED3  46ED3 12E02 R I0E-D4 EPA" 73

As Adults TOEAM 11E03 4.8ED3 1.1E2 R I0E-D4 EPA" B0

*RAD non-carcinogenic risk (EPA 2002)

in Table 8, the safety criteria suggested by EPA is
included, both for carcinogenic and non-carcino genic
risk. In Fig. 3, these results are shown.

In addition, the percentage of the population that may
be atrisk was estimated using the critedia HQ = 1 and the
vahe of 1.0E-04 for ER, this information is included in
Table &,

Discussion

The state of Zacatecas, for the most part, has soil
that is rich in minerals such as arsenopyrite, fluorite,
and fluorapatite; to the south of the state, there have
been reports of geothermal activity. The climate is
predominantly semi-desert and most of its aquifers
are considered to be overexploited (Mojarro-Davila
et al. 2013); the water destined for public consumption
is 113 million m“.-‘:..ﬂenr{li-ervem-Tﬁledﬁ 201 2). In addi-
tion to this, the regulation and control o f poltutants in the
water provided for human consumption is one of the
challenges to overcome at present and in the coming

vears (Vega 2002).

Table 8 Estimation of health rigk for As and F- in water

There is limited information available about environ-
mental concentration of As and F~ in water in Zacatecas
state, data referent to city of Guadalupe is summanzed
in Table 9. These results are consistent with our data,
there is not a great variability in the As concentration
reported in previous vears; on the other hand, we found
slightly lower F~ values than reported in the past. Padilla
and colleagues estimated that the children younger than
12 years old and women residing in the area were in
high health risk associated to As and F~ (Padilla-reves
et al. 2012). For the rest of the sites, no available
information was found so as to compare the seasonal
variability of the environmental concentrations.

Chronic exposure to As and F~ is mainly due to the
consumption of contaminated water, in addition, it is
permanently available for the inhabitants of the site
{Armienta et al, 2013; Huang et al. 2015; Bundschuh
et al. 20012; McClintock et al. 2012). Neither ADD F
estimated for each community nor the corresponding
H() exceeds the health criteria suppested by the WHO
{WHO 2006); however, when estimating the population
risk, 22 % of the population may be exposed to a dose
higher than considered safe and 16 % could be at risk of
suffering dental fluorosis, according to the criteria

Polhttant Population Risk Estimated theoretical risk Safety Ref. % abowe the safety level
criteria
Percent
50 o0 o5 9
F~ Children  Non-carcinogenic 0.4 14 1.9 19 1 EPA 16
(H))
As Children  Non-carinogenic 20 106 16.3 415 1 EPA T4
(H))
As Aduls Carncinogenic (ER) 1LOE03  45E-03 T74E03  1.7E-02 1.0EM EPA 95

(EPA 2001; ODEQ 1999; EPA 2014a)
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Fig.3 H{) obtained through the Monte Cardo method. a HQ)
for F in water cstimated for child comnsumption, b Mon-
carcinogenic risk ratio for arsenic in watker estimated for child

established by EPA (EPA 2014b). An intervention ac-
tion in the zone is recommended to mitigate the risk.

It has been reported that children exposed to fluoride
concentrations in tap water lower to 0.7 mg/L have a
low occurrence of moderate or severe fluorosis, while
concentrations of 1.6 mg/L. cause moderate or severe
dental fluorosis (Irigoven-Camacho et al. 2016). In this
study, two communities, Guadahipe and Villanueva,
were found to have average concentrations of fluoride
lower than 0.7 mg/L. Zacatecas has reported a

— . — -l

PN GAER3 A TWRD

consumption. ¢ ER show as O for arsenic in water. The
lines comespond to the level of estimated nisk for percentiles
50, 90, 95, and 99

community fluorosis mdex (CFI) above 1 similar to
neighboring states such as Durango, San Luis Potosi,
and Aguascalientes with naturally occurring fluoride in
water (Betancourt-Lineares et al. 2001 3); it is known that
dental fluorosis is closely related to the presence of F~ in
drinking water {Marific 2013).

RfD and MRL to As suggested by EPA and the
ATSDR (IRIS 198%; ATSDR 2007b) is at
0.0003 mg'kg/day. Only As ADD for the communi-
ty of Villanueva is lower than these safety doses, the

Tahble 9 Background on the concentration of 1As and F~ in Guadalupe, Zacatocas

Laocality Pollutant Results Reference
Cuadahipe, Lacatocas As B0 % wells ahove 0025 me/L (Leal-Ascencio 2006)
F~ 40 % of wells above 1.5 mg/L
Az 004027 mg'L (Gonzalez-Drvila 2011)
F 1.28-2.85 mg'L
Az 0.016-0.3 mg'L (Padilla-reyes ctal 2012)
F~ 1.28-3.2 mgL
Az 0.021-0.233 mg'L (Data from this waork )
F~ 0.4-0.5 mg /L

Studics conducted in the zone of San Ramon-Ojo de A gua, which are included in this work. The values comrespond i the percentage of wells
that excecdod Mexico's existing environmental guide in the years of publication, as well as the concentration range for the water samples

from welk used & supply water fior human consumption, respectively
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population of the rest of the communities has a
higher probability of being exposed to doses of
ahove the safety level as show in Table 5. Similar-
Iy, the HO) estimated to As exceed the unit, with the
exception of Villanueva. The R and MRL to As were
calculated taking into account hyperkeratosis and pos-
sible vascular alterations. The state of Hidalpo, Mexico,
has reported various health effects related to the
presence of As in the water; Smeester and col-
leagues reported epigenetic changes related to vari-
ous diseases associated to arsenicosis in populations
chronically exposed to As in drinking water
{Smeester et al. 2011). Del Razo and colleagues
found a relation between As exposure and the preva-
lence of diabetes (Del Razo et al. 2011); firthermore,
there are teports of skin injuries whose severity is altered
by individual susceptibility factors (Valenzuela et al
200%). The probability that these trends will present
themselves in Zacatecas is high, since, according to
our estimation, 74 % of the local children and 99 % of
the local adult may be exposed to elevated doses of this
pollutant. The 90, 95, and 99 % ofthe HQ) estimated for
the local population exceed the unit above the accept-
able risk level criteria. In the case of F~, we estimated
16 % of local resident children were above the criteria
safety. This estimation justifies an intervention in the
zone (ODEQ 1999; EPA2014b).

Based on the ER suggested by EPA (see Table 1),
we estimated that the As ER, with the exception of
Villanueva, exceeds the risk criteria of 1 » 107" the
90, 95, and 99 % surpass the safety criteria for
environmental health of 1 = ]U"M, 1= ]U_“S, and
107, respectively, suggested as safety criterion
by various imtemnational organizations (Cotruvo
198%; Paul R. Hunter & Fewtrell 2001; WHO
2006). We estimated that 99 % of the population
resident in the sites study has a high probability of being
exposed to a non-safe As dose (see Fig. 3 and Table 8).
In this sense, the state of Zacatecas have reported an
incidence in skin cancer, a type of cancer associated to
arsenic (ATSDR 200 7h: McClintock et al. 2012), of 20
cases per every 100,000 inhabitants and estimated that it
will increase by 10.5 % annually (Pinedo-Vega et al
2014).

The estimation for exposure risk for both pollutants,
despite sharing the same route of exposure, presents
different methodological challenges; the reference dose
for arsenic and fluoride is calculated based on different
effects, hyperkerato sis and dental fluorosis, respectively,

1 =

'@ Springes

making it impossible to simply assume an additive
risk. Although it is known that both, As and F,
show associated effects on the central nervous sys-
tem, which actually does not exist a reference dose
for this effects, nonetheless, we mmst consider that
evidence is being accumulated on the health risks
assessment that could present themselves in the chil-
dren exposed to this mixmre when consuming tap
water {Choi et al, 2012; Lu et al. 2000; Wang et al
2007 Rocha-Amador et al. 2007). Should be con-
sidered, not currently exist a carcinogenic risk factor
for F-, regulatory agencies do not have sufficient evi-
dence to develop criteria, making not possible to esti-
muate the risk by methodology used in this smdy.

By not considering the contributions of other possi-
ble routes of exposure for the studied pollutants such as
dust, bottled water, milk and food prepared using tap
water, and in the specific case of fluoride, the use of
fluoride salt and tooth paste, the exposure doses may be
underestimated, factors that must be taken into account
when designing an intervention in the area. Childhood
mal nutrition is another source of uncertain ty which must
be considered at the moment of intervention, since the
body’s defense mechanism may notbe up to pardue toa
lack of nutrients, for example, in the case of arsenic; itis
know that a folate deficient diet decreases the
metabolization of As (Ghose et al. 2014). Likewise,
dental fluorosis incidence is higher in states that present
malnutrition in its population {Irigoyen-Camacho et al.
2016) which may increase the vulnembility of the ex-
posed popul ation.

However, we believe that the exposure doses, in
addition to the risk ratio estimates, together with the
epidemiological history found in the literary sources in
zones where the environmental levels of arsenic and
fluoride in water, are similar to the ones in our smdy
area are enough to justify actions for diminishing the
environmental exposure to these pollutants, in compar-
ison to the heatth and economic cost if they are not
carried out. Notably, people who have lived for genera-
tions in the study zone may be exposed from an early
age and at crucial stages from maternal exposure, during
pregnancy (Rager et al. 2014), to childhood, adoles-
cence, and continuing on into adulthood, which could
increase the risk of severe health effects associated to As
and F~ (Smeester et al. 2011), as well as other namral
pollutants from a mineral rich soil, characteristic of ow
study zone such as mercury and lead, which are known
to affect the central nervous system, which could canse
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synergism. Likewise, the presence of other carcino genic
agents in the environment such as ultmviolent radiation
{Pinedo-Vega et al. 201 4) could aggravate health effects
associated to chronic exposure to As and F

The results obtained from the health risk estima-
tion represent a quick and cheap decision-making
tool related to envirommental health problems. The
use of probabilistic methodology helps to diminish
uncertainties when performing terations that simu-
late different possible scenarios. The children popu-
lation was considered for the non-carcinogenic risk
estimation becanse they are in a window of vulner-
ahility due to physiclogical characteristics of their
particular phase of development and play habits
{Ilizaliturri et al. 2009), also to inclode the popula-
tion most at risk when planning and intervention in
this zone. Therefore, the implementation of environ-
mental health programs and risk communication t
diminish the exposure to As and F present in tap
water should focus mainly on children, because if
this particularly vulnerable sector of the population
can be protected, the rest of the population will
benefit from it

Conclusions

Base on the results obtained in this study, it is clear that
the children have a higher risk of presenting health
effects caused by the consumption of water with a high
As and Fcontent. For this reason, it is imperative to take
action towards providing these communities with clean
drinking water by installing public treatment plants ei-
ther through campaigns or risk communication, as well
a8 maintaining epidemiological surveillance aimed at
mitigating the risks associated to contaminated water
exposure. The main contribution of this study is to
provide information for decision-making based on risks
and to protect the health of the population that resides in
the zones with natural contamination in the state of
Lacatecas.

Endnotes

'For its acronym in Spanish Norma Mexicana (Mexican
Regulation).

* For its acronym in Spanish Comision Nacional del
Agnea (Mational Water Commission)

References

Armdenta, M. A Finkelman, B2 B, & Rubio Arias, H. (2013).
Medical geology: its relevance to Mexico, TaenoClenda
Chiftefusz, FIN3), 152-162.

ATSDR, 2005, Appendix F: Dervation of comparison
values, Agency for Toxic Substances and Discase
Registry, 0. Available at: http:/www.atsdr.cde.
gow/HAC/PHAManual/ appf. himl [Accessed November
2R, 2015]

ATSDR, 2003a. Public health statement: toxicological profile for
fluorides, hydrogen fluoride, and fluorine. Awvailable at:
hittp:/Swrwnwatsdr ocde.g o ToxPro filestpl 1-¢ 1-b. pdf

ATSDR, 20072 TeeeGuide for arsenic as CAS # T4H40-318-2 A pency
for Toocic Substances and Discase Registry, Available at:
hitpy/fwanacatsdrode gov/iorguidestoguide-2 pdf

ATSDR, 2003h. TeeGuide for fluondes, hydmgen fluoride,
and fluorine., Agency for Toxic Substances and Discase
Registry. Awailable at: http://www. atsdr.cdc.
gov/toeguidesto xguide-11 pdf.

ATSDR, 2007h. Toxicological profile for amenic. In ATADRER
Toxicological Profiles. Agency for Toxic Substances and
Discase Registry, p. 24. Available at: http:/ haaw,
crencthase.com/doiabs’10. 1201/9TE1420061 888 _ch3l

Botancourt-Lineares, A, o al. (2013). Prevalkencia de fluorosis
dental en lncalidades mexicanas ubicadas en 27 estados y el
[.F. a scis afios de la publicaciom de la Mormma Oficial
Mexicana para la fluomracion de la sal. Revisra de
Imestipacidn Clinien, 653), 237-247.

Buchhamer, E. E, et al. (2012). Environmental risk assessment of
amenic and fluoride n the Chaco Province, Argenting; re-
scanch advances. Jownal of Twdoobogy and Emiaronmental
Health. Part 4, FH(22-23), 1437-1450. Awvailable at:
http: //www. tandfonline.com/doi/abs/10. 1080
MS2ETI 2012721178,

Bundschuh, 1., ot al. (2012). One century of asenic exposure in
Latin America: a review of history and occumence from 14
countrics. Science of the Total Environment, 429, 2-35.
Available at: http://linkinghub.eclsevier.
ocomyretricve pil S4B AT 10064 B6.

CDC. (2015). US. public health service recommendation for
fluoride concentration in drinking water for the prevention
of dental carics. Reports and Recommendations Public
Health Reports. 130(1], 1-14.

Choi, A. L., etal (2012). Developmental flucride neumstoicity: a
sysicmatic review and meta-anabysis, Emdronmental Health
FPerspeatives, 120(10), 1362-1368.

COMAGUA, 2015, Doterminacion de la Disponibilidad de A gua
en ¢ Acuifero Guadalupe- Bafselos, Estado de Zacatecas,
Available at: http:/www.conagua.gob mx/Conaguall7
/A guasubicTranca) pdfDR_3227 pdff

Cotruva, 1. A. (198%). Drnking water standands and risk
assessment. Regularory Toxicology And Pharmacology,
SMarch), 2EE-200.

Dl Razo, L. M., ct al (2011). Exposure to arsenic in drinking
waier is associated with increased prevalence of diabeies: a
cross-sectional study i the Zimapan and Laguner regions n
Mexico. Emvirormental kealth @ a global access science
source, TN1), Ti. Available at: httpy/ fwww.chjoumal.
neet/comtent' TOVL/T3.

@ Spu:ingzr



476  Pagc120f13

Environ Monit Assess (2016) 188:476

Diaz Bamriga, E, 1999, Matodologiade identificacian y evaluacion
de ricsgos para la zalud on sitios conmminados, Available at:
hittp ://wwrw. bvsde paho.orghvsarp/e/ful ltext' metodolo/
metodolo pdf

EPA, 1994, Method 200.7: Determination of metals and trace
clements i water and wastes office of rescarch and develop-
memnt, Available at: http://wwwl. cpa.
gov/sites/production/files 201 5406/ doc umentsiepa-200. 7 pd £

EFA, 2007, Method 301 5A: Microwave assisted acid digestion of
agueous samples and extracts, Available at: hifp ' wanaepa.
gov/oswrharardtesime thodssw B46/ pdfs 3015 8 pdf.

EPA. (2002). Mational primary drinking water regulations: long
ierm 1 enhanced surface water treatment mule. Fimad R
Federal Register, 67(9), 1811-184. Available at:
Thittp:/fwnanar cpa go'sa fow ater consume rp dfmel pdf.

EPA, 201 4a Pricrity pollutant list, Available at: hitp:hanaal cpa
gov/ sites/production'files/201 5-09/documents/ priority -
polhatant hst-cpa pdf.

EPA. (2014a). Probabiistc risk assessment to inform decizion
making : frequently asked guestions EPA/TNR-ed.
Washingion, D.C: Rk Asscsment Forum, Office of the
Science Advisor, USEPA. Available at: http://cpa.
oy 'raf iprew hite pap on'inde it

EPA, 2001, Risk assessment guidance for superfund (RAGS)
wvolume [I—part A: process for conducting probabilistic risk
assessment, Appendix B, Awvailahle at: http:/www.cpa.
o oewennisk asscssmentrags Jadt’

(shose, M, etal. (2014). Roleof folic acid on sympiom:s of chronic
amenic toxicity. fmfernational Jowrnal of Preventive
Medicine, §{1), 8998, Awvailable at htp:/waramchinlm.
mih gowv sci-hub. o prc/articles PMOCIDT54TY.

Gonzalez-Diavila, O. (2011). Assessmeant of the exporre b arsenic
and flworide from drirking water in the city of Cadalupe,
Zacatecas (pp. 1-8). Mexico: World Congress on Water,
Climate and Encrgy.

Gonziler-Haorta, ., et al. (2015). A concurment cxposure to arsenic
and fluonide from drnking water in Chihuahuwa, Mexico.
Intermational Jownal of Environmental Research and
Fublic Health, T25), 4587-4601. Available at hitp:/faanw,
medpi comyT 6 G040 112 /5458 T

Cirimaldn, M., et al. (1995). Endemic fluomsi in San Luis Poinsi,
Mexico, L Identification of risk factors associated with humsan
cxposure to fluoride. Emiaronmen i Resaarch, 68, 25-30.

Herndndez L, Stern D, Tolentino L, Espinosa I, Barquera S, (2012)
Consumo de agua en b poblacion infantil y adolescenie.
Cucmavaca, Méxion: Instintto Macional de Salud Publica.
Available at: http://www. hdhinitiative.
comsites’'defaultfiles’hasicpage/file/consumoagua en
ninos_y_adolescentes_insp.pdf. [SBM 978-607-511-040-0

Hemera-Toledo, C., 20012, Andlisis del Uso y Mancjo de los
Reocursos Hidricos on ¢l Estado de facatocas, Zacatecas:
Banco Mundial. Available at: hittp:Swwaw-wd s worldhank.
org/ex emal/default WD SContentS ervy erWDSP/IB 2012004
SZTIOD0D20953 201 204 27 150616/Rendered PDF G B42 20
WPOP 10SROSOH IDRICOSIZ ACATECAS pdf

Huang, X, ct al. (2015). Different choices of dnnking water source
and different health nisks m a rural population living near a
lead/zimc mine in Chenzhou City, southern China.
Intermational Jownal of Environmental Research and
Public Healk, TH11), 1436414381,

&) Springer

[ARC. (2011). Amcnic and amsenic compounds. Moo graphs
on the Evaluation of Cardnogenic Risks to Humans,
TOINC), 41-93.

Nizalitomi, C. A, ot al (2009). Revision delas metodologias sobne
cvaluacion de ricsgos en salud para ¢l estudio de
comunidades vulmerables en América Latina fnreralenalas,
J(2405), TI0-T17.

Ingoyen-Camacho, M. E., et al. (2016). Nuiritional status and
dental fluorosis among schoolchildren in communitics with
different drinking water fluoride concentrations in a contral
megion in Mexico, Soence of the Totol Emadronment, 547,
512-519. Available at: http://linkinghub.clsevier.
comy'retricve pii/S00MEMEITISI0T 452,

[RIS, 1988, Amcnic, inorganic; CASEN 7ad(-78-2, Incgratod
risk information system. Awvailable at: htp:/cfpub.epa.
gov/meealiris/iris_documents/doc uments/substD27E_
summmmary pd £

[RIS, 19E7. Fluorine (soluble fluoride) ; CASREMN TTEI-41-4,
Integrated risk information system. Awvailable at:
hittp:/fefpub epa. gov/neealirisiris_documents/documents
substMI53 _summary pdf

Jarquin-Yafiez, L., et al. (2015). Association between unne fluo-
nde and dental fluomsis as a oxicity factor in a rural com-
munity in the state of Sam Luis Potosi.
TheScientficWorld KWURNAL, 2013, 647184, Availble at:
http i/ /www. pubmedcentral. mih. gov/articlerend er.
fogi Tartid=4 33061 § Sool=pmcentre zS&re nderty pe—abstract.

Jha, 8 K., e al (2013). Fluonde in groundwater: toeccological
cxposure and remedics. Jowrnal of Tovicology and
Emaronmental Health, Fart B, T6(1), 5266, Available at:
http: 'www. tandfonline.com/doi/abs/10. 108D
M0937404. 2013, 765420,

Kurzius-Spencer, M. ct al., 2015, Relation of dictary inor-
ganic amsenic to scrum matrix metalloproteinase-9
(MMP-9) at different threshold concentmations of tap
water amenic. Jowrnal of exposure sclence & environ-
mental epidemiology, pp.1-7. Available at: htp:/harana.
nature. com'jes journalivaop/nourrent /ful 1jes201492a.
himl; doi:10. 103 Ejes. 201492,

Leal Ascencio, MLT,, 2006. Evaluacion de Acuiferos de la Meza
del Morte. In memornies V' Congreso Intemacional y X1
Congreso Macional de Ciencias Ambientales. Oaxiepec,
Mor. Méxdico, 9. Available at: http: wwwuacmex mocRed
Ambicntales'do ca'congresos MORELOS, Extenso/ CAEDY
CAC-35pdf [Accessed November 2K, 2015].

Lu, ¥, at al. (2000). Effectofhigh-fluoride water on mizlligence m
children. Fluoride, 33(2), T4-TE.

Marifio, B. (2013). The prevalence of fluorosk in children &
associaed with naumally occuming water fluonde concenira-
tion in Mexico, Jownal of Evdence Basad Denral Practice,
13(3), 100-101. Awvailable at: hitp//linkinghub zlsevier.
comy'retricve/piiS 1532 338213000973,

Martin, E., et al. (2015). Metabolomic charactenstics of amenic-
associated diabois in a prospective cohort in Chihuahua,
Mexico. Toxicological Sciences, T44(2), 3138-346.
Available at: http://www. toxsci.oxfordjournals.
org/cgi/doi/10 . 109 3oosciddin 318,

McClintock, T. R, o al. (2012). Arsenic exposune in Latin
Amernica: biomarkers, rek asscssments and related health
cffccts. Saence of the Tora! Environment, 429, T6-91.
Availble at: doi:10. 1016 scimteny. 201 LORDS1.

96



Environ Monit Assess (2016) 188476

Page 13 of 13 476

Meroh, R. B, et al. (2015). Amenic cxposure i dnnking waker m
the Mckong Delta The Saarce af the Toral Envirorment,
511, 544-552. Awailable at: http/www.scicncedirect.
com/science/article/pil/ SOD4E 697 1401 8026 [Accessed
Mowember 12, 3015].

Maojamo-Davila, F., De Loim-Mojarm, Bemjamin, Nmez-Ferncira,
H. E., & Bautista-Capectillo, C. F.(2013). Agua suberrdnean
en Facakears Jst ad. Zacatecas, Méxion: UAZ,

ODEQ (1999). Guidance for wse of probabilistic analysis in
R Reaith risk. Portland, Oregon, United States: Oregon
Departament of Envimonmental Quality. Awailable at:
http:/ fwww . deg. state.or.us/lg' pubs/docs’cu/Guidance
ProhabilisticA nalysis pdf.

Ortiz Perez, D)., Rodriguce Martinez, M., Mantinez, F, Bora
Aburin, V. H., Castelo, I, Grimaldo, 1. I, & Diaz Bamriga,
F. (2003). Fluoride-induced disruption of reproductive hor-
mones in men. Ervrommental Research, 93(1), 20-30.
doi:10.1016/S0013 935103 0059 -8,

Oriega, A, (2009). Presencia, distribucion, hidrogeoquimica v
orgen de arsénico, fluomm y oros clementos raza disuclios
n agua subtermnea, a escala de cuencahidmlagica tributaria
de Lerma-Chapala, México., Reviste Medorna de Clencias
(reologicas, 26, 143-161.

Padilla-reyes, I A, et al {2012). Cahdad del agua del acuifero
Guadalupe-Bafiuelos, Esmado de Zacatocas, México, (mos,
322), 367384,

Hunter, P B, & Fowtrell, L. {2001). Acceptablerisk. InJ. B. Loma
Fewtrell (Ed.), Warer guality: guidelines, standards and
hanith (pp. 207-227). London, UK: WA

Pincdo-Vega, 1. ct al, 2014. Incidencia de cidncer de pic on
Zacatccas. Revislm Modica Instinto Mexicano del Segumo
Social, 3M492). México. Available at: htp:/aranw,
mecdigraphic. com/pds/imssim-20 14im143 k. pd £

Rager, 1. E., ot al. (2014). Prenatal amenic exposunc and the
cpigenome: alterod micro BN As asociated with innake and
adaptive immune signaling in newborn cord blood.
Envirormental and Moleailar Misagenesis, 5H3), 1%
208, Available at: http:Vdoiwiky.com'10. 1002 em 21842,

Rango, T, ct al. (2014 ). Fluoride exposure from groundwater as
reflected by urinary fluoride and children’s dental fluorosis n
the Main Ethiopian Rift Valley. Sciemce of the Total
Environment, 496, 188197, Available at: htp/fanana.
sciencodinect.oomdscience’articke/pi/SOMEMS TI4010TT &,

Rocha Amador, D, et al. (2007). Decreased intelligence n chil-
dren and exposure to fluonde and arsenic in drinking water.
Cadernos de s aude publica / Miristerio da Soude, Fundoco
Oswaldo Cruz, Excoly Nadonal de Soude Publica, 23] Suppl
4), S5TO-5587.

SCFL 2001, NMXY-A4-077-8CFI-2001 Determinacion de
Fluorurs en Aguas Matmrales, Residuales y Residuales
Tratadas., Available at: http://www.conagua. gob.
meuCOMAGUA DT MNoticias ™ MX-A A-DTT-SCF- 2001 pdff

Smecster, L, etal (2011). Epigenctic changes in individuals with
arscnicosis, Chemicnd Resanrch in Toxicology, 24(2), 165
167. Available at: http://www. pubmedcentral nih.
gov/ariclerender. fogiTartid=304 2796& tool=pmcentrez
&rendertype=abstract.

55A, 2000, Modificacion a la Morma Oficial Mexicana MOM-
127-55A1-19%4, “Salud Ambicntal, Agua pama Uso y
Consumo Humano- Limites permisibles de Calidad y
Tratamientos a que debe someterse al Agua para su

Potabilizacion,”™ Available at: htp:/www.salud.gob.
mecumidades oditnomy' 1275 2 14, himl.

SSA, 2002, NOM-230-5847-2002, Salud ambicental. Agua pam
us0 ¥ consums humano, reguisitos sanianos que se deben
cumplir en los sistemas de abastecimiento pablicos y
privados durante ¢l mancjo del agua. Procedimicntos
sanitarios para ¢l muesten, Avaiable at hitp:/faranarsalud,
gobmex Amidadescdinom'230ssa 102, iml,

Teuwji, J. 8, etal (2014). Association oflow-level amsenic cxpoaune
in drinking water with cardiovascular discase: a systomatic
meview and nisk asscssment. Toxicology, 723, TE9,
Available at: hittpy/ac ch-odn.com SO3004E3IXT140012181-
s20-S0300483X 14001218 -main pd £ _tid=20557042-TaS
11e4-8152-00000aach35e&acdnat=1417351166_c0dl
d33853fb05daT cSalel BIUTESSTh,

Tyler, C. R., & Allan, A. M. (2014). The cffects of arscnic
cxpoaure on neumnlogical and cognitive dysfimction in hu-
man and mdent shdics: a review., Crrenr Enviro nmental
Heaith Repors, N2), 132-147. Awvailable at: hifp:/dink.
sprimger.com 10, 1007/ s40572-014-001 2-1.

Valenmucla, O L, et al (3009). Asociation of ASIMT polymor-
Togeodgy and Appliad Pharmacology, 2392), 200-207,
Awailable at: httpy/autik nebi nlmnih.g ovienrer/' cuils'clink.
fegi?dbfrom = pubmed&id=1953E9E3 &retmode =
reffemd = priinks\npapems 3./publication/doi/10. 1016/,
taap. 2009.06. 00T \nhttp://linkinghub.clsevier.
comyretrieve iS00 TDNEX DR02STI,

Vega, 5. (2002). Riezgo saniario ambienal por la presencia de
arsénico ¥ fluoruros en los acuiferos de Médeo (p. 15).
México: Comision MNacional del Agua. Gerencia de
Sancamiento y Calidad del Agua

Wang, S-X, ¢t al. (2007). Amenic and fluoride exposure in
drinking water: children’s ig and growth in Shanmyin
County, Shanxi Province, China. Ervironmental Health
Pergpactives, TINH4), 643647, Availahle at: hitp/fwarw,
chiponline org ‘ambra-doi-resobeer’ 10, 1289¢hp 9270,

Wang, W, Cheng, 5., & Fhang, D (2014). Azsociation of inor-
ganic arsenic cxposune with liver cancer morility: a meta-
mnalysis. Ervironmantal Ressarch, 135, 120-125. Available
at: http//www. sciencedirect. com/science/article/
P/ SO0139351 14003041,

WHO, 2011, Amsenic in drinking-water. Back ground document for
development of WHO guidelines for dninking-water quality.
Wiorld Health Organization, Geneva, Switrerland. Awvailahle
at: http://www.who.int/water_sanitation_
health/dwq ic hemicalsamsenic pdf.

WHO, 2004, Fluoride in drink mg-water back ground document for
development of WHO guidelines for drinking-water quality,
World Health Organization, Geneva, Switzerland. Available
at: htip://www. who.int/water_sanitation_
health/dwy ic hemicals fuonide pdf.

WHO. (2006). Guidelings for drinking-water quality. In Firse
Addendum to Thed Ediion (3nd ed). Switzerdand: World
Health Organ ation,

Zhang, 5., et al. (2015). Modifying effect of COMT genc
polymorphism and a predictive role for protcomics
mnalysis in children’s intelligence in endemic fluorosis
arca in Tianjin, China. Toricological! Sdences, 144(2),
23E-245. Available at: http://www.toxsci.
ox fordjoumals.orgicgi/doi/10. 1093 /toxsci/k fa 311 .

) Springer



Borrador

Mitochondrial DNA copy number and Telomere length in Mexican Children from
Zacatecas, co-exposed to Inorganic Arsenic and Fluoride.

Key World: cnDNAmt Telomere length co-exposure As F Water

Abstract

Variations in mitochondrial DNA and function of telomere have been suggested to be
involved in pathogenesis of complex disease. Inorganic arsenic (IAs) and Fluoride (FY)
exposure is an important public health problem in the world. The children are risk group
susceptible to damage by these inorganic pollutants. The co-exposure could induce
effects stronger than already reported for each pollutant. Therefore, in this study we
used the mitochondrial DNA copy number (mtDNAcn) and telomere length as an early
biomarker to assess iAs and F co-exposure in children. Urinary geometric mean of
arsenic YiAs, MAs, DMAs was 38.95 ng/mL and 72.08 ng/mL (p<0.001); while urinary
geometric mean of F was 1.51 pg/mL and 3.13 pg/mL (p<0.001) in Ojo de Agua y
Ojocaliente respectively. The mean of relative mtDNAcn was 4.27 and 2.28 (p<0.001)
and mean of telomere length was 0.092 and 0.104 (p=0.61) in Ojo de Agua y
Ojocaliente respectively. After adjusting for age, the total urinary arsenic was negatively
associated with mtDNAcn (B=-0.322, p=0.006, CI95% -0.549 to -0.096) and the
interaction of co-exposure to iAs and F~ was negatively associated with mtDNAcn (B=-
0.079, p=0.02, CI95% -0.146 to -0.013), on the other hand, Telomere length was
negatively associated with iAs (3=-0.807, p=0.029, CI95% -1.523 to -0.091) and
positively with F (8=1.262, p=0.03, CI95% 0.114 to 2.411) in F- high exposition group.
This study was a first approach to determine an early effect associated with iAs and F
co-exposure in children.

Introduction

Inorganic Arsenic (iAs) and fluoride (F-) in groundwater has been considered as a global
health concern. In México, high concentrations of iAs and F~ has been reported, mainly
in central area of the country where Zacatecas state, is located (Leal-Ascencio 2006;
Ortega 2009; Vega 2002). Climate, weak use land planning of population areas,
overexploitation of aquifers and drought are some factors that aggravate the problem
(Herrera-Toledo 2012). Children are particularly vulnerable, considering they are in a
stage of development, could be exposed to higher doses than adults, because their size
and weight are lower and children’s play activities, in addition with genetic factors and
nutritional status (llizaliturri et al. 2009).
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iAs exposure has been associate with hyperkeratosis, diabetes mellitus type 1, and
neurological and cardiovascular system effect. International Agency for Research on
Cancer (IARC 2011) classifies arsenic as carcinogenic category 1. (Del Razo et al.
2011; ATSDR 2007b; Wang et al. 2014). F exposure was associated with neurological
and male reproductive system effect, and with fluorosis dental and skeletical (Rocha-
Amador et al. 2007; Choi et al. 2012; ATSDR 2003b).

Mitochondrial is a target cellular organelle for many pollutant, have fundamental role in
mammalian cell, is energy-generating organelle and its alteration function has been
associated to disease like cancer (Warburg 1956). Also, is related with regulation of
apoptosis (Susin et al. 1998). Mitochondrial DNA (mtDNA) is different than DNA nuclear,
its circular genome and lack histones, has fewer repair mechanisms that nuclear DNA,
and the respiration chains generate a medium rich in reactive oxide species (ROS)
Mutation in mtDNA have been associated with different cancer in humans, mutation rate
increase in excess ROS iAs inducted. (M. a Partridge et al. 2007; Liu et al. 2005).
Mammalians cells have hundreds of mitochondrias, each with several hundred copies of
mtDNA. A depletion of copy number of mitochondrial DNA (mtDNAcn) in cell expose to
iAs in vitro have been reported (M. a Partridge et al. 2007), furthermore, a increased of
cellular ROS and declined mitDNA repair system has been observated in cell with
depletion of mitDNAcn (Delsite et al. 2003). Mitochondrial damage is critical to
mutagenicity caused by arsenic (Lee & Ho 1994; Lee et al. 2015). On the other hand,
has been reported that F can altered the cellular respiration and glutathione levels,
often resulting in excessive production of ROS in the mitochondria, in humans, F- alters
the activity of mitochondrial in soft tissues such as the liver, kidney, brain, lung, and
testes (Barbier et al. 2010).

Telomere is in the chromosome ends, have DNA protective function, is a tandem repeat
sequence, in the cell cycle, telomere sequence shorten with each division,leading to a
senescent cell, associated to aging. Furthermore, if not decrease telomere length, the
cell can immortalize. An alteration in the telomere length has been associated with many
chronic disease and cancers (Gao et al. 2015). iAs dose-depend altered telomere
length, in low concentration increase telomerase activity and in high concentration
reduces telomere length. (Chatterjee et al. 2014) In addition, F has effects on cell cycle,
increment the cellular proliferation in bones cells in high concentration (Barbier et al.
2010). Therefore, mtDNAcn and telomere length could be a biomarker of early effect
associated to iAs and F chronic exposure.

In the context of the assessment of environmental risks to human health, to reduce
uncertainty when defining the risks, Diaz-Barriga et al, propose the use of biomarkers in
methodologies adapted to the conditions of countries like Mexico. This represents a
valuable tool for generating information provided to decision makers resource
management and justification of intervention programs (Diaz Barriga 1999; llizaliturri et
al. 2009), so, the aim of this work it is to study the mtDNAcn and telomere length in
children exposed to iAs and F in drinking water as a potential biomarker for early effect.

Materials and Methods
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Study Sites and Subject Selection

A cross-sectional study was carried out in children aged 6 -12 years were selected from
a two elementary school whit high concentration of iAs and F in tap water (iAs > 100
pg/l; F>1.5 mg/l ), based in a previously screening study whose aim was to determine
concentration of arsenic and fluoride in tap water in Zacatecas state. One school is
located in Ojocaliente, a head city of municipality of Ojocaliente, Zacatecas; the other
school is in the suburb of Ojo de Agua which is located within the city limits of
Zacatecas, México. Ojocaliente is located 46 kilometers southeast of the capital of the
state of Zacatecas and has 20 851 inhabitants and Ojo de Agua has 546 inhabitants
according to the 2005 census.

The study population comprised 105 subjects (47 of Ojocaliente, 58 of Ojo de Agua), the
subjects were recruited in winter of 2013, through invitation to the parent of student of
school selected. Inclusion criteria included living in the area for since birth, use the water
from the local network, have good health and the absence of medication. Socio-
economic status, residential history, environmental and occupational exposures, lifestyle
and dietary habits were collected through interviews with the children parents using
guestionnaire.

The study was approved by the bioethics committee of the Universidad Autonoma de
Zacatecas. All parents signed a written informed consent.

Urine samples

A container for collecting urine samples had given to parents. First micturition of the day
was collected, and the container is filled to the mark of 100 ml, sample kept cold until
transfer to the laboratory where was fractionated into two aliquots, a sample of 15 ml
was reserved for analysis of arsenic and the other referred to density analysis and
determination of fluorine.

Blood samples

The blood sampling was performed by trained and experienced in handling children
staff. Bioethics Committee guidelines were followed, the puncture was always performed
when the parent or legal guardian was present. Peripheral blood sampling was
performed by venipuncture and using the Vaccutainner ® system. Blood samples were
taken with EDTA anticoagulant remaining cold until processed in the laboratory. Samples
were centrifuged to separate the different components of blood. DNA was isolated from
lymphocytes..

Quantification of Urinary iAs

Urinary iAs and its metabolities (> MAs and > DMAs) were quantified.This study was
performance in laboratory in Cinvestav-IPN used a traditional HG-CT- AAS system with

100



a conventional quartz tube atomizer equipped with FIAS flow injection accessory (FIAS)
(Hernandez-Zavala et al. 2008), in aliquots of urine that were stored at -20°C. This
method has been optimized to detect all tri and pentavalent metabolites of iAs except
dimethylthioarsinic acid (Devesa et al. 2004; Hernandez-Zavala et al. 2008).

Quantification of Urinary Fluoride

An electrochemical method of ion selective was used to determinate urinary F. We used
a selective ion F- electrode, this method have high sensibility and selectivity.

Quantification of mtDNAcn and telomere length

Genomic DNA (gDNA) was purificed from peripheral blood lymphocytes (PBLS).
Promega Wizard genomic DNA purification kitwas used to isolated gDNA. gDNA was
used for both tests.mtDNAcn and telomere length was determined by real-time
guantitative polymerase chain reaction (QPCR) assay using beta-globin as a reference
gene. mtDNAcn method quantification is based in quantification of Mtand S quantities
expressed as cycle threshold derived from a standard curve obtained from serial
dilutions of a reference DNA(Pavanello et al. 2013).Telomere length (TL) was measured
using relative telomere length (RTL) using gPCR from genomic DNA PBL. Theprimers
andPCRconditions were adapted from methods reported previusly(Cawthon 2009;
Pavanello et al. 2013) and used Evergreen mix.

Statistic analyses

Univariate and multivariate linear regressions were conducted as well as t-student and
the Mann-Whitney U tests to compare means between groups.

Results
Urinary concentration of iAs and F

YiAs, MAs and DMAs urine concentration is show in Table 1. The results are organized
into strata based on biological exposure index (BEI) recommended for each pollutant,
using four concentration ranges: <35, 35-70, >70-140, >140 ng/mL defined by 1x, 2x
and 4x BEI value for As (ACGIH 2002) and four concentration ranges (<1, 1-2, >2-4, >4
png/mL) based on the BEI of 2 ug/mL to F (ACGIH 2012). 69% of sample was above of
As BEI, and 81% is above of F BEI. 13% have a high exposure to As and 17% have a
high levels of F, this summarized in figure 1.

Table 1. Urinary Concentration of iAs an F in children in Zacatecas, México.
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Concentration n Mean (min-max) %

<35 33 18.65 (3.7-31.3) 314
35-70 35 53.9 (35.3-69.8) 33.3
As (YiAs, MAs, DMAs)
(ng/mL)
>70-140 23 102.3 (70.2 -139.1) 21.9
>140 14 182.6 (146.3 - 238.5) 13.3
<1 20 0.69 (0.25 - 0.98) 18.8
1-2 34 1.48 (1-1.95) 32.0
F (ug/mL)
>2-4 34 2.68 (2.01-3.98) 32.0
>4 18 4,91 (4.03-7.06) 16.9

Ojocaliente has levels higher than Guadalupe for both pollutant (p<0.001), geometric
mean of As (3iAs, MAs, DMASs) is 72.0 ng/mL in Ojocaliente and 38.9 ng/mL in
Guadalupe. Geometric mean F- is 3.1 pg/mL and 1.5 pg/mL in Guadalupe. This is show
in Table 2 and figure 2.

Urinary arsenic levels (ngiml)
Urinary flouride levels [ugiml)

T T T T T T T T T
m =0 10000 150,00 200,00 250,00 (] 200 400

Urinary sum of [As+MAs+DMAs (ng/ml) Urinary Fluoride {ug/ml}

Figure 1. Exposure levels of arsenic and fluorine quantified in child population

The red line represents the limit BEI

Table 2. Comparative concentration of exposure biomarkerbetweensites
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Site n Geometric mean P test
Ojocaliente 47 72.0 .
As (DiAs, MAs, DMAs) (ng/mL) <0.001 U Mann-Whitey
Guadalupe 58 38.9
} Ojocaliente 47 3.1 .
F (ug/mL) <0.001 U Mann-Whitey
Guadalupe 58 15

Urine profile excretion of metabolites of arsenic is shown in Table 3. When comparing
the percentages of each metabolite depending on the gender of individual we finding
differences (p<0.01), girls have a slower rate in the second step of metabolism of
arsenic, taking a smaller percentage of DMAs children, which is consistent with the

literature.

2500 PYTTTE P<nNol........ -

Urinary arsenie (ngiml)
g
3

50,00

L 1L

Qﬂc!ﬂl‘! G‘AW‘”!
Site '®

Urimary Fluoride {ug)

.
5

§

i

P<0.001

Site

Figure 2. Differences between exposure levels of the two sites studie

Table 3. Urinary metabolites of arsenic in children resident in zone with nature
occurrence of iAs and F en water in Zacatecas, México.

Estimate Male Female P test
n =57 n =49
%Asi Gerggqaerf”c 14.0 16.1 0.003 U Mann- Whitney
%MAS mean 11.8 13.9 0.01
t student
%DMAS mean 73.6 69.3 0.003
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In order to study exposure to As and F and the possible effects, different scenarios they
were hypothesized and summery in Table 4. Scenarios are classified as high or low level
of As and F based on BEI and the possible combinations between them. This hypothesis
has studied in multiple linear regression test.

Tabla 4. Possible co-exposure scene analyzed

. Fin
As (YiAs, MAs, . .
Category DMAS) (ng/mL) urine N MeanGeometric DES
(hg/mL)
0 low (<35) low (<2) 12 3.8 1.9
1 high (=235) low (<2) 9 2.6 2.1
mtDNAcn
2 low (<35) high (22) 2 4.3 1.4
3 high (=235) high (22) 23 2.4 1.8
0 low (<35) low (<2) 8 0.117 2.08
Telomeric 1 high (=235) low (<2) 5 0.075 1.73
length 2 low (<35) high (22) 1 0.100
3 high (=235) high (z2) 20 0.097 2.35

Analyzing biomarkers of effect between study sites, we found that the results are the
follow; Urinary geometric mean of arsenic }iAs, MAs, DMAs was 38.95 ng/mL and
72.08 ng/mL (p<0.001); while urinary geometric mean of F was 1.51 pg/mL and 3.13
pg/mL (p<0.001) in Ojo de Agua y Ojocaliente respectively. The mean of relative
mtDNAcn was 4.27 and 2.28 (p<0.001) and mean of telomere length was 0.092 and
0.104 (p=0.61) in Ojo de Agua and Ojocaliente respectively. After adjusting for age, the
total urinary arsenic was negatively associated with mtDNAcn (=-0.322, p=0.006,
Cl195% -0.549 to -0.096) and the interaction of co-exposure to iAs and F was negatively
associated with mtDNAcn (f=-0.079, p=0.02, CI95% -0.146 to -0.013), on the other
hand, Telomere length was negatively associated with iAs (3=-0.807, p=0.029, CI95% -
1.523 to -0.091) and positively with F (=1.262, p=0.03, CI95% 0.114 to 2.411) in F
high exposition group.

Discussion
First the weight of confounding variables such as body mass index, age, sex, if someone
in the family smokes and the place of origin, was analyzed for which introduced the

logistic regression model together with explanatory and independent variables . None of
them presented a statistically significant relationship so they were discarded model
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The number of relative units of copies of mitochondrial DNA is starting to be used as a
biomarker of effect for environmental toxic exposures, has been reported in the literature
decreased mtDNAcn in population exposed to particulate matter (Hou et al. 2013) and
an increase of the same in people exposed to polycyclic aromatic compounds
(Pavanello, et al. 2013). The mtDNACcp is an indicator of the biological response to
arsenic exposure before clinical signs or symptoms. An increase ADNMtcn has been
associated with various cancers, such as lung or skin; while a decrease was observed in
diseases such as diabetes (DELSITE et al. 2003). Furthermore, it has been reported
that in vitro exposure As in mammalian cells causes a decrease in the number of copies
of mitochondrial DNA. Is known to have a few thousand copies of the mitochondrial
genome in each cell, however, a decrease in mtDNAcp could affect the levels of
expression of COX subunit (cytochrome C) encoded in the mitochondrial DNA, in the
same sense, it has reported that cancer cells with a disminucipon mtDNA have also
diminished DNA repair capacity and increased oxidative damage to nuclear genome. In
vitro it has also been demonstrated dependent reduction of the dose of mtDNAcn, and
low, similar to the conditions of exposure arsenic in drinking water concentrations,
presents a decrease in mtDNAcp (MA Partridge et al. 2007) on the other hand, it has
been reported that fluoride may inhibit Na + / K + ATPase pump and affects the potential
and permeability of the cell membrane, which decreases mitochondrial function,
likewise, exposure to fluorides increases the generation superoxide anion which | can
damage the mitochondria (Barbier et al. 2010).

In the case of the telomere, it has been reported that high exposure to arsenic has been
associated with lengths greater telomere compared with populations with a level of
exposure to lower arsenic (Gao et al 2015;. Li et al 2012.; Chatterjee et al. 2014). The
explanation given by some authors (Gao et al. 2015) is an up-regulation of telomerase, a
promoter of the elongation of the telomere as WRN, deprotection of the telomere or
having DNA damage, repair is stimulated telomeric DNA, which would result in an
increase in telomere length. In this study we found a significant negative association
between mtADNcp and the concentration of total urinary iAs (f = -0,322 p = 0.006),
which is consistent with the results of previous studies, whereas when they study the
interaction of exposure to iAs and F a statistically significant negative association ( = -
0,079 p = 0.02) was found, which tells us that the interaction of F and IAS can alter the
effect of pollutants in relation if exposure to just one from them. Regarding the telomere
length, we found a negative association between exposure to iAs (B = -0,807 p = 0.029)
and a positive association (f = 1.262 p = 0.033) related to high exposure to fluorides in
drinking water, which leads us to believe that such exposure enhances the effect of as
on the telomere.

Conclusions

This study was a first approach to determine an early effect associated with iAs and F
co-exposure in children.
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Anexo 3. Aval del comité de Bioética de la Universidad Auténoma de Zacatecas para el

proyecto.

“Francisco Garcia Salinas”

CS/UAZ Ofc. No. 148/2012

A QUIEN CORRESPONDA:
El que suscribe M. EN C. MARIA DEL CARMEN ACEVES MEDINA,

Coordinadora del Area de Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma de
Zacatecas "Francisco Garcia Salinas”

OTORGA EL AVAL

Al protocolo  de  Investigacion  denominado: “DETERMINACION DE
BIOMARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD POR HIDROARSENISMO EN
POBLACION DEL ESTADO DE ZACATECAS” presentado por la M. en C.
Manica Imelda Martinez Acufia, Docente Investigador del Area de Ciencias de la
Salud de la Universidad Auténoma de Zacatecas.

Cabe mencionar jue dicho protocolo ya fue evaluado y aprobado por el Comité en
su Conjunto,

ATENTAMENTE
Zacatecas, Zac.. 11 de Octubre del 2012.

cc.p Archivo institucional

Carretera Zacatecas-Guadalajara, Km.6,
Ejido la Escondida C.P. 98160 Zacatecas, Zac. Mexico

Tel y Fax. 01 (492) 92-5-66-96

’ Area de Ciencias de la Salud I e

Odontologia - Enfermeria - Quimico Farmacéutico Bidlogo - Medicina Humana - Nutricion P A cotE

Universidad Auténoma de Zacatecas §\ o

-.;lJ\u
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Anexo 4. Permisos de la Secretaria de Educacion publica para realizar el estudio

Eﬁuetqr}a dec \ o R V
ucacion y Cultura e el .
Subsecretaria de Educacién Basica y Normal ZACATECAS
Direccion de Educacion Basica Estatal

Departamento de Educacion Primaria Estatal

Memorandum No. 88

Guadalupe, Zac., | de noviembre de 2012

M.C. MONICA IMELDA MARTINEZ ACUNA

DOCENTE INVESTIGADOR DE LA UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS
QUIMICAS DE LA UAZ

PRESENTE

En respuesta a su oficio de fecha 29 de octubre de 2012 en donde solicita
autorizacion para que escuelas primarias de los municipios de Jerez, Ojocaliente y
Guadalupe del Estado de Zacatecas. participen en el protocolo de investigacion
denominado: “Determinacion de Marcadores de Suceptibilidad para Evaluar Riesgos en
Salud por Hidroarsenismo en Poblacion del Estado de Zacatecas™ financiado por fondos
mixtos CONACYT clave de registro: ZAC-2011-C01-170692 y registro ante la
Universidad Autonoma de Zacatecas UAZ-2012-36178.

Le comunico que dicha solicitud ha sido aceptada para que se realice en los tiempos
y términos establecidos: asi mismo solicito envie los resultados obtenidos antes de darlos a

conocer a la poblacion estudiada para tomar las consideraciones pertinentes.

Sin mas por el momento le deseo éxito en la tarea emprendida,
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