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RESUMEN

Los acidos haloacéticos (HAAs) son la segunda clase mas comun de
subproductos de la desinfeccion del agua potable (DBPs) y su presencia en el
agua se ha convertido en un problema de salud publica, debido a sus posibles
efectos genotoxicos, mutagénicos y carcinogénicos. El acido iodoacético (IAA), ha
demostrado ser uno de los HAAs mas dafinos a nivel celular, y en el presente
estudio se evaluo in vitro sus efectos citotoxicos y genotoxicos, utilizando como
biomarcadores el indice de Divisién Nuclear (IDN) y la Frecuencia de Micronicleos
(MN), respectivamente, en linfocitos humanos de sangre periférica. Ademas se
evaluo el efecto modulador del polimorfismo del gen GSTML1, implicado en el
metabolismo de los subproductos de la desinfeccion del agua. Los linfocitos fueron
colectados de dos individuos con genotipos GSTM1+ y GSTM1-, previamente
determinados mediante PCR. Se tomaron muestras de sangre de estos 2
individuos para realizar los cultivos de linfocitos, y ser tratados con las
concentraciones baja media y alta del IAA y los controles positivo y negativo, cada
uno con sus respectivos duplicados. Los resultados de nuestro estudio evidencian
la capacidad del IAA para disminuir el IDN (p=0,001) e inducir la formacién de MN
(p=0,001) en las tres concentraciones evaluadas, lo que se asocio con un efecto
citotdxico y genotoxico adverso respectivamente. Con relacion al efecto modulador
del polimorfismo del gen GSTM1 sobre el IDN, no se observo diferencia
significativa (p= 0,564) entre los dos genotipos. Sin embargo el genotipo GSTM1+
moduld el potencial genotoxico del IAA (p=0,001) en las concentraciones media
(0,045mM) vy alta (0,183mM). El presente estudio demuestra el efecto citotdxico y
genotoxico del IAA en linfocitos humanos de sangre periférica y constituye un
aporte cientifico esencial para esclarecer el mecanismo de accion del I1AA y el
papel de la susceptibilidad genética en la modulacion del efecto de este

compuesto.

Palabras claves: Subproductos de desinfeccion, acidos haloacéticos, acido

iodoacético, indice de division nuclear, micronucleos, genotoxicidad, GSTM1.



INTRODUCCION

En todas las sociedades humanas la disponibilidad del agua es una de las mas
grandes prioridades, no solo en cuanto a la cantidad necesaria para satisfacer las
necesidades basicas de la poblacion, sino también en garantizar una buena
calidad del agua para evitar los problemas de salud publica asociados a su
contaminacion. Es por esta necesidad que la desinfeccidén del agua juega un papel
importante en controlar microorganismos que pueden llegar a ser patdgenos y
desarrollar enfermedades tales como la malaria, el colera, fiebre tifoidea, etc.
(Villanueva et al., 2001b). Sin embargo, los desinfectantes quimicos usados
pueden reaccionar con la materia organica natural o contaminantes
antropogénicos, produciendo subproductos de la desinfeccion del agua (DBPSs). Lo
gue ha planteado un problema de salud publica asociado al potencial para causar
enfermedades crénicas como lo es el cancer (Richardson et al., 2007).

Se han caracterizado entre 250 a 600 DBPs presentes en el agua potable, pero
solo se ha identificado el perfil de comportamiento de soélo unos 20 DBPs,
basandose en estudios de carcinogenicidad en roedores y en estudios
epidemiologicos, los cuales sugieren una asociacion entre el consumo de agua
potable tratada con cloro y la aparicion del cancer de vejiga, colon y rectal
(Boorman 1999, Richardson et al., 2007, Hebert et al., 2010). También se han
evidenciado posibles efectos adversos en la salud reproductiva tales como abortos
espontaneos, parto prematuro, bajo peso al nacer, muerte del feto, defectos
cardiacos, enfermedades respiratorias, paladar hendido y defectos del tubo neural
(Nieuwenhuijsen et al., 2000). Entre los DBPs caracterizados se incluye un
importante grupo conocido como los &cidos haloacéticos (HAAS), estos han
generado mucha atencion debido a sus altas concentraciones en el agua potable,
ya que son considerados los segundos subproductos de la cloracion del agua,
mas abundantes después de los trihalometanos (THMs) presentandose en

relacion 2:1 con respecto a estos (Villanueva et al., 2001a). Adicionalmente los
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HAAs han demostrado tener una alta actividad carcinogénica y genotoxica
(Villanueva et al., 2001a, Plewa et al., 2002, Zhang 2010,).

Para controlar la exposicion humana a los DBPs, se han realizado estudios en los
cuales se establecen niveles maximos de contaminantes (MCL) en el agua
potable. En Colombia sélo se han regulado un grupo de DBPs, los THMs totales
con un valor maximo de 0,2mg/L segun lo estipulado en el articulo 5 de la
resolucion 2115 de 2007. La falta de estudios con respecto a los demas grupos de
DBPs como HAAs, haloacetonitrilos (HAN) y mutageno X (MX), ya regulados o en
periodos de regulacion en otros paises, y su asociacion con los posibles riesgos a
desarrollar cancer, hace pertinente la realizacion de estudios como este, que
relaciona la concentracion a la cual el acido iodoacético (IAA), uno de los HAASs,
altera el indice de division nuclear (IDN) y la frecuencia de micronucleos (MN) en
la induccion de la citotoxicidad y genotoxicidad. Lo cual podria representar un
potencial adverso para la salud humana, y de esta manera contribuir al
conocimiento necesario para la implementacion de medidas de regulacion para

nuestro pais.

Otra variable importante en nuestro estudio, es el efecto de la variabilidad genética
dada por el polimorfismo en genes del metabolismo. Estudios muestran que el
metabolismo de xenobidticos juega un papel determinante en la disminucion del
potencial toxico, aumentando la solubilidad y modificando las estructuras quimicas
de compuestos altamente toxicos (Castell, 2004). Actualmente se han identificado
muchos polimorfismos en genes que codifican enzimas metabdlicas, lo cual altera
la capacidad de las personas de activar o detoxificar sustancias haciéndoles méas
susceptibles a desarrollar enfermedades por la acumulacion de metabolitos
toxicos (Jimenez et al., 2009). Uno de los genes del metabolismo mas estudiado
es el GSTM1 que pertenece a la familia glutation S-transferasa (GST), que cataliza
la detoxificacion de compuestos electrofilicos, incluyendo carcindgenos, drogas
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terapéuticas, toxinas ambientales y productos del estrés oxidativo. El polimorfismo
del gen GSTM1 consiste en la delecion completa del gen aumentando la

susceptibilidad al riesgo de generar cancer (Rebbeck, 1997).

El sistema biolégico usado en nuestra investigacion fueron los linfocitos humanos
de sangre periférica, constituyen un sistema extremadamente sensible que
permite detectar las alteraciones en los cromosomas provocadas por su
exposicion a agentes toxicos. Se puede disponer de ellos en grandes cantidades
ya que hay de 1.200 a 4.500 en un mililitro de sangre y por lo general, los linfocitos
que se obtienen de una muestra estan sincronizados y se comportan igual con

respecto a su ciclo de division celular (Rivera Leon E. et al., 2009).

La frecuencia de MN en linfocitos humanos de sangre periférica es ampliamente
utilizado como un biomarcador, ya que predice el riesgo de generar cancer
(Bonassi et al., 2006). La frecuencia de MN en estudios in vitro permite evaluar
tanto el dafio clastogénico como aneugénico producido por la exposicion a
productos quimicos y agentes genotoxicos, como lo es el IAA (Ascarrunz et al.,
2006).

El objetivo de este estudio fue identificar el efecto citotoxico y genotoéxico, in vitro,
inducido por el IAA en linfocitos humanos de sangre periférica, mediante
alteraciones en el IDN y en la frecuencia de MN respectivamente. Asi mismo se
determind el efecto modulador del polimorfismo en el gen GSTM1 mediante el
analisis con linfocitos pertenecientes a individuos con el genotipo mutado
(GSTML1-) y silvestre (GSTM1+).

13



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La disponibilidad de agua potable es una de las prioridades en todas las
sociedades humanas, ademas de la cantidad suficiente para cubrir las
necesidades basicas, el agua debe tener una calidad que garantice su inocuidad
para la salud. La desinfeccibn es una etapa esencial en el proceso de
potabilizacion del agua para eliminar microorganismos patdogenos y evitar
infecciones de origen hidrico (Villanueva et al., 2001b). Millones de personas en
todo el mundo reciben agua potable quimicamente tratada mediante sus servicios
publicos. Sin embargo, la desinfeccion quimica mediante cloracion ha planteado
un problema de salud publica ya que la exposicion de la poblacion humana a los
DBPs ha sido asociado al desarrollo de cancer de diversos tipos y efectos
adversos en neonatos de madres expuestas (Villanueva et al., 2001b, Richardson
et al., 2007). Dentro de los DBPs, ya regulados, encontramos el grupo de los
HAASs los cuales generan gran atencion debido a sus altas concentraciones en el
agua potable y por su potencial carcinogénico exhibido en ensayos tanto in vivo
como in vitro (Sadiq et al., 2004, Zhang et al 2010).

Estudios epidemioldgicos han planteado la posible asociacién de los DBPs con el
desarrollo de efectos adversos reproductivos y de desarrollo, tales como bajo peso
al nacer, retraso del crecimiento intrauterino, y el aborto espontaneo (Richardson
et al., 2007). Un estudio realizado en Espafia demostré una gran relacion entre los
DBPs y el riesgo de generar cancer de vejiga, con 111 muertes anuales por esta
patologia en varones, de las cuales se atribuian de 29 a 32 muertes debido a
exposiciones directas con DBPs (Villanueva et al., 2001a). Otros estudios indican
que el 9% de los casos de cancer de vejiga y el 15% de casos de cancer rectal,
son 10000 casos adicionales de cancer por afio en los Estados Unidos, y podrian
ser atribuidos a la cloracion del agua y los subproductos (Yuefeng Xie., 2004). Se
ha encontrado que la mayor parte del riesgo de cancer de vejiga asociado con el

agua clorada parece estar influenciado por la exposicion directa en la ducha, el
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bafio y la natacion, en lugar de beber el agua y el riesgo puede ser mas alto para
personas que tienen una mutacion en genes de la GST, debido a que esta familia

de genes interviene en el metabolismo de los DBPs (Kogevinas et al., 2010).

En Colombia, la regulacion de los DBPs, se ha establecido siguiendo las
directrices europeas de la organizacion mundial de la salud (OMS), las cuales
establecen estandares legales en el agua para los THM, pero no ha determinado
ningun estandar para los HAAs (OMS, 2004). Los Ministerios de la Proteccion
Social y de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, han establecido un nivel
méaximo aceptable para los THM totales de 0,2mg/L (Art.5 resolucion 2115 de
2007 de Colombia). De este modo sigue existiendo una gran brecha en cuanto a la
falta de estudios que identifiquen los efectos citotdxicos y genotoxicos de los DBPs
emergentes en células humanas, como lo es el IAA, que es considerado uno de
los DBPs mas toxicos segun estudios realizados, en células de ovario de hamster
chino (CHO), S. thipimurion (Zhang, et al., 2010), lineas celulares humanas no
transformadas FHSs, linfoblastomas TK6 y en lineas celulares derivadas del tejido
hepético humano (Liviac et al., 2010, Pals et al., 2011, Zhang et al., 2012). Nuestro
estudio pretende reducir la brecha de conocimiento en cuanto a los mecanismos
de citotoxicidad y genotoxicidad inducidas por el IAA en células humanas, como

los linfocitos de sangre periférica.

En el Cauca se han llevado a cabo pocos estudios referentes a los sub productos
de la desinfeccion del agua, uno de ellos fue realizado por el Grupo de
Investigacion de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca
(Escobar-Hoyos et al.,, 2013). Otro estudio fue el realizado por la planta de
tratamiento de Popayan en mayo del 2011 con ayuda del laboratorio Ivonne
Bernier LTDA, en el cual se determina la concentracion, en el agua potable, de los
THM, mediante un analisis fisicoquimico, en dos plantas de tratamiento (Tablazo y
Tulcan) (Laboratorio IB., 2011). Los resultados mostraron que las concentraciones
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de THM eran menores al valor maximo permitido (0,2mg/L) para Colombia en la
calidad de agua para consumo humano, pero probablemente sobrepasa los
valores establecidos por la agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos

(EPA) para los THM con un valor maximo de 0,08mg/L (Richardson et al., 2002).

Pocos estudios se han realizado para evaluar el efecto genotoxico, lo cual es
importante como prueba de tamizaje para determinar su potencial riesgo en la
salud de personas expuestas. Por lo tanto el presente estudio pretende resolver
las siguientes preguntas: ¢es el acido iodoacético capaz de inducir dafio a nivel
genético en linfocitos humanos de sangre periférica y puede ser este dafio
modulado por el polimorfismo en el gen GSTM1? si es asi ¢son los MN un
biomarcador sensible para evaluar el potencial genotoxico producido por el acido

iodoacético?
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2. JUSTIFICACION

La exposicion a DBPs es una problematica de salud publica mundial, ya que la
formacion de DBPs por la cloracion del agua potable representa un riesgo sobre la
salud de las personas segun lo corroboran diversos estudios tanto en animales
como epidemiolégicos, que muestran las propiedades mutagénicas Yy
carcinogénicas de los subproductos de desinfeccion del agua (Doyle et al., 1997,
Villanueva et al., 2001a, Zhang et al., 2010).

En los estudios que se han realizado con los HAAs se demuestra que estos son
mutagénicos en Salmonella typhimurium, citotéxicos y mutagénicos en células de
ovario de hamster chino (CHO-K1), citotoxicos y genotoxicos tanto en células CHO
AS52 como en células humanas no transformadas FHs, en células humanas TK6
son citotéxicos, teratogénicos pero no clastogénicos. Dentro de los HAAs con una
sustitucién halégena simple (monoHAAS) se encuentran incluidos el 1AA, el acido
bromoacético (BAA) y el acido cloroacético (CAA). El IAA presenta el nivel de
toxicidad mas alto entre los monoHAAS siguiendo este orden: IAA > BAA > CAA
(Pals et al., 2011).

Teniendo en cuenta la falta de estudios sobre el IAA y su interaccion en un
sistema bioldgico como los linfocitos humanos de sangre periférica, el propésito de
esta investigacion a mediano plazo fue evidenciar los efectos citotoxicos y
genotoxicos producidos en células humanas, lo cual puede generar a largo plazo y
con la realizacién de mas estudios, la implementacion de medidas de regulacién

para nuestra region y pais.

El grado de susceptibilidad y la respuesta del organismo a xenobiéticos, esta
influenciada en gran parte por factores genéticos como los polimorfismos en GST,
genes encargados de la detoxificacién en el metabolismo humano. Es de suponer
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que la genotipificacion de los polimorfismos solos o en combinacién, contribuyen a
la identificacion de individuos que son deficientes en la detoxificacion y por lo tanto
mas propensos a sufrir algun tipo de alteracion a nivel genético y/o mutaciones
(Strange et al., 2000). Para determinar si el gen GSTM1 modula la citotoxicidad y
la genotoxicidad del IAA, nuestro trabajo caracteriza la variabilidad que se pueda
presentar en el IDN y la frecuencia de MN respectivamente entre los genotipos
GSTM1+y GSTM1-.

Uno de los sistemas biolégicos mas utilizados, por su facil obtencion mediante
métodos poco invasivos para los individuos donadores, son los linfocitos humanos
de sangre periférica, estos ofrecen grandes ventajas en estudios in vitro porque su
cultivo permite la obtencion de grandes cantidades de células, y ademas, este
sistema bioldgico resulta ser muy sensible en la deteccion de dafio cromosémico,
permitiendo detectar toxicos ambientales con capacidad citotoxica y genotoxica,
por lo cual se ha validado internacionalmente como un sistema biologico efectivo
para el analisis de biomarcadores genotoxicos que predicen riesgo de cancer
(Hagmar et al., 1994). Por esta razdén se escogio este sistema bioldgico para el

desarrollo de este trabajo.

Los biomarcadores citogenéticos han sido ampliamente utilizados en
biomonitoreos de poblaciones expuestas a genotdxicos y para evaluar efectos
primarios de carcindégenos (Norppa, 2004). Uno de los mas usados es la prueba
de micronucleos (MN) en linfocitos humanos, que fue validada a nivel mundial y
considerado como un biomarcador efectivo de dafio en el ADN y de riesgo a
cancer (Bonassi et al., 2006). Con este ensayo es posible medir tanto la pérdida
de cromosomas enteros, como también las rupturas cromosémicas, permitiendo
evaluar tanto el dafio clastogénico como aneugénico producido por la exposicion a
productos quimicos y agentes genotdxicos. La metodologia de MN es simple y

permite una evaluacién rapida de las células, por lo que es un procedimiento
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econdémico para implementarlo a gran escala. Los ensayos de MN sélo pueden ser
eficaces como dosimetria bioldgica cuantitativa si se pueden identificar a las
células que se han dividido después de la exposicion, pues soOlo células

postmitoticas expresan micronucleos (Zalacain et al., 2005).

Por todo lo sustentado anteriormente la realizacion de este proyecto se hace
pertinente y necesaria, para poder evaluar el efecto citotoxico y genotéxico del IAA
en linfocitos humanos de sangre periférica. Con los resultados que se obtengan se
producira conocimiento en cuanto a las propiedades genotoxicas y carcinégenas
de estas sustancias quimicas y los mecanismos celulares que influencian su
toxicidad. Este estudio es viable debido a que se cuenta con la infraestructura
apropiada la cual nos brinda el espacio y los materiales para poder desarrollar el
estudio con toda rigurosidad cientifica, y también se cuenta con las técnicas
previamente estandarizadas, las cuales garantizan llevar a cabo el desarrollo de

esta prueba y cumplir con todos los objetivos planteados.
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3. MARCO TEORICO

3.1 SUBPRODUCTOS DE LA DESINFECCION DEL AGUA

El cloro, uno de los quimicos mas empleados en el proceso de desinfeccion del
agua, se caracteriza por ser altamente reactivo con la materia organica natural del
agua, lo que conlleva a producir cierto tipo de quimicos indeseados conocidos
como DBPs, se han realizado diversos estudios epidemiologicos en los cuales se
asocian estos compuestos con diferentes patologias principalmente con el cancer
de diversos tipos y con algunos efectos adversos en neonatos de madres
expuestas, concluyendo asi que estos subproductos presentan propiedades tanto

mutagénicas como carcinogénicas (Villanueva et al., 2001b).

Dentro de los DBPs podemos encontrar los THM, HAAs, HAN y MX, de estos
productos quimicos, los THM y los HAAs son los mas habituales en el agua
potable clorada. Otros subproductos, como los HAN y el MX, se forman en
cantidades menores durante el proceso de cloracién del agua. Cabe sefalar que
algunos DBPs se encuentran en periodos de regulacion. En general, los DBPs
bromados son mas genotoxicos y cancerigenos que los compuestos clorados y los
DBPs yodados son los mas genotoxicos de todos, pero estos no han sido
estudiados en pruebas de carcinogenicidad (Richardson et al., 2007). Teniendo en
cuenta que cada planta de tratamiento de agua tiene su propio espectro y
distribucion de DBPs, dependiendo de factores como la calidad del agua, pH,
precursores de la materia organica (acidos humicos, falvicos, aminoéacidos), entre
otros (Liviac et al., 2010), y que utilizan otros tipos de desinfectantes para tratar el
agua potable, como el ozono, el dioxido de cloro y la cloramina, normalmente en
combinacion con el cloro, siempre se van a producir los DBPs, variando las
concentraciones con que aparecen, ya que cada desinfectante produce su propio
grupo de subproductos durante el proceso de tratamiento (Rodriguez et al., 2007).

La reaccion que se puede asumir para la produccion de los HAAs es la siguiente:
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Figura 1: Produccién de acidos haloacéticos

Cl— CHCOOH
| +  Ch

—» | — CHCOOH
\ Br— CHCOOH

Acidos humicos Cloro Acidos
o fulvicos haloacéticos

Fuente: Richardson et al., 2007
Los acidos iodados, pertenecientes a los HAAs, son una nueva, y potencialmente
toxicoldgica clase de DBPs, de los cuales se ha identificado una parte, estudios en
los EE.UU identificaron cinco de ellos en el agua potable (Figura 2): IAA, BAA,
acido (2)-3-bromo-3-iodopropenoico, acido (E)-3-bromo-3-iodopropenoico, y acido
(E)-2-iodo-3-methylbutenedioico (Richardson et al., 2007).

Figura 2. Acidos haloacéticos
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Fuente: Richardson et al., 2007
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El IAA es el causante de un dafio a nivel genético en los linfocitos humanos,
debido a la capacidad estimada de los HAAs para atravesar las membranas
celulares con mayor facilidad que otros DBPs, generando especies reactivas de
oxigeno, lo que conlleva a un estrés oxidativo en la célula, el cual esta
directamente involucrado en la induccibn de una mayor genotoxicidad y
mutagenicidad (Cemeli et al., 2006). La formacion de microndcleos inducida por el
IAA y por tanto el dafio genotoxico que se genera, también se puede deber a que
esta familia de acidos (HAAs) son buenos inductores de rupturas en las cadenas
del ADN en células de mamiferos, como también se caracterizan por formar sitios
apurinicos (Plewa, 2004); aparte de estos dafos, pueden inducir mutaciones en
los sitios AT y generar en su gran mayoria sustituciones de bases que son
transiciones de GC a AT (Richardson et al., 2007). Estudios recientes indican que
el IAA interviene en el ciclo de la glucolisis inhibiendo la enzima gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) ocasionando un incremento de la citotoxicidad y
genotoxicidad (Pals et al., 2011).

3.2 METABOLISMO Y BIOTRANSFORMACION DE XENOBIOTICOS

Un proceso bioldgico adquirido en el transcurso de la evolucion por el ser humano,
es el de metabolizar compuestos en el organismo, facilitando asi su activacion y
también su eliminacion. Estos compuestos también llamados xenobioticos (XB), se
pueden encontrar en los alimentos, drogas y el medio ambiente, donde si la
concentracion de cualquier xenobibtico resulta ser téxica para el organismo,
inevitablemente conllevara a un riesgo para las funciones de las biomoléculas que
actuan en su entorno, pudiendo alterar el correcto funcionamiento de un organo,
tejido, sistema, etc., e interferir en las reacciones bioquimicas (Castell, 2004). El
proceso de biotransformacion se subdivide en: la Fase | la cual engloba procesos
guimicos de distinta naturaleza (oxidacion, oxigenacién, reduccién e hidrolisis),
cuyo resultado es la modificaciéon quimica de las moléculas con la aparicion de

nuevos grupos funcionales. Reacciones de conjugacion se dan en la Fase Il
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(glucuronidacién, sulfonacion y conjugacion con GSH), donde los XBs polares, son
conjugados con sustancias endogenas hidrofilicas. Estas reacciones enziméaticas
estan encaminadas a aumentar aiin mas la hidrosolubilidad de sus sustratos y por

lo tanto hacerlos mas facilmente excretables por el organismo (Del Arco, 1997).

3.3 GLUTATION S-TRANSFERASA

Glutation S -transferasa (GST), constituye una superfamilia de enzimas ubicuas y
multifuncionales, que desempefian un papel fundamental en la detoxificacion
celular, metabolizando xenobidticos en la fase Il y protegiendo macromoléculas de
los ataques por reactivos electrofilicos (Buchard et al., 2007). La GST cataliza la
conjugacion del tripéptido glutation (GSH) a una amplia variedad de productos
quimicos exdgenos y endogenos con grupos funcionales electrofilicos (por
ejemplo, productos de estrés oxidativo, los contaminantes ambientales vy
sustancias cancerigenas), neutralizando sus sitios  electrofilicos, 'y
transformandolos en productos mas solubles en agua. Sobre la base de
homologia de secuencias y de reactividad cruzada inmunologica, GST citosolicas
en humanos han sido agrupadas en siete familias, designadas como GST Alpha,
Mu, Pi, Sigma, Omega, Theta y Zeta (Parl, 2005).

En vista de la importancia de la GST en la desintoxicacién celular de sustancias
cancerigenas, las variantes genéticas de GST han llamado la atencién de los
epidemidlogos en relacion con el riesgo de cancer. Es asi como nos centramos en
estudiar un polimorfismo presente en la subfamilia Mu correspondiente al gen
GSTML. Las frecuencias de las deleciones varian entre poblaciones, alrededor del
50% de los caucéasicos son homocigotos para el alelo GSTM1 nulo, GSTM1*0
(Strange et al., 2000). En los ultimos afios, se han investigado los efectos de las
variantes genéticas del gen GSTM1 en relacion con diversos factores,
especialmente la susceptibilidad al cancer y la efectividad en su tratamiento
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(Buchard et al., 2007). Estudios basados en los polimorfismos de la familia GST,
estan principalmente relacionados con el cancer de vejiga tras la exposicion a los
DBPs (Cantor et al., 2006).

3.4 INDICE DE DIVISION NUCLEAR (IDN)

La determinacion de IDN y la proporcién de células que sufren necrosis y
apoptosis, proporcionan informacion importante sobre las propiedades citostaticas
y citotoxicas del agente que esta siendo evaluado. En los linfocitos humanos, el
IDN también proporciona una medida de la respuesta mitdbgena, que es un
biomarcador util relacionado con la exposicién genotoéxica. El IDN proporciona una
medida de proliferacién de células viables. Por lo tanto, es un indicador de efectos
citostaticos (Fenech, 2007).

3.5 ENSAYO DE MICRONUCLEOS

Los micronucleos se forman a partir de fragmentos de cromosomas 0 cromosomas
completos rezagados, que no estan incluidos en los nucleos principales de las
células hijas durante la division nuclear (Figura 3 y 4). Por lo tanto, los MN
proporcionan una medida de rupturas cromosomicas y la pérdida de los
cromosomas (Fenech et al., 1999). El uso del recuento de MN como medida de
dafio cromosomico sobre cultivos de linfocitos humanos fue propuesto por primera
vez por Countryman y Heddle en 1976, cuyo Unico requisito era la eleccion de
tipos celulares con gran actividad mitética. Mas tarde, en 1985, el ensayo de
genotoxicidad fue mejorado por Fenech y Morley, quienes consiguieron bloquear
el proceso de division celular con citocalasina B, para observar células con MN

formadas durante el primer ciclo de division celular (Fenech, 1993).
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La prueba de Mn en linfocitos humanos de sangre periférica permite medir tanto la
pérdida del cromosoma entero como también las rupturas cromosémicas, los
cuales permiten evaluar el dafo clastogénico como aneugénico producido por la
exposicion a productos quimicos y agentes genotoxicos. La metodologia de MN es
simple y permite una evaluacion rapida de las células, por lo que es un
procedimiento econdmico para implementarlo a gran escala. El afio 1999 fue
crucial para el ensayo de MN, ya que la sensibilidad de la técnica fue validada a
nivel mundial y considerada como un biomarcador efectivo de dafio en el ADN
debido en gran parte a que se reconocieron los factores que influian en la
frecuencia de MN tales como edad, género, consumo de drogas, agentes
quimicos genotoxicos, etc. y debido a que esta prueba permitia ser reproducible
en diferentes laboratorios sin una variabilidad significativa. Para la validacion se
cre6 el programa internacional de microntcleos humanos (HUMN: HUman
MicroNucleus Project), liderado por Michael Fenech y Stefano Bonassi con el fin
de recopilar las frecuencias basales de MN obtenidas en diferentes laboratorios y

poblaciones del mundo (Zalacain et al., 2005).

Figura 3. Formacion de MN

©@®@

Fuente: Fenech et al., 1999
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Figura 4. Posibles mecanismos de formacién de los MN
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4. ANTECEDENTES

La exposicion a los subproductos de la desinfeccion (DBPs) en el agua potable se
ha asociado con el riesgo de cancer de vejiga y colorrectal (Kogevinas et al.,
2010). En algunos estudios realizados, se observé su capacidad genotdxica de
ciertos HAAs, entre los cuales se encontraban el IAA, BAA, acido dibromoacético
(DBAA), acido tribromoacético (TBAA), y el CAA. En general, los cinco fueron
mutagénicos en Salmonella e indujeron dafio en el ADN (ensayo SCGE) de
células CHO, en ausencia de S9. Ademas, el IAA indujo alteraciones
cromosomicas en ceélulas de mamiferos in vitro (Plewa et al., 2004, Richardson et
al., 2007).

En un ensayo se determind la toxicidad del IAA con y sin anti oxidantes (catalasa y
el hidroxianisol butilado (BHA)) en Salmonella typhimurium cepa TA100, y con
ovario de hamster chino (CHO). Ni la catalasa, ni el BHA disminuyeron el nivel de
citotoxicidad inducida por el IAA en S. typhimurium, ni en las células CHO. Sin
embargo, en S. typhimurium, el BHA y la catalasa disminuyeron la mutagenicidad
del IAA en un 33,5 y 26,8%, respectivamente. Asimismo, el BHA y la catalasa
disminuyeron el dafio gendmico del ADN inducido por el IAA en un 86,5y 42%,
respectivamente. Concluyendo que el estrés oxidativo esta involucrado en la
induccidn de genotoxicidad y mutagenicidad por el IAA (Cemeli et al., 2006).

Un ensayo de genotoxicidad realizado con tres acidos monoHAAs (IAA, BAA,
CAA) en células TK6, usando como biomarcador el ensayo de MN con bloqueo de
citocinesis para evaluar la induccién del dafio cromosdmico, la citotoxicidad y los
efectos clastogénicos y aneugénicos, encontré que ninguno de los tres HAAs
incrementa significativamente la frecuencia de MN en células binucleadas TKG6,

pero si se observl una diferencia significativa en la citotoxicidad inducida por el
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IAA, clasificado como el mas citotoxico de los tres acidos monoHAAs evaluados
(Liviac et al., 2010).

En estudios recientes se examinaron los efectos citotoxicos y genotoxicos de seis
HAAs comunes, mediante un ensayo de citotoxicidad y una mutacién en el gen
HGPRT (hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa) en células CHO-K1. Los
resultados obtenidos permitieron clasificar segun su nivel de toxicidad a los seis
HAAs, en el siguiente orden descendente: IAA> BAA> DBAA> CAA> acido
dicloroacético (DCAA)> Acido tricloroacético (TCAA), y segln su potencial
mutagénico fueron clasificados de la siguiente manera: IAA> DBAA> BAA> CAA>
DCAA> TCAA. Ademas, permitieron determinar que la toxicidad del IAA es 1040
veces mayor que la del TCAA, que todos los HAAs, excepto TCAA mostraron ser
mutagénicos en células CHO-K1 y que hubo una correlacion estadisticamente
significativa entre la citotoxicidad y mutagenicidad de los HAAs en células CHO-K1
(Zhang et al., 2010).

En un ensayo donde se comparo el dafio del DNA producido por 15 DBPs, entre
los cuales se encontraban 4 THMs, 6 HAAs, 3 HANs, 1 MX y 1 Clorohidrato cloral
(CH), en una linea celular derivada del tejido hepatico humano (HepG2) usando el
ensayo cometa, se evidencid que el IAA es el mas genotodxico de los 15 DBPs
evaluados seguido por el BAA (Zhang et al., 2012). Este ensayo también permitié
establecer la sensibilidad que presenta el ensayo cometa para determinar el dafo
genotoxico en esta linea celular y lograr determinar que los DBPs iodados son
mas genotdxicos que los bromados y mucho mas que los clorados (Zhang et al.,
2012).

Un estudio realizado en linfocitos humanos primarios polimorficos para los genes
de la reparacién del ADN XRCC1** y XRCC3%**, donde se evalué el efecto
genotoxico y clastogénico de tres monoHAAs, CAA, BAA y IAA, mostré una
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actividad citotéxica y genotoxica en el siguiente orden: IAA > BAA >> CAA. Con
respecto a la cinética de reparacion del dafio en el ADN, causada por los tres
monoHAAs, los resultados mostraron que el 50% del dafio en el ADN es reparado
en las primeras 6 h de recuperacion liquida, no incrementada después de las 24 h
de recuperacion. Adicionalmente hubo un incremento en la frecuencia de
alteraciones cromosémicas indicando el efecto clastogénico producidos por estos

compuestos a diferentes concentraciones (Escobar-Hoyos et al., 2013).

Estudios epidemioldgicos realizados con nadadores en piscinas cubiertas, dio
como resultado un mayor riesgo de desarrollar cancer de vejiga entre los sujetos
gue asisten a las piscinas en relacion con los que no asisten, observando asi, que
después de la natacion la concentracion total de THM en el aire espirado fue siete
veces mayor que antes de nadar. También se ha observado que la frecuencia de
micronucleos en linfocitos y en células exfoliadas de vejiga después de nadar es
proporcional al aumento en las concentraciones exhaladas de los trihalometanos
bromados. La natacion no se asocié con dafo en el ADN detectable por el ensayo
cometa. La mutagenicidad en células exfoliadas de vejiga aumentd
significativamente después de nadar, en asociacion con la mayor concentracion de

bromoformo exhalado (Villanueva et al., 2007, Kogevinas et al., 2010).

Un estudio caso control realizado en Espafa, donde se ha incrementado el riesgo
de cancer de vejiga tras la exposicion a DBPs, investigd los efectos conjuntos
sobre el riesgo de cancer de vejiga y la exposicion a los DBPs relacionandolos con
los polimorfismos de la familia GST, que estan asociados al cancer de vejiga,
sugiriendo que los polimorfismos presentes en esta familia incrementan el riesgo

de padecer cancer de vejiga (Cantor et al., 2006).
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5. OBJETIVO
5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar los efectos citotdxico y genotoxico, inducidos por el acido iodoacético

in vitro en linfocitos humanos de sangre periférica y la modulacion del polimorfismo

del gen del metabolismo GSTML1.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer el efecto citotoxico inducido por el acido iodoacético en linfocitos
humanos de sangre periférica in vitro mediante el indice de Divisién Nuclear
(IDN).

2. Determinar el efecto genotoxico inducido por el acido iodoacético en linfocitos

humanos de sangre periférica in vitro utilizando la prueba de micronucleos.

3. Identificar el efecto modulador del polimorfismo en el gen GSTM1 en la
induccion del dafio citotéxico y genotoxico por el acido iodoacético, en

linfocitos humanos de sangre periférica.
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6. HIPOTESIS

Si las diferentes concentraciones del acido iodoacético, causa efectos citotoxicos y
genotoxicos en linfocitos humanos de sangre periférica, se espera observar una
variacion del rango normal del indice de divisién nuclear (IDN) y de la frecuencia
de micronucleos respectivamente, con relacion al control (H1); de lo contrario el
IDN vy la frecuencia de microndcleos en los cultivos tratados con las diferentes
concentraciones del acido iodoacético, con respecto a los cultivos control, no

presentaran diferencia significativa (HO).

Si el gen GSTM1 tiene efecto modulador de la citotoxicidad y genotoxicidad del
acido iodoaceético, se espera que haya una alteracion del IDN y un incremento
estadisticamente significativo en la frecuencia de micronucleos en el genotipo
mutado (H1); de lo contrario la frecuencia sera igual en los genotipos mutados y

silvestres (HO).
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7. METODOLOGIA

Este estudio es de tipo experimental comparativo in vitro, utilizando como sistema

bioldgico los linfocitos humanos de sangre periférica.

7.1 DONANTES DE SANGRE

Se obtuvo las muestras de sangre de dos individuos saludables, de entre 20 y 25
afios de edad, genotipificados previamente. Para el gen GSTM1 el individuo 1
presenta delecion y el individuo 2 presenta el gen normal. Los individuos
participantes diligenciaron una encuesta para conocer informacién demogréfica,
antecedentes del estilo de vida y de salud. Luego de firmado el consentimiento
informado, se tomaron cinco muestras de sangre de 10 cm?® por individuo,

mediante puncién venosa.

7.2 GENOTIPIFICACION

El ADN se aisl6 de linfocitos humanos de sangre periférica utilizando el kit DNeasy
(Qiagen), posterior a esto se realiz6 una PCRmultiplex para la amplificacion del
gen GSTM1 y del gen CYP1A1l utilizado como control interno de la reaccion. El
producto de amplificacion se observd en un gel de agarosa por electroforesis y la
delecion del gen GSTM1 se detectd por la ausencia de la banda a 215 pares de

bases (pb).

7.3 DISENO EXPERIMENTAL

Cada muestra de sangre, obtenida de los participantes, fue sometida a tres
tratamientos del IAA y a dos controles, cada una con una réplica (tabla 1), para
obtener un total de dos datos por tratamiento de cada genotipo. Esto se considera
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como un experimento total al cual se le realizan 5 repeticiones y asi obtener el
namero de datos adecuado para el analisis estadistico. Las concentraciones de
los tratamientos se establecieron partiendo de un trabajo previo que se realizo en
el Grupo de Investigacion de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca, en el cual se escogieron dos concentraciones (baja y
media) a las cuales el indice mitético de los linfocitos se disminuyo en menos de
un 50% y una concentracion adicional (alta) a la cual el indice mitético se redujo
en mas del 50% (Escobar-Hoyos et al., 2013).

Tabla 1. Disefio experimental.

. No. de células No. de células
Subgrupos  Concentraciones

Grupos . pararegistro pararegistro
tratamientos (mM) de MN de IDN
RPMI completo 0
Control negativo sin SBF
Baja 0,0025
Acido :
lodoacético Media 0,045 2000 1000
Alta 0,183
Etil Metano
Control positivo Sulfonato 2,26
(EMS)

7.4 ENSAYO DE MICRONUCLEOS

Para determinar la genotoxicidad se utilizé como biomarcador la frecuencia de
micronucleos (MN) la cual se obtiene registrando el nUmero de células, que hayan
pasado por mas de un ciclo de division celular (binucleadas) con micronucleos, en

un total de 2000 células binucleadas (Bonassi et al., 2006).
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7.4.1 Cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica

En condiciones estériles dentro de la camara de flujo laminar, se realizo la
siembra de linfocitos humanos de sangre periférica en tubos falcon estériles con
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal, 1% de
antibiético (estreptomicina - penicilina) y 1% de L-glutamina. Se adicionaron 4.5 ml
del medio de cultivo RPMI 1640 completo en tubos falcén de 15ml, se adiciono 8
gotas de sangre al medio completo, y los linfocitos fueron estimulados con 0.1 ml
de Fitohemaglutinina. Se incubaron los cultivos a 37°C por 24 horas y transcurrido
este tiempo se inicid el tratamiento agudo (4 horas) en el cual se aplicé cada una
de las concentraciones del IAA. Luego de 44 horas de iniciada la incubacion se
adicionaron 0.1 ml de Citocalasina B a una concentracion final de 3ug/ml y a las

72 horas se realiz6 la respectiva cosecha (figura 5).

Figura 5. Linea de tiempo del protocolo de micronucleos con DBPs
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Medio completo medio en incubadora, veces PBS esteril,
lavar 1 vez - PBS esteril recultivar en el medic

completo almacenado

Tratamiento en medio
completo sin SFB

7.4.2 Tratamiento agudo con IAA

Transcurrida las 24 horas de incubacion, se centrifugo los tubos a 1000 rpm por 10
minutos, se retird el medio sobrenadante y se depositdé en un tubo nuevo estéril

para ser almacenado a 37°C. Se adicion6é 5ml de PBS estéril a cada tubo y se
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resuspendié hasta desprender cada boton, se centrifugd los tubos a 1000 rpm por
10 minutos y se descartd el sobrenadante. Se adicion6 4.2ml de medio completo
sin SBF y 0,8ml de cada tratamiento. Los cultivos fueron tratados con 3
concentraciones del IAA: baja 0,0025, media 0,045 mM y alta 0,183 mM, las
cuales fueron estandarizadas y establecidas en el ensayo de alteraciones
cromosomicas realizado por el Grupo de Investigacién de Toxicologia Genética y
Citogenética (Escobar-Hoyos et al 2013.). Los cultivos se incubaron a 37°C por 4
horas. Luego de transcurrido el tiempo del tratamiento agudo se centrifugé a 1000
rpm por 10 minutos, se descartd el sobrenadante y se desprendio el botén. Se
adicion6 5ml de PBS estéril y se centrifugd a 1000 rpm por 10 minutos. Se
realizaron dos lavados mas con PBS y en el ultimo lavado se dejo so6lo el botén
celular, para agregarle el medio almacenado anteriormente. Se dejo incubar por
16 horas més y se adiciono la Citocalasina B. luego de 72 horas de iniciada la

incubacioén de los cultivos, se realiz6 la cosecha.

7.4.3 Cosecha de linfocitos tratados con I1AA

Luego de 72 horas de la siembra de los linfocitos humanos de sangre periférica se
realizd la cosecha. Los cultivos son llevados a centrifugacion a una velocidad de
1000 rpm durante 8 minutos, posterior a esto se descarta el sobrenadante y se
adiciona solucion hipotonica (0,075M KCI) por 3 min, se pre-fij6 adicionando
metanol y acido acético con una relacion 3 a 1 (carnoy), se llevan a centrifugacion
nuevamente a 1000 rpm durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y se agrego
5 mL de carnoy este Uultimo paso se realiz6 tres veces mas. Se procedio a gotear
en placas frias para obtener un buen extendido celular. Se dejaron secar las
placas goteadas a temperatura ambiente y posteriormente fueron tefiidas en una
solucién de Giemsa al 10% durante 7 min. La evaluacion microscopica se realizd
en 2000 células binucleadas para cada concentracién en placas codificadas, y se

contd el numero total de MN y la frecuencia de células con MN.
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7.4.4 indice de division nuclear (IDN)

El IDN se utilizo para determinar la citotoxicidad del IAA y se calculé de acuerdo al
método de Eastmond y Tucker (1989). Se determiné un namero de 1000 células
viables para reportar la frecuencia de células mononucleadas (M;) que
representan a las células que no se han divido en el cultivo y las células
binucleadas (M), células trinucleadas (Ms), tetra o polinucleadas (M4) que son
aguellas que se han dividido mas de una vez en el tiempo de cultivo, permitiendo

establecer un indice de proliferacion. La férmula es:

IDN = (M]_ + 2M;, + 3Ms+ 4|V|4) I'N

Donde, N es el numero total de células viables (con exclusién de células en

necrosis y apoptosis).

7.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el programa SPSS 11.5 para el analisis del ajuste a la distribucion
normal y homogeneidad de varianzas de los datos registrados para el IDN y la
frecuencia de MN con relacién a las concentraciones del IAA. Se utilizo la prueba
de Shapiro-Wilk (p > 0,05) la cual mostro que los datos se ajustan a la distribucién
normal, y por lo tanto se aplicaron pruebas paramétricas. Se realizé un analisis
comparativo con la prueba de ANOVA, complementada con la prueba T3 de
Dunnet, las cuales nos permitieron hacer comparaciones entre tratamientos y
grupos control con un intervalo de confianza del 95% o probabilidad de error del
5%. Para determinar la correlacion existente entre las pruebas de citotoxicidad y
genotoxicidad con las concentraciones del IAA, se utilizo la prueba de asociaon de
Pearson. Para determinar el efecto modulador del gen GSTML1 se utilizé la prueba
de los efectos intersujetos acompafiada de la prueba T3 de Dunnet, para

identificar la diferencia significativa entre cada concentracion.
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8. RESULTADOS

8.1 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

En la tabla 2 se muestran los promedios y la desviacion estandar del IDN
registrados en las cinco repeticiones experimentales, presentan un rango de 1,33
+ 0,003 a 1,11 + 0,01, para el control negativo y las concentraciones del IAA. Los
datos de IDN se ajustaron a la distribucion normal (Shapiro Wilk p > 0,05), por
tanto se realizé un analisis comparativo con la prueba de ANOVA, complementada
con la prueba T3 de Dunnet, las cuales permitieron establecer que si existe
diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) entre los promedios del IDN, y
que estos disminuyen a medida que aumentan las concentraciones del IAA,
mostrando 1,19 veces mas citotoxicidad en la concentracion alta con respecto al

control negativo.

Tabla 2. indice de Division Nuclear en linfocitos humanos de sangre periférica tratados
con IAA (media £ D.S).

Grupos Subgrgpos Concentracién (mM) IDN
tratamiento
Control negativo RPMI completo sin 0 1,33 £ 0,003
SFB
. 0,0025 1,228 + 0,006*
Baja
Acido iodoacético . 0,045 1,174 + 0,009*
Media
*
Alta 0,183 1,117 £ 0,01
Control positivo Etil metano 2,26 1,086 + 0,008*
Sulfonato (EMS)
Total 1,187 £ 0,009
Valor —p 0,001

indice de division nuclear (IDN) = [M1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]/N, donde M1-M4
representan el nimero de células con 1 a 4 ndcleos, contadas en 1000 células viables;
N=nUmero total de viables
* p < 0,05 respecto al control negativo (prueba de ANOVA)
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Mediante la prueba de asociacion de Pearson se identificd una asociacion lineal
negativa, estadisticamente significativa (p=0,001), mostrando un efecto
concentracion-respuesta, en el cual un aumento en la concentracion del 1AA
disminuye el IDN, como se muestra en la figura 6. La relacion de tipo lineal se
describe con la ecuacion: IDN = 1,26-0,857 * [Concentracion IAA]. El coeficiente
de determinaciéon R? = 0,563 indica que la variabilidad en el promedio del IDN

depende en un 56,3% de la variabilidad en las concentraciones del 1AA.

Figura 6. Curva de mejor ajuste que explica la asociacion lineal negativa, de la
citotoxicidad, con un 95% de confianza.
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8.2 ENSAYO DE GENOTOXICIDAD

Los datos del promedio de la frecuencia de MN se ajustaron a la distribucion
normal mediante la prueba de Shapiro Wilk (p > 0,05), por tanto se realiz6 un
analisis comparativo con la prueba de ANOVA, complementada con la prueba T3
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de Dunnet. Estos promedios y su desviacién estandar presentan un rango de
0,0002 * 0,0001 para el control negativo a 0,017 + 0,001 para la concentracion
alta del IAA, y se muestran en la tabla 3. Mediante las cuales se establecié que si
existe una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) y que la
concentracion alta del IAA mostré una actividad genotdxica 85 veces mayor con
respecto al control negativo.

Tabla 3. Frecuencia de MN en linfocitos humanos de sangre periferica tratados con IAA
(media £ D.S).

No. De Frecuencia de MN
Subgrupos  Concentracién células .
Grupos . : en células
tratamiento (mM) binucleadas bi leadas (9
con MN inucleadas (%)
Control — RPMI completo 0 0,2+0,091  0,0002 0,001
negativo sin SFB
Baja 0,0025 6,5+ 0,617* 0,006 + 0,001*
Acido Media 0,045 10,1+0,876* 0,01+ 0,001*
lodoacético
Alta 0,183 16,65 + 1,072* 0,017 + 0,001*
Control positivo Etil metano
Sulfonato 2,26 15,35 + 1,568* 0,015 + 0,002*
(EMS)
Total 9,76 £ 0,740 0,009 + 0,001
valor - p 0,001

Numero de MN fue contado sobre 1000 células BN por tratamiento.
* p < 0,05 respecto al control negativo (prueba de ANOVA)

Se identific6 una asociacion lineal positiva, estadisticamente significativa
(p=0,001), mediante la prueba de asociacion de Pearson, evidenciando un efecto
concentracion-respuesta, lo cual indica que un aumento en la concentracion del

IAA incrementa la frecuencia de MN como se muestra en la figura 7. La relacién
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de tipo lineal se describe con la ecuacion. Frec. MN= 0,004+0,072*[Concentracién
IAA]. El coeficiente de determinaciéon R? =0,613 indica que la variabilidad en el
promedio de la frecuencia de MN depende en un 61,3% de la variabilidad en las

concentraciones del 1AA.

Figura 7. Curva de mejor ajuste que explica la asociacion lineal positiva, de la

genotoxicidad, con un 95% de confianza.
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8.3 MODULACION DEL POLIMORFISMO EN EL GEN GSTM1 SOBRE EL
EFECTO CITOTOXICO Y GENOTOXICO EN LINFOCITOS HUMANOS DE
SANGRE PERIFERICA

8.3.1 Modulacion del polimorfismo en el gen GSTM1 sobre el efecto
citotoxico. Al evaluar la modulacion del polimorfismo del gen GSTM1 en el efecto

citotoxico del IAA, se observd que el IDN de los linfocitos con genotipo GSTM1+
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no difiere de los linfocitos con el genotipo GSTM1- para ninguna concentracion del
IAA (p=0,564) (tabla 4 y figura 8).

Tabla 4. indice de division nuclear en linfocitos humanos de sangre periférica con

relacién a los genotipos GSTM1 tratados con IAA (media £ D.S).

Subgrupos Concentracién IDN

Grupos tratamiento (mM)

GSTM1 - GSTM1+

RPMI completo sin

Control negativo SER 0 1,3299+ 0,01 1,3304 +0,02
Acid Baja 0,0025 1,2252 + 0,035 1,231+ 0,024
cido .

lodoacético Media 0,045 1,196 + 0,039 1,153 + 0,018
Alta 0,183 1,1223 + 0,062 1,113 +0,018

Control positivo Etil metano 2,26 1,0734+ 0,043 1,1+ 0,024

Sulfonato (EMS)
valor - p 0,564*

*p > 0,05 entre GSTM1- y el GSTM1+ (prueba de los efectos inter - sujetos)

Figura 8. Modulacion del gen GSTML1 sobre el efecto citotoxico en linfocitos de sangre

periférica tratados con I1AA.
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8.3.2 Modulacion del polimorfismo en el gen GSTM1 sobre el efecto

genotoxico. Al evaluar la modulacion del polimorfismo del gen GSTM1 con el

efecto genotoxico en los cultivos tratados con IAA, se observo que el genotipo

GSTML1- presentd una frecuencia de MN superior a la del genotipo GSTM1+ con

una diferencia estadisticamente significativa (p=0,001) (Tabla 5). La figura 9

muestra que realmente hay una diferencia estadisticamente significativa a partir de

la concentracion media.

Tabla 5. Frecuencia de MN en linfocitos humanos de sangre periférica y su relacién con

los genotipos GSTM1 (media + D.S).

Concentracion

Frecuencia de MN

Grupos Subgrupos tratamiento (mM)
GSTM1 - GSTM1+
Control RPMI completo sin SFB 0 0,0002 0,001 0,0002 + 0,001
negativo
Baja 0,0025 0,008 0,003 0,005 + 0,001
Acido
: 13+ + 1
- doacético Media 0,045 0,013 +0,004 0,007 + 0,00
Alta 0,183 0,203+0,004 0,013 + 0,002
i + +
Control positivo Etil metano Sulfonato 226 0,204 +0,006 0,01 +0,003

(EMS)

valor - p

0,001*

*p < 0,05 entre GSTM1+ y GSTM1-. (Prueba de los efectos inter-sujetos)
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Figura 9. Modulacion del gen GSTML1 sobre el efecto genotdxico en linfocitos de sangre

periférica tratados con IAA.
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Figura 10. Registro fotografico de linfocitos humanos con bloqueo de la citocinesis,
observados al microscopio 6ptico (100X). (A) célula mononucleada, (B) célula binucleada,
(C) célula trinucleada, (D) célula tetranucleada, (E) y (F) células binucleadas con

microntcleo.
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9. DISCUSION

La desinfeccién quimica del agua representa uno de los mayores logros en la
salud publica, a pesar de esto, se han generado dafos colaterales causados por la
formacioén de los DBPs (Richardson et al., 2007). Diferentes estudios muestran
una asociacion entre estos compuestos quimicos y su potencial para desarrollar
diversas patologias como: cancer de vejiga y colorrectal ademas de efectos
adversos a nivel reproductivo y en el desarrollo del feto (Cantor et al., 1998). El
IAA es uno de los DBPs mas citotdxicos y genotoxicos en diferentes lineas
celulares, tales como: Bacterias (Salmonella thypimuriun), células CHO, linfocitos
primarios y en la linea celular HepG2, derivada del tejido hepatico humano. (Liviac
et al., 2010, Zhang et al., 2010, Pals et al., 2011, Escobar-Hoyos et al., 2013). La
mayoria de estudios realizados se han centrado en determinar el potencial
citotoxico y genotoxico de aquellos DBPs que han podido ser facilmente
cuantificados en el agua como los THMs, y aunque los HAAs se encuentran en
menor concentracion, se sabe que generan igual o mayor dafio a nivel celular
como se evidencian en estudios tanto in vivo como in vitro (Richardson et al.,
2007). El IAA actualmente no se encuentra regulado por ninguna de las agencias
gubernamentales a nivel mundial, por lo que es necesario ampliar el conocimiento
sobre el mecanismo de toxicidad celular del IAA en linfocitos humanos de sangre
periférica, para que se disminuya la amenaza de dafios citotoxicos y genotdxicos

inducidos por los DBPs en humanos.

El ensayo de MN con bloqueo de citocinesis usando citocalasina-B (inhibe la
polimerizacion de actina impidiendo la citocinesis), permite realizar una evaluacién
rapida de los linfocitos humanos de sangre periférica, para determinar el dafio
inducido por el IAA en el ADN. Ademas, identifica las células que se han dividido
después de la exposicion a este agente toxico, porque una vez estas han pasado
por un ciclo de division celular pueden expresar micronucleos (Fenech 1993). Los

micronucleos son material genético no incorporado a las células hijas durante la
45



divisién celular, causados por un reparto del material genético no equitativo. Esto
se puede generar por la exposicibn a agentes genotoxicos como los DBPs
(Zalacain et al. 2005). También permite evaluar, no sélo la inestabilidad
cromosomal, sino también el estado de division celular, reflejado en el nimero de
nacleos presentes (mononucleadas, binucleadas, y células multinucleadas)
permitiendo asi determinar el IDN (Donmez-Altuntas and Bitgen, 2012). Por lo
tanto este ensayo es mas exacto, sensible y econdmico en comparaciéon con
meétodos convencionales que no distinguen entre células divididas y no divididas
(Fenech 1993, Zalacain et al. 2005, Fenech, 2007).

Unas de las ventajas de utilizar el ensayo de MN in vitro, es que permite tener total
control de las variables a analizar, tales como las concentraciones del IAA y el
tiempo de exposicion, ademas esta prueba proporciona informacion objetiva sobre
el mecanismo de accion de un producto o de una sustancia lo que la convierte en
un primer paso para evaluar el potencial mutagénico de los compuestos quimicos,

como el IAA, en corto tiempo. (Eisenbrand et al., 2002).

9.1 EFECTO CITOTOXICO

El indice de division nuclear (IDN) es un biomarcador ampliamente usado para
determinar el potencial citostatico y citotoxico causado por agentes toxicos
(Fenech et al., 1999, Bonassi et al., 2001). Esta actividad o efecto citostatico es
inducida por sustancias que causan dafio celular y evitan especialmente la
proliferacion de células de crecimiento rapido, como las células sanguineas,
digestivas y sexuales, teniendo como resultado efectos toxicos adversos (Isabel
2003).

En nuestro estudio se encontré una asociacion concentracion-respuesta inversa,

entre las concentraciones del IAA y el IDN, con respecto al control negativo, con
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una diferencia estadisticamente significativa de p=0,001, ya que al aumentar las
concentraciones del IAA se disminuyé el valor del IDN que va desde 1,33 (control
negativo) hasta llegar a un valor de 1,11 (para la concentracion alta), muy cercano
al valor mas bajo posible registrado para el IDN que es de 1,0, el cual se origina
cuando todas las células viables no se han logrado dividir (Fenech 2007). Esta
disminucién en el IDN demuestra que el IAA presenta una actividad citotoxica
sobre los linfocitos humanos de sangre periférica, pudiendo alterar la cinética de
proliferacion celular, como lo hacen otros HAAs, asi lo demuestra un estudio
realizado por plewa (2002) en el cual los HAAs bromados y clorados, en células
CHO, mostraron la capacidad de disminuir la densidad celular después de las 72h
de crecimiento, interrumpiendo el ciclo celular o generando un retraso en el
crecimiento celular, sin conllevar a una muerte celular (Plewa et al., 2002, Hebert
et al., 2010). Es de tener en cuenta que el IAA a una concentracion de 5 uM,
resulta ser el mas citotoxico en células TK6 con respecto al BAA y al CAA,
indicando una actividad citotoxica expresada en el siguiente orden: IAA> BAA>>
CAA (Richardson et al. 2007, Liviac et al., 2010). También se conocen estudios en
S. typhimurium donde el I1AA fue 2,9 y 53,5 veces mas citotdéxico que el BAA y el
CAA respectivamente, y una tendencia similar se encontré en células CHO, en el
cual el IAA fue 3,2 y 287,5 veces mas potente que el BAA y el CAA

respectivamente (Plewa et al., 2004).

Nuestros resultados concuerdan con un estudio in vitro realizado en linfocitos
humanos tratados con el formaldehido, subproducto de la desinfeccién del agua
no halogenado perteneciente al grupo de los aldehidos (Krasner, 1999), en el cual
se observo, a concentraciones superiores de 250 pM (0,25mM), un efecto
citotoxico, medido como una reducciéon en el IDN que va desde 1,6 a 1,1 (Schmid
and Speit, 2006).
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Esta reduccién en el IDN también se puede manifestar como consecuencia de la
alta genotoxicidad ya que las exposiciones continuas a sustancias toxicas, como lo
podria ser el IAA, y a niveles bajos, puede producir una respuesta adaptativa
evidenciada en un incremento de sensibilidad a la apoptosis y/o un retraso mas
extendido del ciclo celular, esto puede ser debido a que las células con dafio
celular retrasan el ciclo celular para dar tiempo a reparar el dafo inducido
inicialmente y evitar asi la fijacion de las mutaciones durante la replicacion del
ADN (Bustillos et al, 2012).

En funcién al nimero de atomos halégenos asociados a los HAAs, estos tienen un
impacto directo sobre los efectos celulares in vitro, ya que los monoHAAs como el
IAA tienden a presentar una actividad citotoxica mas elevada con respecto a los
HAAs con mas de un atomo halégeno, debido a que los valores del pKa de los
acidos mono a tri van de un rango de 3,5 a 1, incrementando el nivel de ionizacién
(valores de pKa bajos) lo cual se manifiesta como una reduccion en la habilidad de
los HAAs para atravesar las membranas celulares. Como se demostré en un
estudio en células CHO donde el CAA fue 12 y 19 veces mas citotdéxico que el
DCAA Yy el TCAA, respectivamente (Plewa et al., 2002).

9.2 EFECTO GENOTOXICO

Los ensayos de genotoxicidad proporcionan datos confiables y eficaces en la
evaluacion de cambios en el material genético, como resultado de la exposicion a
agentes con potencial genotoxico en sistemas in vitro, evidenciando las
alteraciones en el material genético y progresién de enfermedades como el cancer
(Donmez-Altuntas et al, 2012). En los sistemas biolégicos en los que se ha
evaluado la actividad genotoxica de los DBPs, estos compuestos han inducido en
bacterias mutaciones y dafios en el ADN en células de mamiferos, provocando la

formacion de micronucleos tanto “in vivo” como “in vitro” (Richardson et al. 2007).
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Otros estudios realizados en Salmonella TA100, en los cuales comparaban
diferentes HAAs, entre ellos el IAA, encontraron que este induce 14,129
reversiones/umol (Richardson et al. 2007). Al comparar el potencial de
mutagenicidad y genotoxicidad en general del IAA con otros acidos haloaceéticos,
se obtuvo que en condiciones de preincubacion, el IAA es mas mutagénico en
TA100 que el BAA o el CAA (2,6 veces y 523,3 veces, respectivamente). El IAA
fue 2,0 veces mas genotoxico que el BAA y 47,2 veces mas genotdxico que el
CAA en células CHO (Richardson et al. 2007). En un estudio realizado en
linfocitos humanos de sangre periférica se determind que el IAA es 32 veces mas
genotoxico que el CAA, ya que el IAA a una concentracion de 45uM induce un
aumento en la frecuencia de ACs, mientras que para generar el mismo dafio con

el CAA se requiere de una concentracion de 1470uM (Escobar-Hoyos et al., 2013).

Para la familia de los HAAs, la Agencia Internacional de Investigacién del Cancer
(IARC), en la evaluacion general de carcindbgenos para humanos, agrup6 al DCAA,
al acido bromocloroacético (BCAA) y al DBAA como posibles cancerigenos para
los seres humanos (Grupo 2B), y no presenta clasificacion para el TCAA (Grupo
3), ya que la informacién cientifica disponible indica que no es posible clasificarlo
como un agente cancerigeno (IARC, 2004). La EPA ha clasificado a algunos
HAAs, con pruebas suficientes a partir de estudios en animales, pero con falta de
informacion al DCAA como un probable carcinbgeno en humanos (Grupo B2), y al
TCAA como un posible carcinégeno en humanos (Grupo C) (USEPA, 2004). Es de
tener en cuenta que el IAA, que aun no se encuentra regulado ni clasificado por
ninguna de las anteriores agencias, ha demostrado tener un mayor potencial de
toxicidad con respecto a los HAAs mencionados anteriormente (Zhang et al., 2010,
Zhang et al., 2012).

El presente estudio demuestra que la frecuencia de MN de las tres
concentraciones del IAA (tabla 3), difieren significativamente de la frecuencia
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registrada en el control negativo, lo cual evidencia claramente el potencial
genotoxico del IAA en linfocitos humanos de sangre periférica. Al comparar la
frecuencia de MN registrada en los linfocitos tratados con el IAA y la frecuencia
basal de MN 1.5 £ 1.7 MN/1000 células BN reportado para individuos sanos, no
expuestos a agentes genotdxicos en un estudio caso control (Murgia et al., 2008),
se encontrd que la frecuencia de MN reportada para las tres concentraciones del
IAA superan esta frecuencia basal, lo que corrobora el potencial genotoxico del
IAA en linfocitos humanos de sangre periférica. Asi mismo un estudio reciente
mediante el ensayo cometa, reportd que la actividad genotdxica generada por el
IAA en linfocitos humanos primarios, se evidencia a concentraciones superiores a
10,43 uM (0,01043mM) (Escobar-Hoyos et al., 2013), lo cual demuestra que el
ensayo de micronucleos es un biomarcador sensible para evaluar el potencial

genotoxico inducido por el IAA.

El IAA presenta un atomo halégeno, por lo que su nimero de pKa es elevado,
facilitandole atravesar las membranas celulares, asi lo corrobora un estudio en el
cual se demostro que la familia de los HAAs atraviesan las membranas celulares
con mayor facilidad que otros DBPs (Richarson, 2007), esta caracteristica permite
gue el IAA altere funciones celulares como la glucolisis, inhibiendo de forma
irreversible la gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (GAPDH), enzima
necesaria en el metabolismo de la glucosa y en la produccion de piruvato. La falta
de piruvato en la célula conlleva a una interrupcion de la cadena de transporte de
electrones en presencia de oxigeno y un aumento excesivo en la produccion de

especies reactivas de oxigeno (EROs) (Cemeli et al. 2006, Pals et al., 2011).

Las EROs aumentan el estrés oxidativo celular y estan directamente involucradas
en la induccidon de genotoxicidad y mutagenicidad, debido a que son especies
guimicas altamente inestables que pueden interactuar con macromoléculas como

el ADN, mediante la escisién oxidativa de la columna azUcar-fosfato, asi como la
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oxidacion de los residuos de purina/pirimidina (Hei and Filipic, 2004). Las EROs
constituyen un factor importante en la disminucion de la produccion intracelular de
ATP, que en ultima instancia induce muerte celular y disfuncion mitocondrial (Suna
et al., 2009, Pals et al., 2011).

Ademas el IAA puede generar dafio a nivel genético en los linfocitos humanos ya
gue tiene la capacidad para inducir sitios apurinicos y rupturas en las hebras del
ADN en células de mamiferos, sugiriendo que el IAA es el causante de
alteraciones durante la replicacién y posterior division del ADN en el proceso de
division celular, lo que conlleva a la perdida, bien sea, de fragmentos
cromosomicos 0 cromosomas enteros, haciendo que el reparto del material
genético no sea equitativo en los nucleos obteniendo como resultado, la formacién
de MN (Plewa 2004., Zalacain et al., 2005.).

Adicionalmente se sabe que los HAAs inducen mutaciones en los sitios AT y
sustituciones de bases, en su mayoria transiciones de GC a AT, que al no ser
reparados correctamente por la célula, generan inestabilidad genética que en
periodos prolongados pueden manifestarse en patologias como el cancer
(Richardson, et al. 2007).

Otra consecuencia de la inhibicion del GAPDH causada por el IAA es la alteracion
de funciones vitales para la célula, tales como fusibn de membranas, agrupaciéon
de microtubulos, exportacion del ARN nuclear, mantenimiento de la estructura de
los teldmeros, replicacion y reparacion del ADN, lo cual explica aun mas el
potencial del IAA para ejercer efecto genotoxico sobre los linfocitos humanos de

sangre periférica (Sirover, 1999, Sirover, 2005).
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9.3 MODULACION DEL GEN GSTM1

Los genes de la familia Glutation S-transferasa, presentan los polimorfismos
funcionales mas estudiados, entre los cuales se encuentra el gen GSTMI,
involucrado en la detoxificacién de una gran cantidad de sustancias téxicas, como
lo pueden ser los HAAs. Los polimorfismos que presenta los genes de esta familia
son de gran importancia en la investigacion por su posible interaccion en la
susceptibilidad al cancer (Buchard et al., 2007). Como ya se ha visto los monoHAA
y en especial el IAA son grandes generadores de estrés oxidativo, el cual es
modulado por la Glutation S-transferasa y asociado con la carcinogénesis del
cancer colorrectal, patologia adquirida por la exposicion prolongada a este tipo de
quimicos (Yeh et al., 2010, Kogevinas et al., 2010). Investigaciones previas han
demostrado que las personas con polimorfismo en el gen GSTML1, disminuye la
capacidad de eliminar sustancias cancerigenas o EROS de la exposicion del
medio ambiente exdégeno o enddgeno, que conducen al estrés oxidativo elevado
(Yeh et al., 2010).

Nuestros resultados acerca de la interaccion del polimorfismo del gen GSTM1 en
la induccion de la citotoxicidad, revelan que este polimorfismo no se asoci6
significativamente (p=0,564) con una disminucién del IDN (tabla 4) ya que como
se observa en la figura 8, no hay diferencias significativas entre los genotipos
silvestre y mutado. Mediante un estudio caso control se determiné que la ausencia
del gen GSTM1 incrementa levemente (0,21 veces) el riesgo de presentar dafo
citotéxico en linfocitos humanos de sangre periférica (Bustillos et al, 2012). Por
tanto, el polimorfismo del gen GSTM1 no presenta una modulacion sobre el efecto
citotoxico en los linfocitos humanos de sangre periférica, tratados con las

concentraciones del IAA evaluadas en este estudio.
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En relacién a la asociacion entre el gen GSTM1 y el efecto genotdéxico medido por
la frecuencia de MN en linfocitos humanos de sangre periférica, nuestros
resultados mostraron una diferencia estadisticamente significativa (p=0,001) entre
el gen GSTM1+ y GSTM1- (tabla 5). Resaltando el incremento de la frecuencia de
MN para el GSTML1-, en las concentraciones media (0,045mM) y alta (0,183mM)
como lo muestra la figura 9. Estudios epidemioldgicos reportan que el genotipo
GSTML1- incrementa significativamente la frecuencia de MN, en linfocitos humanos
de sangre periférica, lo cual podria representar riesgo en el desarrollo de cancer
por deficiencia en el proceso de detoxificacion (Kumar et al., 2011, Leopardi et al.,
2003). También se ha demostrado por medio de un estudio caso control en
linfocitos de sangre periférica, que la ausencia del gen GSTM1 incrementa 1,17

veces mas la probabilidad de presentar dafio cromosomico (Bustillos et al, 2012).

Existen pruebas concluyentes, las cuales demuestran que polimorfismos en los
genes GSTM1, NAT2 y una exposicion prolongada a los DBPs aumentan el riesgo
de desarrollar cancer de vejiga (Villanueva et al., 2001a, Garcia-Closas et al.,
2005). Otro estudio demuestra que individuos con el genotipo GSTM1- presentan
un mayor riesgo de desarrollar diversos tipos de enfermedades neoplasicas,
incluyendo el cancer de vejiga, colorrectal, piel, pulmén y estomago (Losi-
Guembarovski et al., 2002). También se sabe que el GSTM1- esta implicado en la
modificacion del estrés oxidativo (Breton et al.,, 2007, Yeh et al.,, 2010). Sin
embargo un estudio caso control reportd que no hubo una asociacion entre el
cancer de vejiga y el gen GSTM1-, afectada por la exposicion a DBPs
especificamente los THMs (Cantor et al., 2010).

Otros genes como GSTT1, GSTZ1 y CYP2EL, evaluados en un estudio caso-
control, influyen en el metabolismo de carcindgenos presentes en la mezcla de
DBPs en el agua potable, encontrandose interaccion entre los niveles de DBPs y
la presencia de los polimorfismos de estos genes. También se determin6 que el
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gen GSTZ1 transforma varios xenobiéticos y sustratosa -haloacidos (Cantor et al.,
2010). Adicionalmente un estudio en roedores, en el cual se evalud tres HAAs:
DCAA, acido bromocloroacético y el DBAA, obtuvo como resultados que el DCAA
causa cancer de higado y el DBAA es un carcinégeno multisitio (DeAngelo et al.,
1999, Melnick et al., 2007).

Es de tener en cuenta que el cancer es un proceso multifactorial y por lo tanto la
presencia del polimorfismo del gen GSTM1 no siempre es el factor determinante
para que se desarrolle este tipo de patologias, ya que por la presencia de otras
enzimas metabdlicas como el CYP2E1, y demas polimorfismos de la familia GST
como el presente en el gen GSTZ1 también pueden jugar un papel importante en

la detoxificacion de acidos haloacéticos (Cantor et al., 2006, Bustillos et al, 2012).

Nuestros resultados confirman el potencial citotéxico y genotoxico del IAA en
linfocitos humanos de sangre periférica y dan evidencia del riesgo, que puede
presentar la poblacion expuesta, a desarrollar enfermedades como el céncer
colorrectal y de vejiga. Ademas, se pretende estimular la realizacion de mas
estudios con el fin de identificar los tipos de DBPs, el perfil de comportamiento de
estos y la concentracion a la que se presentan en las plantas de tratamiento,
logrando alertar sobre la necesidad de controlar, con medidas de regulacion, a los
DBPs, o cambiar los métodos de desinfeccién del agua en los cuales se disminuya

la produccién de estos compuestos quimicos.
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10. CONCLUSIONES

A partir de los datos generados en este estudio se ha logrado determinar el efecto
citotoxico y genotoxico del IAA en linfocitos humanos de sangre periférica, los
cuales constituyen eventos causales de inestabilidad genética y aumentan el

riesgo a desarrollar cancer.

Se presentd una disminucién en el IDN mostrando que el IAA tiene un efecto
citotoxico en los cultivos in vitro de linfocitos humanos de sangre periférica,
probablemente como consecuencia de una interrupcion en el ciclo celular y en el

retraso del crecimiento celular.

El IAA induce efecto genotoxico en los linfocitos humanos de sangre periférica,
evidenciado en las concentraciones evaluadas en las cuales se presentd un
incremento significativo (p=0.001) en la frecuencia de MN con respecto al control

negativo.

Se determiné que el IDN no esta modulado por la interaccion del polimorfismo del
gen GSTM1, ya que no hubo diferencia significativa entre los genotipos mutado y
silvestre, por otra parte, se observa una modulacion de este gen sobre el efecto
genotoxico, presentando una mayor frecuencia de MN, a partir de la concentraciéon
media (0.045mM), en GSTM1- respecto del GSTM1+.
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11. RECOMENDACIONES

Es oportuna la realizacion de este tipo de estudios en los cuales se implemente
una tincién diferencial y especifica para el ADN, la cual permite tener una mayor
certeza en la identificacion de MN, dandole asi una mayor sensibilidad a la prueba

frente al efecto citotdéxico y genotoxico.

En investigaciones futuras se recomienda utilizar una muestra mas grande de
individuos en el momento de trabajar con el polimorfismo evaluado (GSTM1) y
posiblemente la inclusién de otros genes involucrados en el metabolismo de los
HAAs y control del ciclo celular, entre otros procesos biolégicos para asi tener
mayor claridad sobre el mecanismo de accion del IAA y el papel que desempefian
los factores genéticos en la determinacion de la susceptibilidad individual en el

desarrollo de problemas de salud.
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ANEXOS

Anexo A. Consentimiento informado

con cédula de ciudadania

de persona mayor de edad, he sido

informada que el grupo de INVESTIGACION EN TOXICOLOGIA GENETICA Y

CITOGENETICA de la Universidad del Cauca realizara el estudio “Identificacion

de la citotoxicidad y genotoxicidad de un subproducto de la desinfeccién del

agua (acido yodoacético), evaluadas mediante el indice de divisién nuclear y

la frecuencia de micronucleos con la asociacion al polimorfismo del gen
GSTML1, en cultivos de linfocitos humanos”

OBJETIVO Y PROPOSITO DEL ESTUDIO: El objetivo del estudio es determinar
mediante ensayos in vitro, los efectos citotoxicos y genotoxicos, inducidos por el
acido yodoacético (subproducto de la desinfeccion del agua) en cultivos de
linfocitos humanos y la modulacion por el polimorfismo del gen del metabolismo
GSTM1. EI propoésito serda evaluar cambios en la frecuencia de micronucleos
producidos por la exposicion al subproducto de la desinfeccion del agua, con el fin
de aportar conocimientos en cuanto a las propiedades genotoxicas y carcindégenas
de estas sustancias quimicas, poco estudiadas en nuestra region, para adoptar
medidas de prevencion.

HE SIDO INFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPOSITOS,

JUSTIFICACION, METODOLOGIA, RIESGOS Y BENEFICIOS DEL
ESTUDIO: En este estudio seran seleccionados 1 hombre con una delecién en el
gen GTTM1 y 1 hombre con la presencia normal de este mismo gen, con el fin de
conocer al momento del analisis de los resultados, los efectos citotoxicos y
genotoxicos de este cambio en el genotipo. El propdsito de la investigacion tiene
relevancia social y cientifica y obedece a una problematica de salud ambiental. El
estudio se desarrollara como una estrategia en la busqueda de mecanismos que
disminuyan el impacto de la exposicibn a altas concentraciones del &cido
yodoacético como subproducto de la desinfeccion del agua, el cual es uno de los
factores de riesgo para generar cancer de vejiga y colorrectal menos estudiados a
nivel nacional y mundial.

Sobre la competencia, formacion y calidad de los investigadores es responsable la
Universidad del Cauca. Los resultados del estudio son confidenciales y seran
informados al grupo y para efectos de publicacion los resultados se representaran
en forma andnima.
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REQUERIMIENTOS: en pleno uso de mis facultades mentales, libre y consciente,
estoy de acuerdo en participar en este estudio y entiendo que éste requiere de mi
lo siguiente: Contestar un cuestionario de aproximadamente 20 minutos, para
suministrar informacion personal referente a mi edad, estado de salud y estilo de
vida. Si soy seleccionado para el estudio debo donar 10 cm® de sangre periférica
obtenida de mi brazo mediante puncion venosa. Las muestras seran procesadas
en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del
Cauca para la prueba de Micronacleos e identificacion de polimorfismos
geneticos. EI ADN restante sera criopreservado en el laboratorio del Grupo de
Investigacion de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca
durante cinco afios, para posteriores investigaciones las cuales contaran con el
previo aval del Comité de Etica para la Investigacion Cientifica de la Universidad
del Cauca. El ADN no serd usado para ningun tipo de discriminacion laboral,
racial, politica, social y econémica, ni para investigaciones futuras.

RIESGOS DE PARTICIPACION: Los riesgos potenciales de participacion en el
estudio son sangrado e infeccién en el sitio de la toma de la muestra de sangre,
los cuales seran controlados por un profesional experto en la toma de muestras
biologicas, y el empleo de técnicas médicamente aceptadas y uso de implementos
estériles nuevos. Para garantizar la confiabilidad de la informacién suministrada,
los resultados de las pruebas seran codificados y se daran a conocer en forma
grupal mas no individual en un seminario, con el proposito de hacer una
autoreflexion, luego de haber recibido una serie de conferencias. Tengo claro que
No Se me proveera con ninguna compensacion econémica.

BENEFICIOS PARA EL PARTICIPANTE: Atender a cursos de capacitacion
sobre los diferentes riesgos a corto y largo plazo en la salud por exposicion a los
subproductos de la desinfeccion del agua. Conocer los resultados del estudio.

ENTIENDO QUE: Mi participacion es completamente voluntaria y que puedo
rehusarme a responder cualquier pregunta si asi lo deseo o puedo tomar
libremente la decision de finalizar mi participacion en este monitoreo en cualquier
momento, sin que ello represente perjuicios de indole legal. La informacién
recolectada sera tratada de manera confidencial y mis respuestas seran reunidas
con las de otros participantes para obtener resultados grupales. La Universidad del
Cauca se compromete a vigilar que las muestras biolégicas sean tomadas en un
contenedor apropiado para tal fin y en forma aséptica para evitar complicaciones.

Tengo claro que no se me proveerd con ninguna compensacion econdémica.
Puedo preguntar cualquier interrogante o duda que tenga antes, durante o
después del estudio, a la Docente Nohelia Cajas Salazar de la Universidad del
Cauca responsable del estudio, en el Laboratorio de Toxicologia Genética y
Citogenética en la carrera 2° No. 12 25 Barrio Caldas, Popayan, en los teléfonos
8209800 Ext. 2643. La firma del documento del consentimiento informado es
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requerida para todas las personas participantes en un estudio como este. Los
procedimientos alternativos principales incluyendo procedimientos experimentales
en este estudio, me han sido explicados en un lenguaje claro que yo he podido
entender.

También entiendo que como mi nombre no sera vinculado con los resultados del
estudio, la docente Nohelia Cajas Salazar y el personal a cargo del proyecto no
estaran en la posibilidad de informar a ninguna persona sobre mis resultados de
las pruebas. Los resultados de este estudio podran ser divulgados y/o publicados
en revistas cientificas en forma grupal sin que se dé a conocer mi nombre.

He leido este consentimiento, he entendido en qué consiste este estudio y
también me fueron aclaradas las dudas al respecto, en consecuencia
voluntariamente acepto participar como sujeto de estudio en el trabajo de grado
“Identificacion de la citotoxicidad y genotoxicidad de un subproducto de la
desinfeccién del agua (4cido yodoacético), evaluadas mediante el indice de
division nuclear y la frecuencia de micronucleos con la asociacion al
polimorfismo del gen gstm1, en cultivos de linfocitos humanos”

Nombre del Participante Firma del Participante
Nombre del Testigo N° 1 Firma del Testigo N° 1
Nombre del Testigo N° 2 Firma del Testigo N° 2

Nohelia Cajas Salazar. Director del proyecto
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ANEXO B. Encuesta

Favor responder las siguientes preguntas de forma sincera, clara y concreta

LUGAR FECHA (1) MM AA CODIGO ENCUESTADOR

I.INFORMACION PERSONAL

Nombre Completo Estado Civil 1. Soltero 2. Casado

Direccion Sexo 1M 2.F

Teléfono Edad (afios)

Lugar de Nivel de o . L
o . Primaria Secundaria Universitaria

Nacimiento Educacion

II.INFORMACION SOBRE EL ESTADO DE SALUD
Tratamiento por enfermedad

¢Ha tenido enfermedades que no han requerido ¢Ha tenido enfermedades que han requerido

hospitalizacion? hospitalizacion?

Enfermedad sl NO Tipo de Tto Enfermedad sl NO  |TipodeTto

éHa tenido problemas de salud? |SI NO

Enfermedad 5l NO  |Tratamiento Enfermedad |51  |NO Tipo

1. Hepatitis A B |C 3. Herpes Labial Genital

2. Meningitis Viral |Bacterial |4. Cancer

Otras ¢ Cuales?

éConsume algin tipo de Medicamento? Sl NO

Medicamento sl NO Dosis Desde Hasta Adualmente
dd-mm-aa dd-mm-aa dd-mm-aa

Otros iCudles?
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En su familia existen problemas de salud? (abuelos, padres, hijos, tios,
primos, etc.)

Trastorno Parentesco Descripcion
]| NO # Casos Tipo
Papé
1. Malformaciones de :’Iama
Nacimiento ‘ermano (@)
Tio (a)
Sabrino (a)
Papa
- . Mama
2. Mongolismo o Sindrome de
Hermano (a)
Down
Tio (a)
Sabrino (a)
3. Abortos rl:qapa -
espontaneos/nacimientos de ame
i Hermano (a)
un nino muerto, partos -
Tio (a)
prematuros -
Sabrino (a)
Papa
Mama
4, esterilidad Hermano (a)
Tio (a)
Sabrino (a)
ll. INFORMACION SOBRE EL HABITO DE FUMAR ACTUAL.
Cigarrillos/dia
Consumofcigarrillo | 8 NO g / Meses Fumando | Meses sin Fumar | Observaciones

<10

10-20 | 2040

40-60

=60

No Sabe

1. Fumadar

2. Exfumador

3. No Fumador

IV. INFORMACION SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL

Tipo

5l

NO

Dias/Semanas

Dias/mes

1. Aguardiente

2. Cerveza

3.Ron

4. Brandy

5. Wisky

B. Guarapo

7.Vino
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V. INFORMACIONSOBRE EL CONSUMO DE DROGAS PSICOACTIVAS

Frecuencia

Tipo sl NO Ex - Consumidor Afos Meses

Diario Semanal  |Mensual

1. Marihuana

2. Cocaina

3. Basuco

4, Heroina

5. Morfina

6. Extasis

7. Otras

VI. INFORMACION SOBRE HABITOS ALIMENTICIOS Y NUTRICION

EDAD

1.Entre 18 y 30 afios | | 2.Entre 30y 50 afios | | 3.Mas de 50 afios ‘

MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

1.Estatura | | 2.Peso

INFORMACION SOBRE HABITOS ALIMENTICIOS

¢Cuantas comidas consumen al dia?

1)102 2)304 3)405 4) Mas de
5
¢Qué tipo de alimentos consume en sus comidas?
1.Harinas 2.Frutas 3.Verduras 4.Lacteos 5.Carnes 6.Gras
as

INFORMACION NUTRICIONAL

CONSUMO DE FRUTAS

¢Cuantas frutas consumen al dia en sus comidas?

1)102 2)304 3)405 4) Mas de 5)Poco consumo al mes
5

¢Qué tipo de frutas Consume?

1.Mang 2.Guayaba 3.Papaya 4.Limon 5.Uvas 6.Manzana

o}

7.Pifa 8.Naranja 9.Banano 10.Pera 11.0tras

CONSUMO DE VERDURAS/Hortalizas

éCudntas verduras/hortalizas consume al dia en sus comidas?

1)102 | 12)304 | [3)405 | | 4)Masdes

¢Qué tipo de Verduras consume al dia en sus comidas?

1.Espinac 2.Lechuga 3.Acelg 4.Coliflor 5.Tomate 6.Ajo

a a
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7.Cebolla 8.Remolac 9.Zapall 10.Broco 11.Zanahori 12.0tros
ha o li a

CONSUMO DE CARNE

¢Cuantas veces al dia consume carnes en sus comidas

1.Una | | 2.Dos || 3.Tres | | 4.Mas de 4
¢Qué tipo de carnes consume?
1.Res 2.Cerdo 3.Pollo 4.Corder 5.Pescado 6.Pavo
o
¢En que tipo de preparaciones las consume?
1.Frito | [2.Asado | |3.vapor | | 4.Cocido |
CONSUMO DE GRASAS
¢Consume Grasas en sus comidas? | Si | | No |
¢Qué tipo de grasas consume?
1.Aceit 2.Mantec 3.Mantequilla 4.Piel animal 5.Aguacat Otros
e a e
¢Consume granos o legumbres en sus comidas? Si No
éCon que frecuencia? | 1)102 | | 2)304 | 3)405 4)Mas de 5
éQué tipo de legumbres consume?
1.Arveja 2.Frijol 3.Lenteja 4.Garbanz Otros
o
éQué tipo de bebidas consume?
1. 2.Te 3. 4. Jugos en agua 5. Jugos en leche
Cafe Gaseosa
¢Toma las bebidas con o sin azdcar Con | ‘ Sin
é¢Consume alimentos con Si No Muy poco Suficiente
Sal?
¢Consume agua? Si No
¢Cuantos vasos de agua al dia? 1)10 2)304 3) Mas de 5
2
Asiste a piscinas Sl NO Con que
frecuencia

70




