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Resumen

La contaminacion de los ecosistemas por metales pesados constituye un problema
ambiental y de salud publica, principalmente en las poblaciones humanas
directamente expuestas. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos
genotdxicos causado por exposicion ambiental a mercurio y cadmio en poblaciones
de la zona insular del distrito de Cartagena, Bolivar. Un total de 94 individuos de las
comunidades de Ararca (n= 16), Baru (n= 31), Cafo del Oro (n=22) y Tierra Bomba
(n= 25) participaron en el estudio. Se midieron las concentraciones de mercurio y
cadmio en sangre y se utilizé el ensayo de citoma de micronucleo bucal (BMCyt)
para evaluar los efectos de la exposicion. Se establecieron diferencias entre grupos
y se realizaron analisis de correlacion y regresiones ajustadas. La mediana de
mercurio en sangre (7,34 pg/L; RIQ: 4,54 -11,20) de los individuos estudiados
estuvo por encima del limite permitido por la OMS (5,0 pg/L). Veinte individuos
presentaron cadmio en sangre, cuya mediana (0,45 pg/L, RIQ: 0,33-1,02) estuvo
muy por debajo del limite sugerido por el CDC (5,0 pg/L). El consumo de pescado y
el tiempo de residencia en la zona se correlacionaron significativamente con el
mercurio en sangre. Las frecuencias de microndcleos, cariorrexis y cariolisis fue
significativamente mayor en los habitantes que presentaron mercurio >10 pg/L en
comparacién con las personas que presentaron niveles inferiores al umbral
permitido (<5 ug/L). Adicionalmente, los andlisis de correlaciones y regresiones
ajustadas por variables de confusién mostraron que el Hg en sangre es un predictor
consistente para la frecuencia de micronucleos, cariorrexis y caridlisis. Los
hallazgos descritos permiten pensar que se debe prestar mas atencién en la
prevencion primaria por contaminacion con metales pesados en estas poblaciones,

especialmente el mercurio.

Palabras clave: cadmio, citotoxicidad, genotoxicidad, mercurio, metales pesados,

micronucleo, mucosa bucal



Abstract

Contamination of ecosystems by heavy metals constitutes an environmental and
public health problem, mainly in exposed human populations. The objective of this
study was to evaluate the genotoxic effects caused by environmental exposure to
mercury and cadmium in populations of the insular zone of the Cartagena, Bolivar.
A total of 94 individuals from the communities of Ararca (n= 16), Baru (n= 31), Cafio
del Oro (n= 22) and Tierra Bomba (n= 25) participated in the study. Mercury and
Cadmium concentrations in blood were measured and the buccal micronucleus
cytome assay (BMCyt) was used to assess the effects of exposure. Differences
between groups were established and correlation analyzes and adjusted
regressions were performed. The median blood mercury (7.34 pg/L; IQR: 4.54 -
11.20) of the individuals studied was above the limit allowed by the WHO (5.0 ug/L).
Only 20 individuals presented cadmium in their blood, whose median (0.45 pg / L,
IQR: 0.33-1.02) was well below the limit suggested by the CDC (5.0 pg/L). Fish
consumption and time of environmental exposure were significantly correlated with
blood mercury. The frequency of micronuclei, karyorrhexis, and karyolysis was
significantly higher in the inhabitants who presented mercury above 10 pg/L
compared to the people who presented levels below the permitted threshold (<5
ug/L). Furthermore, correlation analyzes and regressions adjusted for confounding
variables showed that Hg in the blood is a consistent predictor for the frequency of
micronuclei, karyorrhexis, and karyolysis. The findings described suggesting that
more attention should be paid to primary prevention due to contamination with heavy

metals in these populations, especially mercury.

Keywords: cadmium, cytotoxicity, mercury genotoxicity, heavy metals,

micronucleus, buccal mucosa
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Introduccion

Los metales pesados son un grupo de elementos que se encuentran naturalmente
en la corteza terrestre, por tanto, se encuentran presentes en ecosistemas acuaticos
y terrestres. No obstante, los efectos antropogénicos como las actividades
derivadas de la industria y la investigacion, han provocado un aumento en la
concentracion de una variedad de estos metales en los diferentes ambientes,
consiguiendo cambios drasticos en los ciclos geoquimicos de estos elementos (1,
2).

Algunos metales como el zinc (Zn), cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn) y
cobalto (Co) son requeridos por el cuerpo humano, aun asi, pueden ser toxicos si
se ingieren en concentraciones mas altas. Existen otros como el mercurio (Hg),
cadmio (Cd) y plomo (Pb), que no se les conoce funcién o participacién alguna en
el metabolismo humano, de hecho, su acumulacion en el cuerpo resulta ser
perjudicial para la salud (3). Por esta razén, se podrian considerar como los metales
pesados de mas interés en investigacion, siendo el efecto genotoxico (dafio en el

ADN) uno de los focos de estudio.

En la Costa Caribe colombiana, se ha reportado el hallazgo de altos niveles de estos
metales en algunos ambientes acuaticos y terrestres impactados por actividades
relacionadas con la mineria (legal e ilegal) y la industria (4-6). Asi mismo, también

se ha documentado la presencia de estos metales en las poblaciones humanas del
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caribe y los efectos que algunos de estos (Hg, Pb y Cd) ocasionan en la integridad

del genoma en los habitantes de la region (7).

En el distrito de Cartagena en el departamento de Bolivar, se conoce que la Bahia
de la ciudad ha sido uno de los ecosistemas acuaticos mas influenciados por la
contaminacion de metales pesados a lo largo de los afos. Las principales fuentes
de contaminacion provienen de las crecientes actividades industriales que rodean
la Bahia y de los sedimentos que son arrastrados por el canal del dique desde otras

areas del departamento y el pais, hacia la Bahia (8).

En los ultimos afios, diversos estudios ecoldgicos realizados en la zona han
reportado la presencia niveles elevados de cromo (Cr), niquel (Ni), Cu, Cd y Hg en
los sedimentos de la Bahia de Cartagena (8, 9). Ademas, existen informes en donde
se ha identificado altos niveles de Cd en ostras (10) y niveles importantes de Hg en
diferentes organismos marinos y terrestres de este cuerpo de agua, como peces
(11, 12), crustaceos (13), moluscos (14) y aves (15). En cuanto a las poblaciones
humanas, se han reportado niveles elevados de Hg en el cabello y sangre de
habitantes de algunas comunidades costeras e insulares del distrito (13, 14, 16),
gue evidentemente debido a sus actividades pesqueras tradicionales y su
permanente interaccién con las zonas marinas impactadas, aumentan los riesgos
de exposicion a estos agentes que pueden ingresar al organismo mediante vias

digestivas, respiratorias y cutaneas.

Al menos 6 comunidades de pescadores componen la zona insular y costera del
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distrito de Cartagena, y en algunos de estos se ha mencionado que existe un
aumento en la frecuencia de enfermedades congénitas o teratogénicas en sus
habitantes (17, 18). Al respecto se desconoce si esta predisposicién pudiera o no
estar relacionada a la exposicion ambiental a metales pesados. Igualmente, existe
una carencia de estudios relacionados a los efectos que estos metales, en especial
Hg y Cd, pueden ocasionar en el material genético de estas poblaciones expuestas.
Por esta razdn, es importante evaluar el efecto genotdxico asociado a los niveles de
estos mestales en sangre como medida preventiva en las comunidades
directamente implicadas, ya que la inestabilidad en las células causadas por la
naturaleza bioacumulable de estos metales puede dar lugar a enfermedades
cronicas que con alguna frecuencia no se manifiestan de forma inmediata, pero si
de manera progresiva en el tiempo, afectando incluso la descendencia (3). Teniendo
en cuenta estos antecedentes, este estudio propone evaluar mediante el ensayo de
citoma de micronucleo bucal (BMCyt), el efecto genotdxico ocasionado por la
presencia de concentraciones de Hg y Cd en sangre en poblaciones insulares y

costeras del distrito de Cartagena, y establecer una correlacion entre estas variables
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1.Problema de Investigacion

1.1 Planteamiento del problema

Hg y Cd son dos de los metales pesados mas monitorizados en las poblaciones
humanas expuestas, ya que la presencia de estos metales en el cuerpo resulta ser
un riesgo para la salud (3). Por esta razon, la evaluacion del efecto genotoxico
asociado a los niveles de estos metales en sangre juega un papel fundamental en
el monitoreo primario de la integridad y bienestar del material genético de las

poblaciones.

Conociendo la presencia de estos elementos en el sedimento y organismos marinos
de la Bahia de Cartagena, asi como en los habitantes de multiples comunidades
pesqueras aledafas, posiblemente originada por vertimientos de industrias
ubicadas en el area y a lo largo del canal del dique, es pertinente abordar esta
problematica dandole prioridad en temas de salud publica, ademas de su

implicacién ecologica.

Algunas comunidades como Ararca, Barl, Cafio del Oro y Tierra Bomba,
pertenecen a los anexos periurbanos y rurales de la zona costera e insular del
distrito de Cartagena. Estas comunidades presentan condiciones notablemente
vulnerables, con niveles bajos de educacibn e ingresos, con economias
mayormente basada en el turismo y la pesca, con poco 0 ningln acceso a

acueducto o alcantarillado y limitado acceso en la atencion en salud (19, 20). Asi
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mismo, las evidencias arrojadas por algunas investigaciones encaminadas a la
evaluacion de metales pesados en algunas de estas comunidades revelan un
panorama aun mas desfavorable (13, 16), y dada la carencia de estudios tendientes
a valorar el efecto que metales como Hg y Cd pueden inducir en el genoma de las
poblaciones mas expuestas, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Existe una relacién entre las concentraciones de Hg y Cd en sangre y el dafio en
el material genético detectado mediante el andlisis de citoma de micronucleo bucal
(BMCyt) en las comunidades costeras e insulares del distrito de Cartagena-Bolivar,

Colombia?
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1.2 Justificacion

Los resultados de este proyecto fortalecera el campo de estudio relacionado con los
efectos genotoxicos causado por metales pesados en las poblaciones mas
expuestas del distrito de Cartagena, que sentaran bases solidas hacia la ejecucion
de futuras investigaciones dirigidas al biomonitoreo de estas y otras comunidades

potencialmente expuestas a metales pesados en el distrito.

Desde el punto de vista social, los resultados de esta investigacion proporcionaran
informacion relevante que permitirdn a los organismos de salud locales y
departamentales fundamentar decisiones pertinentes relacionadas con el desarrollo
de estrategias de salud publica encaminadas en la prevencién y mitigacion de los
riesgos en la salud por exposicion a metales pesados tanto en las poblaciones
estudiadas como el distrito en general. Asi mismo, permitira a los organismos
ambientales fortalecer las estrategias de educacion ambiental a través de
campafas sobre el buen manejo de los recursos hidricos y naturales en las

comunidades estudiadas y otras potencialmente expuestas.

Igualmente, este proyecto representara la suficiencia en investigacion de un
estudiante del programa de Maestria en Genética de la Universidad Simén Bolivar,
gue le permitira obtener su titulo a través del cumplimiento de uno de los requisitos
de grado, contribuyendo asi al fortalecimiento de los grupos de investigacion de las

Instituciones participantes.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Determinar el efecto genotdxico causado por exposicion ambiental a mercurio y

cadmio en poblaciones de la zona costera e insular del distrito de Cartagena, Bolivar

2.2. Objetivos especificos

e Analizar las concentraciones de mercurio total y cadmio total en la sangre de los
habitantes de las zonas insulares de Cartagena

e Determinar las alteraciones presentes en el material genético mediante el analisis
del citoma de micronucleo en células de la mucosa bucal (BMCyt)

e Evaluar la correlacion entre los niveles de metales en la sangre y los
biomarcadores del BMCyt de los individuos de la zona costera e insular de

Cartagena.

18



3. Marco Teorico

3.1. Problematica ambiental por metales pesados en la

Bahia de Cartagena

La Bahia de Cartagena es considerado un punto importante para el desarrollo
econdémico de la ciudad, constituyendo una de las zonas industrializadas mas
importantes del pais, tanto el transporte como la ejecucidén de diversos procesos
industriales dependen de este cuerpo de agua. Es conocido desde hace décadas la
problematica ambiental que padece la Bahia de Cartagena debido a la
contaminacion multifactorial por metales pesados (8). Histéricamente, se ha
identificado altos niveles de Hg en los sedimentos a lo largo y ancho de la Bahia, en
organismos marinos, aves y poblaciones humanas (14). Sin embargo, ademas del
Hg, otros metales como Cr, Cu, Niy Cd, se han encontrado en altas concentraciones

en la superficie del sedimento de la Bahia de Cartagena (Figura 1) (8, 9).

La Bahia de Cartagena esta hidrodinamicamente regulada por el Canal del Dique,
una corriente de agua dulce que conecta el rio Magdalena con el mar. Se ha
reportado que esta corriente de agua transporta cerca de 2000 toneladas de
sedimentos al dia, provenientes de los terrenos de la cuenca del Magdalena, la cual
cubre un area extensa de hasta 260.000 km?, incluyendo muchas zonas de
Colombia impactadas por la creciente industrializacién. Por tanto, es sensato
considerar esta entrada de agua dulce como la principal fuente y acumulacién de

metales pesados en la Bahia de Cartagena (8, 9). Otra posible fuente del aumento
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de los metales podria ser las industrias de la zona de Mamonal que operan en la
linea costera de la Bahia, sin embargo, se ha mencionado que no se cuenta con la
suficiente evidencia sobre los vertimientos de estas industrias sobre el cuerpo de
agua. Aun asi, existe un referente historico de contaminacion por Hg causado por
una planta de cloralkali que operaba en la Bahia entre 1967 y 1978, dejando

concentraciones peligrosas de 33.2 mg/ kg en los sedimentos (21).

METALES EN
SEDIMENTOS

PUNTA BARU

- Mercurio :I Cobre
P o | :

B ceamic [ Niquer  N'M"e ©€
Concentraciones Riesgo Potencial
promedio normalizadas E Cromo - Plomo (TEL - NOAA)

Figura 1. Concentraciones promedio de varios metales medidos en los sedimentos

de la Bahia de Cartagena (tomado de Tosic, 2017 (9)).
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3.2. Caracteristicas, aplicaciones y fuentes de exposicidn

a metales pesados

3.2.1. Mercurio

El Hg es considerado un contaminante global. En el medio natural, el Hg proviene
de la desgasificacion de la corteza terrestre, las emisiones volcénicas y la
evaporacion de las masas de agua. Es utilizado en pilas, lamparas y termémetros.
También se lo usa en odontologia, en las amalgamas para obturacion de caries y
en la industria farmacéutica (22). Las principales fuentes de emisién de Hg son la
fabricacion de cloro en celdas de Hg, produccion de metales no ferrosos y la
combustion de carbon mineral. Es toxico y no se lo encuentra naturalmente en
organismos vivos. Las intoxicaciones con Hg pueden provocar temblores, gingivitis,
alteraciones psicoldgicas y aborto espontaneo. La principal ruta de ingreso a los
seres humanos se da por la via digestiva durante la ingesta de alimentos
contaminados (especialmente organismos marinos como peces) Yy por via
respiratoria mediante la inhalacién del vapor de Hg o aire contaminado (23). El
promedio maximo permitido de Hg en sangre segun la Organizacién Mundial de la

Salud (OMS) es de 5 pg/L (24).
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3.2.2. Cadmio

El Cd se encuentra naturalmente en los minerales. Se utiliza generalmente como
estabilizador en diferentes productos como pigmentos de color, varias aleaciones y
en productos relacionados con el cloruro de polivinilo (PVC) (22). Otra fuente
importante de exposicion al Cd son los fertilizantes fosfatados (25). En humanos, la
exposicion prolongada al Cd puede ocasionar disfuncion renal (26), enfermedades
pulmonares (27), efectos neurotdxicos (28), puede provocar osteoporosis (29) y
diferentes tipos de cancer (3). La principal ruta de ingreso es mediante el consumo
de alimentos marinos y otros alimentos de tipo vegetal. EI promedio maximo
permitido de Cd en sangre segun el Centers for Disease Control and Prevention

(CDC) es de 5 ug/L (30).

3.3. Mecanismos de genotoxicidad causada por metales

pesados

3.3.1. Mecanismos moleculares por el cual el mercurio causa

dano en el ADN

Uno de los primeros mecanismos moleculares descritos para explicar las posibles
consecuencias genotoxicas del Hg fue el estrés oxidativo (dafio del ADN debido a
la accion de los radicales libres generados por el metal) (31, 32). Los radicales libres
son especies quimicas altamente reactivas que naturalmente desempefian roles

importante en la funcionamiento fisioldgico y metabdlico en las células, sin embargo,

22



también pueden causar dafios en el ADN que consecuentemente pueden ocasionar
el desarrollo de mutaciones y conducir a las células a procesos cancerigenos (33).
Las especies reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en ingles reactive oxygen
species) constituyen el principal tipo de radicales libres implicados en los
mecanismos patogénicos. Entre los ROS mas importantes encontramos: radical
superoxido, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo, singlete de oxigeno, radical
alquilo, radical peréxilo y éxido nitrico (34). El Hg y sus compuestos poseen la
capacidad de inducir dafio celular a través de un aumento de los niveles de ROS y,
por lo tanto, la producciéon de ROS es uno de los principales mecanismos

moleculares involucrado en la genotoxicidad del Hg (34).

En general, los radicales libres pueden ocasionar mutaciones genéticas al
interactuar directamente con el ADN o pueden inducir cambios conformacionales en
las proteinas responsables de la formacién y el mantenimiento del ADN, es decir,
las enzimas reparadoras, las ADN polimerasas e incluso las proteinas motoras de
tubulina y quinesina, responsables del huso mitético y la segregacién cromosémica
(32, 35, 36). Por otro lado, ademas de una accion indirecta sobre el sistema de
reparacion del ADN (a través del aumento de radicales libres), el Hg también podria
unirse directamente al nacleo de "dedos de zinc" de las enzimas reparadoras del
ADN, afectando su actividad. Estos "dedos de zinc" son la secuencia especifica de
la cadena proteica que se une al ADN y contienen un atomo de zinc y cuatro
cisteinas y/o histidinas. Por tanto, la alta afinidad del Hg por los grupos sulfhidrilos

presentes en estas cisteinas pueden deformar gravemente la integridad estructural
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y la actividad de las enzimas (37). Asi mismo el Hg y sus compuestos también
poseen la capacidad de interaccionar directamente con la molécula de ADN
formando aductos de ADN, sin embargo no se ha demostrado que la presencia de
Hg cambie la conformacion de la molécula de ADN, aun asi estos datos ya apuntan
a un mecanismo adicional que puede explicar los posibles efectos genotdxicos de
los compuestos de Hg en el genoma de las células (38). La figura 2 resume las

diferentes vias por el cual el Hg y sus compuestos pueden afectar el ADN de una

célula.

O~T=®mcoxmz2

Figura 2. Mecanismos moleculares de la genotoxicidad del mercurio. 1. Produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediado por Hg, los ROS pueden afectar
el ADN de forma directa, o de forma indirecta afectando las enzimas de reparacién

y microtubulos. 2. Union directa entre el Hg y ADN (aductos de ADN). 3. Unién
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directa entre el Hg y dedos de zinc de las enzimas reparadoras, evitando la
reparacion del ADN 4. Union directa entre Hg y microtubulos, evitando la formacion
de huso mitético y la segregacion cromosémica. (tomado y adaptado de Crespo-

Lépez et al, 2009 (31))

3.3.2 Mecanismos moleculares por el cual el cadmio

causa dano en el ADN

Hasta ahora se ha identificado una variedad de diferentes mecanismos de accion
en los que el Cd y sus compuestos pueden afectar la integridad del ADN, la Figura
3 ofrece una descripcion esquematica de las diferentes vias. EI Cd ha sido
clasificado como carcinbgeno humano por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer. Dicha clasificacion se basa en los resultados de multiples
estudios que han relacionado la exposicion ocupacional al Cd con el cancer de
pulmén en humanos (39). Sin embargo, es prudente mencionar que también existen
reportes que indican que el Cd posee un rol en la generacion de otros tipos de
cancer en humanos, tales como el cancer de rifidn, higado, sistema
hematopoyético, vejiga, estbmago, prostata y pancreas (40-43). En definitiva, toda
la evidencia apunta que la exposicion ambiental u ocupacional al Cd induce una
inestabilidad gendomica, que eventualmente resulta en la acumulacion de

alteraciones en el genoma que pueden provocar eventos carcinogénicos (44).
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A diferencia del Hg, se ha mencionado que el Cd no posee capacidad de afectar el
ADN de manera directa (interaccion Cd-ADN) en el medio fisiolégico, no obstante,
algunas investigaciones indican que el Cd bivalente [Cd (II)] puede unirse al ADN
aislado en condiciones in vitro (45). Al igual que el Hg, una propiedad caracteristica
de los compuestos de Cd que probablemente sea mas relevante por su actividad
genotoxica es la formacion de ROS (46). Se ha observado que el Cd induce estrés
oxidativo en modelos in vitro y también en experimentos con animales (47). Otros
estudios han observado que, en células y tejidos expuestos al Cd, hubo una
actividad reducida de las enzimas antioxidantes y del contenido de glutation
intracelular. Ademas, también se postul6 que el Cd provoca la liberacion de hierro
de las membranas biolégicas, lo que conduce a un aumento de las concentraciones

de estos iones, que pueden participar en la produccion de ROS (48).

Otro mecanismo relevante que puede conducir a la inestabilidad genética son las
interacciones con los procesos de reparacion del ADN (49). La evidencia
experimental actual indica que el metal interfiere con todas las principales vias de
reparacion. Como se mencioné anteriormente en los mecanismos del Hg, uno de
los modos de accién del Cd es la union a las cisteinas en los dominios de dedos de
zinc de las enzimas-proteinas, lo que conduce a alteraciones conformacionales vy,

finalmente, al deterioro de las funciones de estas enzimas (44).
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Figura 3. Mecanismos moleculares de la genotoxicidad del Cd. (tomado y adaptado

de Nersesyan et al. (50))

3.4. Biomarcadores de genotoxicidad: Ensayo de citoma

de micronucleo bucal (BMCyt)

El BMCyt es un ensayo minimamente invasivo utilizado para estudiar el dafio del
ADN, la inestabilidad cromosémica y la muerte celular del tejido de la mucosa

bucal (51). Este método es utilizado constantemente en estudios epidemiolégicos
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moleculares encaminados a la evaluacién de los efectos de diferentes factores del
estilo de vida o la exposicion a agentes citotoxicos y/o genotdxicos (52-54). La
literatura cientifica evidencia que los biomarcadores de este ensayo se han
asociado con un mayor riesgo de envejecimiento acelerado, céncer y

enfermedades neurodegenerativas (55, 56).

El BMCyt es una las opciones empleadas por los investigadores para el estudio
de agentes genotoxicos debido a su conocida sencillez en los procedimientos y a
la valiosa informacion otorgada por este ensayo. En esta prueba, las células son
exfoliadas de la mucosa oral, posteriormente son lavadas, fijadas, tefiidas y
analizadas bajo microscopio, permitiendo reconocer micronucleos y estructuras no
micronucleadas como brotes nucleares, defectos en la citocinesis representados en
células binucleadas y eventos de apoptosis como células cariorrexicas, carioliticas,

cromatina condensada y picnoticas (Figura 4) (51, 54).
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Figura 4. Parametros del ensayo del citoma de micronucleo bucal. I) esquema de
los diferentes tipos de células y el posible mecanismo de su origen. Il) diferentes
tipos de células tefiidas usando Feulgen y Light Green. a) Células basales b) Células

diferenciadas. c-d) Células con microndcleo. e) Brotes nucleares. f) Células

29



binucleadas g) Cromatina condensada h) Cariorrexis i) Picndsis j) Caridlisis (tomado

y adaptado de Thomas et al. (51) y Holland et al. (54)).

Micronucleos: Los micronucleos (MN) son corpusculos citoplasméticos esféricos,
detectados en interfase, ma&s pequefios y con las mismas caracteristicas
morfolégicas que el nucleo celular (Figura 4ll-c,d); se originan por pérdida de
fragmentos cromosdémicos o cromosomas enteros durante la division nuclear y
tienen valor en el diagndstico de genotoxicidad. Las frecuencias basal para las
células micronucleadas en la mucosa oral suelen estar dentro del rango de 0.5-2.5

MN/ 1,000 células (54).

Brotes nucleares: Las células con brotes nucleares contienen nucleos con una
aparente constriccion aguda en un extremo del nicleo que sugiere un proceso de
gemacion (Figura 4ll-e), es decir, eliminacion de material nuclear por gemacion. El
brote nuclear y el nicleo siempre estan unidos y presentan las mismas propiedades
de tincion. En algunas ocasiones la separacion es tan fina que solo una especie de
puente nuclear los mantiene unidos (51). Actualmente, los mecanismos del origen
de los brotes nucleares son poco claros. Sin embargo, se ha sugerido que podria
estar relacionado con la eliminacion del ADN amplificado o la reparacién del ADN

(57).

Células binucleadas: Como su nombre lo indica, las células binucleadas contienen
dos nucleos en lugar de uno, estos nucleos a menudo pueden observarse muy cerca

uno del otro y poseen las mismas proporciones y propiedades de tinciéon (Figura
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411-f). La importancia de evaluar este tipo de células es subestimada con alguna
frecuencia, sin embargo probablemente estas células sean indicativas de defectos
en la citocinesis (51). Ademas, se ha indicado que la frecuencia de no disyuncién
cromosOmica es mas alta en células binucleadas que en células mononucleadas

(con citocinesis completa) (58).

Cromatina condensada: Basicamente, en este tipo de células se observa que la
cromatina se agrega en algunos sectores del nucleo, ocasionando que se pierda
cromatina en otras areas. Como consecuencia, la célula muestra un patrén nuclear
rugosamente estriado en el que la cromatina agregada se tifie intensamente (Figura
411-g). Se ha indicado que estas células posiblemente experimentan la etapa

temprana de la apoptosis o muerte celular (51).

Cariorrexis: Podria mencionarse que las células cariorrecticas es la etapa siguiente
a las células con cromatina condensada, puesto que las células cariorrecticas se
caracterizan por poseer nucleos con una agregacion de la cromatina mucho mas
extensa que las células de cromatina condensada (Figura 4ll-h). Esto resulta en
una consecuente desintegracion nuclear, indicando que estas células atraviesan

una etapa tardia de apoptosis (51, 59).

Caridlisis: Las células carioliticas son células en las que el ndcleo esta
completamente carente de ADN y durante la visualizacion se aprecia una célula
carente de nucleo debido a la falta de tincion del material genético (Figura 4ll-j).

Por lo tanto, la caridlisis representa una etapa muy tardia en el proceso de muerte
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celular, es decir, es la etapa posterior a la cariorrexis y la cromatina condensada

(51, 59).

Picndsis: Estas células se caracterizan por presentar un pequefio ndcleo contraido,
lo que resulta en una alta condensacion de la cromatina, tiiéndose de manera
intensa (Figura 4l1-i) (51, 59). El diametro nuclear suele ser de uno a dos tercios de
un ndcleo en células normales. El significado biolégico de estas células es poco
claro, al igual que los mecanismos involucrados a su formacion. Sin embargo, se ha
mencionado que las células picnéticas pueden estar sufriendo una forma Unica y

diferente de muerte celular (54).
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4. Diseno Metodoloégico

4.1. Tipo de estudio

El presente es un estudio analitico y de corte transversal en el cual el evento de
interés fue evaluar la presencia o ausencia de efectos genotdxicos asociados a
metales pesados en poblaciones insulares de Cartagena.

4.2. Areade estudio

Esta investigacion se realizo en los corregimientos de Ararca, Baru, Cafio del oroy
Tierra Bomba, cuatro comunidades tradicionales de pescadores ubicados en zonas
insulares y costeras del distrito de Cartagena en el departamento de Bolivar (Figura
5). Ararca cuenta con 900 habitantes que viven en 219 viviendas, ubicadas a 15
kilbmetros del casco urbano de Cartagena y tiene interaccion directa con la Bahia
de Cartagenay el canal del dique; Baru es una isla habitada por 1922 personas que
viven en 448 hogares, ubicada a 34 kilometros de la zona urbana de Cartagena (19).
Cafio del Oro y Tierra Bomba son comunidades pertenecientes a la isla de Tierra
Bomba, los cuales cuentan con poblaciones de 1257 y 1472 habitantes
respectivamente.

4.3. Poblacion y muestra

La poblacion analizada en este estudio fueron personas establecidas en los
corregimientos de Ararca, Barl, Cafo del Oro y Tierra Bomba (total de 5551

habitantes).
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Tierra Bomba

Figura 5. Localizacién de los sitios de estudio. Comunidades de Ararca, Baru, Cafio
del Oro y Tierra Bomba, Distrito de Cartagena, Bolivar. Fuente: Imagen propia

disefiada a partir de Google Earth Pro
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El tamafio de la muestra total y la proporcion por sitio se estimo utilizando la féormula

de estimacion de muestra poblacional con poblacion definida:

B N+ Zip+q
Cd?2x(N—1)+Z2+p+*q

n

Donde N es el tamafio total de la poblaciéon (5551 habitantes), Z? corresponde al
nivel de confianza de 95% (1,962), P es la proporciéon esperada de individuos
con efectos genotdxicos asociados a metales pesados, en este caso, cComo no
se cuenta con datos previos en la zona, se estimé una proporcién del 50% (0,5)
(60), siendo g el equivalente de 1-p, es decir (0,5) y d? es el error maximo permitido
de 10% (0,1). De este modo, el tamafio calculado de la muestra, necesario para el

estudio, fue de 94 individuos.

La distribucién de las muestras entre las diferentes comunidades evaluadas se
realiz6 mediante una asignacion proporcional, en la cual el porcentaje de
participacion de cada municipio en el tamafio de la muestra fue igual a la
participacion de cada municipio en el tamafio total de la poblacién. En este sentido,
el nUmero de personas evaluadas por comunidad se establecié de la siguiente
manera: 16 de Ararca, 31 de Baru, 22 Cafo del Oro y 25 de Tierra Bomba, para una

muestra total de 94 individuos.
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4.4. Criterios de seleccion y registro de los participantes

Las visitas a los corregimientos se realizaron con el apoyo de un grupo
multidisciplinar de investigadores del grupo UNIMOL de la Universidad de
Cartagena, conformado por profesionales de la salud y trabajadores sociales. Estos
profesionales asistieron en el acercamiento con la poblacién, el registro de las

personas y la recoleccion de las muestras biologicas.

El registro consistié en una encuesta que incluyé informacién general sobre algunos
parametros de estilo de vida de los individuos, tales como: consumo de alcohol o
tabaco, habitos alimenticios, fuente de consumo de agua y tratamiento, actividad
laboral, tiempo de residencia en el lugar, breve historia clinica y antecedentes de

exposicion a agentes genotdxicos como sustancias quimicas o radiacion.

De acuerdo con la informacion provista por la encuesta, se incluyeron en el estudio
aguellas personas que tengan mas de 3 afios viviendo en la zona de estudio, que
no presenten antecedentes de alcoholismo o tabaquismo, ni enfermedades como
cancer o enfermedades crénicas degenerativas en los anteriores 6 meses a la visita,
asi mismo tampoco deben estar bajo tratamiento farmacoldgico alguno y no
presentar antecedentes de exposicién prolongada a algun otro agente quimico o
fisico (como rayos X) conocido capaz de generar genotoxicidad. No cumplir con

algunos de estos criterios se tomé como criterio de exclusion.
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Todas las personas que participaron firmaron un consentimiento informado sin
excepcion, en el que se les explico los objetivos del estudio y autorizaron el uso de

sus muestras biolégicas para fines cientificos.

4.5. Obtencion de las muestras biologicas

A todas las personas incluidas en el estudio se les recolectaron muestras de sangre
periférica y células de la mucosa bucal. Para analisis de Hg y Cd, se recolectaron
entre 3y 6 ml de sangre periférica en tubos con EDTA y almacenadas en hielo. Para
el ensayo de BMCyt, se recolectaron muestras de células de la mucosa bucal
exfoliadas mediante una serie de masajes en la parte interna de las mejillas con la
ayuda de un hisopo y se suspendieron en solucion salina fria (0,9%), previamente,
a cada persona se le pidi6 que se enjugara la boca con agua de botella
proporcionada por los investigadores. Cada muestra biologica fue codificada con un
consecutivo Unico que permitiese identificar a cada persona y que fuera posible
verificar su trazabilidad durante el estudio. Finalmente, las muestras fueron
transportadas al laboratorio del grupo UNIMOL, Universidad de Cartagena, para la

realizacion de los posteriores ensayos de laboratorio.

4.6. Analisis de metales pesados en sangre

La determinacién de Hg total y Cd en sangre se realiz6 en el Laboratorio de
Toxicologia y Gestidon Ambiental de la Universidad de Cérdoba. Los analisis de Hg
total en sangre se realiz6 mediante Espectrofotometria de Absorcion Atémica de

Vapor Frio (CVAAS), utilizando Thermo equipment ScientificTM, modelo iCE, serie
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3000, a una longitud de onda de 253,7 nm con un limite de deteccion de 0,40 pg/L
(61). Los analisis de Cd en sangre se realizaron mediante Espectrometria de
Absorcion Atomica en Horno de Grafito con un limite de deteccion de 0,20 pg/L (7).
Todos los andlisis se realizaron a partir de 2 ml de muestra de sangre periférica
recolectada en tubos vacutainers con anticoagulante EDTA y almacenada a 4°C.

Las unidades de concentracion se determinaron en pg/L.

4.7. Ensayo de citoma de micronucleo bucal (BMCyt)

Después de los masajes bucales, las células eran suspendidas en tubos de
centrifuga de 15 ml que contenian 5 ml de solucién salina 0,9% (p/v), una vez en el
laboratorio, las muestras eran centrifugadas a 1500 rpm durante 10 minutos y las
células bucales sedimentadas se lavaron dos veces con solucion salina y una vez
con fijador de Carnoy (metanol vy acido acéticoglacial, 3:1) en las
mismas condiciones de centrifugacion. Finalmente, se gotearon entre 80 y 100 uL
de suspension celular en un portaobjetos inclinados para obtener una buena
extension celular (53). Las células fijadas se tifieron mediante el método de Feulgen
de acuerdo con las recomendaciones de Thomas et al. (51). En resumen, los
portaobjetos fueron tratados en un ciclo de etanol al 50 y 20% durante 1 minuto a
temperatura ambiente y luego en agua destilada durante 2 minutos. Seguidamente,
los portaobjetos se sumergieron en HCL 5 M durante 30 minutos, en este punto, se
utilizé una lamina no sumergida en HCL como control negativo del proceso.

Finalizado el tiempo, los portaobjetos fueron enjuagados con agua corriente durante
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3 minutos y sumergidos en un recipiente que contenga Reactivo de Schiff durante
1 hora en oscuridad total a temperatura ambiente. Posteriormente, los portaobjetos
fueron enjuagados 5 minutos con agua corriente y luego enjuagados con agua
destilada. Finalmente, los portaobjetos fueron sumergidos en Light Green 0,2% (p/v)
durante 20 a 30 segundos, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secando

por 15 min a temperatura ambiente.

Los portaobjetos tefiidos se evaluaron utilizando un microscopio Optico Nikon, se
visualizaron y analizaron 1000 células por individuo empleando un aumento 100X.
El andlisis de alteraciones, como la presencia de dafio en el ADN (micronucleos y
brotes nucleares), muerte celular (cromatina condensada, picndsis, cariorrexis y
cariolisis) y defecto de citocinesis (células binucleadas), se realizaron segun

recomendaciones de Thomas et al. (51).

4.8. Aspectos éticos y normas de bioseguridad

Este estudio se realizd bajo el marco del proyecto Basin Sea Interactions with
Communities (BASIC-Cartagena), un proyecto multicéntrico de investigacion
aplicada sobre las Interacciones entre cuencas, mar y comunidades en la zona
costera de Cartagena. Todos los participantes de este proyecto firmaron un
consentimiento informado sin excepcion. El proyecto actual recibié aprobacion del

comité de ética de la Universidad de Cartagena, Cartagena.

Debido a la pandemia causada por el virus SARS-CoV-2 que afecta actualmente a

la humanidad con la enfermedad COVID-19, se aplicaron los protocolos y medidas
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de bioseguridad durante el contacto, registro y toma de muestras de las personas
participantes segun los protocolos de bioseguridad del Laboratorio UNIMOL y de la
Universidad de Cartagena resolucién No. 00813 del 16 de junio de 2020, el cual
esta fundamentado por las normas del Ministerio de Salud. A razén, el articulo 12
promueve que el personal de la Universidad que desarrolle funciones fuera del
campus debe acatar los protocolos de bioseguridad en los lugares donde ejecute
las actividades o prestacion del servicio. Por lo anterior, el equipo de investigacion
del presente proyecto utilizé en todo momento los implementos de proteccidon
personal tales como tapabocas N95, bata desechable, gorro, guantes y gafas, asi
mismo se les exigio a las personas participantes el uso de tapa bocas, si esta no la
poseia, el equipo de investigacion le proporcion6 uno. Se realizaron desinfecciones
constantes con alcohol al 70% antes y después de la atencion a cada individuo. La
atencion de las personas se realiz6 en sitios ventilados y respetando el
distanciamiento fisico (al menos 2 metros) en el caso de que hayan 2 o mas

personas interesadas en participar.

4.9. Analisis estadisticos

Se verificd el supuesto de normalidad de las variables mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov o Shapiro wilk segun el caso con el fin de escoger el analisis
paramétrico o no paramétrico de los datos. Como las variables no se distribuyeron
normalmente, los resultados se presentaron en medianay rango intercuartilico (RIQ:
percentil 25 — percentil 75). Los analisis de las diferencias significativas entre grupos

se realizaron mediante U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis para mudltiples
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comparaciones con test de Dunn post-hoc para cada apareamiento. Las
correlaciones entre los niveles de metales en sangre, variables demograficas
cuantitativas y el dafio en el material genético se llevaron a cabo mediante
coeficiente de Spearman. Adicionalmente, se realizaron regresiones lineales
simples y ajustadas por diferentes variables de confusion utilizando una funcion
robusta para una mejor estimacion de la varianza. Las variables epidemioldgicas
tenidas en cuenta en los individuos tales como el sexo y aspectos del estilo de vida
(cualitativos) se analizaron mediante Chi-cuadrado o test Exacto de Fisher. Todos
los analisis se realizaron en el software estadistico SPSS v.9.0. La significancia

estadistica estuvo definida como p<0,05.
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5. Resultados

En total, 94 individuos cumplieron los criterios de inclusion para el estudio, estos
individuos se obtuvieron de 4 comunidades pesqueras ambientalmente expuestas
a metales pesados tales como mercurio y cadmio, y en la que han habitado por lo

menos durante 3 afos.

5.1. Caracterizacion demografica de l|la muestra
poblacional

En la tabla 1 se resumen las principales caracteristicas demogréficas de la
poblacion de estudio, obtenidas mediante el analisis de las encuestas realizadas
durante las visitas a los sitios. En general, la mediana de edad del grupo de estudio
fue de 31,5 afos (RIQ: 23-42,25) y estuvo conformado por 69 mujeres (73,4%) y 25
varones (26,6%). Del total de sujetos incluidos, 7 fueron menores de edad. No se
presentaron diferencias significativas en la mediana de edad entre las 4

comunidades (p>0,05).

En cuanto al grado de escolaridad, 4 individuos del grupo de estudio presentaron
analfabetismo, el 32,98% no terminaron su estudio escolar (primaria o secundaria),
mientras que mas del 47,87% termind la secundaria, el 12,76% tenia un grado

técnico o tecndlogo y solo 2 individuos tenian grado universitario.

Con respecto a la ocupacion, el 56,38% (n=53) de los participantes eran amas de

casa, el 30,85% (n=29) de los individuos se encontraban empleadas, el 9,57% (n=9)
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eran estudiantes y 3 (3,19%) se encontraban desempleadas en el momento de la
entrevista. Entre de las 29 personas empleadas, el 34,48% (10/29) se dedicaban a
oficios relacionados con el turismo, el 13,79% (4/29) se dedicaban al comercio y 2
(6,89%) eran pescadores. Otras ocupaciones como servicios de vigilancia, servicios
de salud, artesania, cosmetologia y oficios varios representaron el 44,84% restante
(13/29). Referente al consumo de alcohol, el 90,43% refirid no consumir alcohol de
forma frecuente, mientras que el 9,57% de ellos eran consumidores habituales
(representado como aquella persona que consumia mas de 10 cervezas por
semana). Aun asi, para evitar sesgos en los resultados, en este estudio nos
abstuvimos de incluir personas que consumieran bebidas alcohdlicas en exceso de

forma periédica, o con antecedente reciente de alcoholismo.

El 78,72% (n=74) de la poblacién de estudio manifestdé que el agua de consumo la
obtenian de la lluvia o del agua que almacenaban en estanques, ademas cerca del
81,08% (60/74) no le daba ninguna clase de tratamiento al agua antes de consumir.
Estas comunidades, a excepcion de Ararca, no cuentan con un sistema de
acueductos de agua potable, por lo que la mayor parte del agua de consumo
provienen de la lluvia o del agua proveniente de Cartagena que es transportada en
un buque cisterna, el cual es almacenado posteriormente en estanques por largos
periodos de tiempo. Solo el 22,42% del total de personas estudiadas le aplicaba
algun tipo de tratamiento al agua de consumo, estos tratamientos incluian hervir el

agua o filtrarla de forma artesanal.
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Tabla 1. Caracterizacién demografica de la poblacion de estudio

Grupo expuesto

Variable demografica Ararca Baru Car;c:odel Tierra Bomba Total
n=16 n=31 n=22 n=25 n= 94
Edad (mediana y RIQ) 35 32 32 31,5 31,5
(24-45) (22-42,75)  (22-48) (23-41,5) (23-42,25)
Sexo
Femenino 13 16 18 22 69 (73,40%)
Masculino 3 15 4 3 25 (26,60%)
Escolaridad
Ninguna 1 2 1 0 4 (4,25%)
rnr:;":crl'js‘; secundaria 6 11 11 3 31 (32,98%)
Bachiller 7 14 8 16 45 (47,87%)
Estucllios Técnicos o ) 3 ) 5 12 (12,76%)
tecndlogos
Estudios Universitarios 0 1 0 1 2(2,12%)
Ocupacion
Ama de casa 12 10 14 17 53 (56,38%)
Empleado 4 17 2 29 (30,85%)
Desempleado 0 0 2 3 (3,19%)
Estudiante 0 4 4 9(9,57%)
Tiempo de residencia en el
lugar
< 25 afios 4 11 7 9 31 (17,02%)
> 25 afios 12 20 15 16 63 (82,98%)
Consumo de alcohol
Consumidor * 1 7 1 0 9 (9,57%)
No consumidor 15 24 21 25 85 (90,43%)
Consumo de pescado
No consume 1 0 2 0 3 (3,19%)
Secrizgz)"’" (<1 vez por 5 3 1 1 10 (10,64%)
Semanal 7 13 10 13 43 (45,75%)
Diario 3 15 9 11 38 (40,42%)
Fuente de consumo de agua
ﬁ:j\(,:'i:e cisterna o agua de 0 59 21 24 74 (78,72)
Acueducto o comercial 16 2 1 1 20 (21,28)

* > 10 cervezas cada fin de semana
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Con respecto al consumo de alimentos, el pescado se sefial6 como la principal
fuente de proteina, el 40,42% de los participantes en el grupo de estudio lo
consumia diariamente y, el 45,75%, al menos una vez por semana. Asi mismo,
todos los participantes refirieron seguir una dieta balanceada, con un gran consumo

de arroz, harinas, granos, frutas y vegetales.

5.2. Marcador de exposicion: analisis de mercurio y
cadmio en sangre

Los niveles de metales pesados en las muestras analizadas por comunidad se
muestran en la tabla 2. Se encontr6 que la mediana de Hg total en sangre
sobrepasaron los limites permisibles para poblaciones ambientalmente expuestas
a Hg segun lo establecido por la OMS (5,0 ug/L) (24), tanto por comunidades como
de forma general (total de individuos). En resumen, la mediana de Hg total en sangre
en el grupo de estudio fue de 7,39 pg/L (RIQ: 4,54 -11,20), y en particular, el
corregimiento de Baru present6 niveles significativamente mas altos con respecto a
Ararca y Cafio del Oro, pero no con Tierra Bomba. Ademds, segun las
concentraciones de Hg en las muestras individuales, se encontré que el 71,27% del
total de individuos sobrepasaron los limites de Hg (67/94), y de forma particular, se
observo que el 56,25, el 83,87, el 54,54 y el 80,0% de las muestras de Ararca, Barq,
Carfio del Oro y Tierra Bomba, respectivamente, sobrepasaron los limites permitidos
de Hg establecidos por la OMS.

Respecto a los analisis de Cd en sangre, es importante mencionar que no fue

posible realizar el analisis de este metal a 4 individuos debido a escases de la
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muestra. Se observo que 77,77% (70/90) de los individuos estudiados presentaron
valores menores al limite de deteccion de Cd en sangre segun la metodologia
utilizada (0,2 pg/L). Los valores minimos y maximos de Cd en sangre entre los 20
individuos a los que le fue posible detectar el metal, fue de 0,2 a 2,99 pg/L, con una
mediana de 0,43 ug/L (RIQ: 0,33-1,02), indicando que ninguno de los individuos
estudiados presento niveles de Cd superiores al permitido por el CDC (5 ug/L) (30).
Ademas, observamos que los 20 sujetos con Cd en sangre estuvieron distribuidos
equitativamente entre las comunidades de Baru (n=5), Cafio del Oro (n=6) y Tierra
Bomba (n=8), solo un individuo era residente de la comunidad de Ararca; en cuanto
al sexo, 14 eran mujeres y 6 hombres. Con el fin de explorar posibles variables
involucradas en la ausencia o presencia de Cd en sangre, decidimos comparar
ambos grupos. Al comparar la edad y tiempo de residencia entre el grupo sin Cd en
sangre y con Cd en sangre se encontrdé que no hubo diferencia estadistica entre
ellos (tabla 3), las medianas de edad para el grupo sin Cd y con Cd fueron de 31,5
afnos para ambos grupos. Mientras que la mediana de tiempo de residencia fue de
25 afios (RIQ: 15,0-40,0) y 30 afios (RIQ: 20,25 — 48,25) para el grupo sin Cd y con
Cd respectivamente. Otras variables como el sexo y consumo de pescado tampoco
evidenciaron diferencias estadisticas (tabla 3). Conociendo esta informacion,
decidimos que los posteriores analisis exploratorios entre niveles de metales en
sangre y las distintas variables demograficas y/o biologicas se realizaran

principalmente con Hg debido a la poca relevancia estadistica de los datos de Cd.
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Tabla 2. Concentraciones de mercurio y cadmio en sangre de la poblacién de

estudio (mediana y RIQ) (pg/L)

Marcador de Grupo de estudio

exposicion Ararca Baru Cafio del Tierra Total

Oro Bomba
Concentracion Limites
de Hg en permisibles
sangre (n=94) OMS
Mediana 6,47a 10,03b 5,50a 7,26ab 7,39
RIQ 2,45-830 694-13,19 2,56-8,85 5,55-13,51 4,54-11,20
Minimo 0,43 2,73 0,55 3,38 0,43 >0
Maximo 18,5 25,77 14,41 36,01 36,01
Concentracion Limites
de Cden Total permisibles
sangre (n=20) CDC
Mediana - - - - 0,43
RI(,I. - - - - 0,33-1,02 5.0
Minimo - - - - 0,2
Maximo - - - - 2,99

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05. Concentracién de Hg en
sangre: Kruskal-Wallis y test de Dunn para cada comparacion en pareja

Tabla 3. Comparacion entre las distintas categorias de niveles de cadmio en sangre

(mediana y RIQ) (ug/L).

Grupo sin cadmio en Grupo con cadmio en p-valor
sangre (n=70)* sangre (n=20)

Sexo

Femenino 53 14

Masculino 17 6 0,774
Edad (medianay RIQ) 31,5(23,75-41,0) 31,5 (23,25 -50,75) 0919
Tiempo de residencia 25 (15,0-40,0) 30 (20,25 - 48,25) 0,183
Consumo de pescado a
diario
Si 26 11

1

no 44 9 0,199

*<0,2 pg/L, limite de deteccién de Cd en sangre por la técnica de medicion
Sexo y consumo de pescado: Exacto de Fisher. Edad y tiempo de residencia: U de Mann-Whitney.
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En la Figura 6 se observa la linea de tendencia de las concentraciones de Hg en
sangre cuando las enfrentamos a las variables “edad” y “tiempo de residencia en el
lugar”, ademas, pese a la inequidad en la proporcién de varones y mujeres en la
poblacion de estudio, decidimos categorizar la muestra por sexos. Se encontré que
en mujeres existe un comportamiento creciente de los niveles de Hg en sangre a
medida que aumenta la edad o el tiempo de residencia en el area de estudio, asi
mismo, el tiempo de residencia tuvo una tendencia positiva en el aumento del Hg

en hombres, sin embargo, la edad por si sola no mostré una tendencia aparente.
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Figura 6. Tendencia de los niveles de mercurio en sangre con la edad y tiempo de

residencia en el sitio de estudio categorizado por sexo y en forma general (linea

negra)
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Teniendo en cuenta lo anterior, decidimos comparar los niveles de Hg en sangre
entre las categorias (sexo, edad y tiempo de residencia en el sitio) y otras variables
demogréficas capaz de incidir sobre los niveles de Hg en sangre, tales como el
consumo de pescado y fuente de agua de consumo. En la variable consumo de
pescado, comparamos las categorias “consumidor diario”, “consumidor semanal” y
el conjunto entre “consumidor ocasional” y “no consumidores”. Para el caso de las
variables “edad” y “tiempo de residencia en el sitio” categorizamos entre menores y
mayores a 25 afios por efectos de equidad muestral entre los grupos. La tabla 4
evidencia que las concentraciones de Hg en sangre fueron mayores en hombres
gue mujeres (p=0.022). El grupo de individuos con mas de 25 afios viviendo en la
zona de estudio presentaron mayores niveles de Hg en sangre en comparacion a
aguellos habitantes con menos tiempo (p=0,007), el mismo comportamiento se

observo con la edad de los individuos, sin embargo, este no fue estadisticamente

significativo.

Con respecto a la fuente de agua de consumo, no se observé diferencia en los
niveles de Hg entre el grupo cuya fuente de agua de consumo provenia de fuentes
inadecuadas y los que consumian agua de acueducto o comercial (p> 0,05). El
grupo que consumia pescado de forma diaria presentd mayores concentraciones
respecto a aquellos que consumian de forma semanal y a los que consumian
ocasionalmente o no consumian, asi mismo, los dos ultimos grupos, presentaron

diferencias significativas entre ellos. Cabe mencionar que todas las medianas de
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concentracion de Hg en sangre obtenida en el actual andlisis, se encontraban por

encima del limite permitido.

Finalmente, se realizé un andlisis de correlacion entre el Hg en sangre y las
variables demogréficas: edad, tiempo de residencia y el consumo de pescado. Los
resultados mostraron que todos los factores demograficos se correlacionaron
significativamente con las concentraciones del metal, siendo el consumo de
pescado el de mayor coeficiente de correlacién (rho=0,415; p<0,001), seguido por

el tiempo de residencia (rho=0,374; p<0,001) y la edad (rho=0,260; p=0,012).

Tabla 4. Concentracion de mercurio en sangre de acuerdo a sexo, edad, tiempo

de residencia, consumo de agua y pescado en la poblacién de estudio (mediana y

RIQ).
Variable demografica Mercuzﬁgj:)sangre p-valor
Sexo F (n=69) 7,3(4,5-10,7) 0.022
M (n= 25) 10,25 (7,35 - 13,65) ’
Edad (afios) <25 (n=31) 6,2 (3,79 - 12,07) 0078
> 25 (n=63) 8,39 (6,37 -13,19) !
Tiempo de <25 (n=45) 6,94 (3,92 - 10,03) 0.007
residencia (afios) > 25 (n=49) 9,06 (6,44 - 14,19) ’
Acueducto/ comercial 7,59 (4,0 - 9,35)
Fuente de agua de (n=20) 0,256
consumo lluvia y/o estanques 8,01 (5,33 -13,20) !
(n=74)
Diario (n=38) 10,28 (7,18 -14,52) a
Consumo de Semanal (n=43) 7,31 (4,62-10,97) b <0.001
pescado Ocasional/no consume 5,31(1,85-8,13)c ’
(n=13)

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05.
Sexo, edad, tiempo de residencia y fuente de agua: U de Mann-Whitney. Consumo de pescado
Kruskal-Wallis y test de Dunn para cada comparacidén en pareja
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5.3. Analisis de citoma de micronucleo bucal

El BMCyt fue la técnica empleada para evidenciar efectos genotoxicos en los
habitantes de las comunidades pesqueras ambientalmente expuestas a Hg y Cd.
En este estudio, se realizd un analisis para hallar posibles diferencias significativas
entre 3 grupos distintos de niveles de Hg en sangre, es decir, entre los que
presentaron niveles de Hg inferiores al umbral 5 pg/L, los que presentaron entre
5,01-10,0 pg/L y los que presentaron niveles superiores a 10,0 pg/L. La variable de
niveles de Hg en sangre es de caracter cuantitativa continua y se categorizo

Unicamente en esta ocasion.

En la Tabla 5 se muestran las diferencias significativas y la estadistica descriptiva
que resulta al comparar los eventos genotoxicos entre las categorias de los niveles
de Hg en sangre. Las variables de dafio evaluadas para el ensayo de citoma fueron:
namero de células con microndcleos y brotes nucleares como medida de dafio en
el ADN; numero de células con cromatina condensada, picndsis, cariorrexis y
caridlisis como medida de muerte celular; finalmente, el nimero de células
binucleadas como medida de defectos de citocinesis (Figura 7). Se encontraron
diferencias significativas en los biomarcadores micronucleos, cariorrexis y cariolisis
entre las diferentes categorias de niveles de Hg en sangre. El grupo con niveles de
Hg >10 pg/L presentd mayor frecuencia de micronucleo y cariorrexis en
comparacion con el grupo con niveles de Hg <5 pg/L, pero no con los que

presentaron Hg entre 5,01-10,0 ug/L. Por otro lado, la frecuencia de células
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carioliticas fue mayor en el grupo con niveles de Hg >10 pg/L en comparacion con

los otros dos grupos.

Tabla 5. Biomarcadores del ensayo de citoma de acuerdo a las categorias de

niveles de mercurio en sangre (mediana y RIQ).

Categorias de niveles de mercurio en sangre

BMCyt
<5 pug/L 5,01-10,0 pg/L > 10 pg/L
(n=27) (n=135) (n=32)

Microntcleo 4,0 (3,0-6,0)a 5,0 (4,0 —7,0)ab 6,0 (5,0 -8,0)b
Brote nuclear 5,0(3,0-8,0)a 5,0 (4,0-9,0)a 6,0(50-8,0)a
Binucleada 8,0 (5,0 -10,0)a 8,0 (5,0-9,0)a 7,0(6,0-9,0)a
Cromatina condensada 42,0 (35,0-52,0)a 54,0 (39,0 — 65,0)a 44,5 (36,0 - 76,25)a
Cariorrexis 47,0 (36,0-70,0)a  63,0(36,0-83,0)ab  79,5(59,25-93,75)b
Caridlisis 35,0(26,0-52,0)a  38,0(20,0-56,0)a 64,0 (45,0-79,75)b
Picnésis 3,0(2,0-5,0)a 4,0(1,0-6,0)a 5,0(1,0-6,0)a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05. Todos los analisis se
realizaron mediante Kruskal-Wallis y test de Dunn para cada comparacion en pareja.

Por otro lado, al comparar las frecuencias de los biomarcadores del citoma por

comunidad, se encontraron diferencias significativas entre algunos de estas

poblaciones. En resumen, se identificaron diferencias solo en los biomarcadores de

muerte celular: cromatina condensada, cariorrexis y caridlisis (Tabla 6). Se observo

que la frecuencia de alteraciones nucleares detectadas por el ensayo de citoma

bucal fueron generalmente menores en el grupo de Ararca en comparacion con las

otras comunidades.
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Tabla 6. Biomarcadores del ensayo de citoma por comunidad estudiada (mediana

y RIQ).
Grupo de estudio
BMCyt Total
Ararca Baru Cafio del Oro  Tierra Bomba

. , 5,0 6,0 5,0 5,0 5,0
Microntcleo (3,25-5,75)a (4,0-7,0)a (3,0-7,25)a (4,0-8,0)a (4,0-7,0)

6,0 5,0 7,0 4,0 6,0
Brote nuclear (4,25-7,0)a (4,0-7,0)a (5,0-11,0)a (3,5-8,0)a (4,0-8,0)

Binucleada 7.0 7,0 9,0 8,0 8,0
(5,0-10,75)a (6,0-8,0)a (5,75-11,25)a (6,0-10,0)a (6,0-9,0)

. 42,0 52,0 53,0 44,0 45,0
Cromatina condensada (25,25-45,00)a (35,0-57,25)b (40,5-77,5)b (28,5-63,5)ab (35,75-65,0)
Cariorrexis 32,5 74,0 68,0 76,0 63,5

(17,25-48,00)a (60,0-88,0)b (50,0-83,75)b (41,5-92,5)b (41,75-86,0)
Caridlisis 29,0 52,0 36,5 45,0 45,0
(17,25-48,00)a (17,25-48,00)b  (17,25-48,00)ab  (17,25-48,00)ab  (28,0-65,0)
Picndsis 3,5 4,0 2,0 5,0 40
(0,0-7,5)a (2,0-5,0)a (0,75-5,25)a (1,00-6,0)a (1,0-6,0)

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05

Todos los analisis se realizaron mediante Kruskal-Wallis y test de Dunn para cada comparacién en

pareja

Al igual que en el apartado anterior (5.2. Marcador de exposicion), decidimos

comparar la frecuencia de anomalias nucleares entre las categorias de las variables:

sexo, edad, tiempo de residencia, consumo de pescado y fuente de agua de

consumo. La Tabla 7 muestra los resultados de estas comparaciones. Se

encontraron mayores frecuencias de cariorrexis y cariolisis entre los habitantes que

cuentan con mas de 25 afos viviendo en el area de estudio, estos mismos

biomarcadores también fueron estadisticamente mas frecuentes en las personas

gue consumian agua de fuentes inadecuadas, adicionalmente, células con

cromatina condensada y con micronucleos también fueron mas frecuentes en este
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subgrupo en comparacion con aquellos que consumian agua de acueducto. Por otro
lado, se observé diferencias entre las categorias de consumo de pescado. Los
marcadores de muerte celular: cariorrexis y cariolisis fueron significativamente mas
frecuentes en el subgrupo de habitantes que consumia pescado de forma diaria en

comparacién al consumidor semanal u ocasional.
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Tabla 7. Biomarcadores del ensayo de citoma de acuerdo a las categorias de edad, tiempo de residencia y

consumo de pescado (mediana y RIQ).

Parametros del BMCyt

Variables demograficas . 3 Brote . Cromatina . . I ...
Microntcleo Binucleada Cariorrexis Caridlisis Picndsis
nuclear condensada
M 5,0 (3,0-7,0) 5,0 (4,0-6,0) 7,0(5,75-9,0)  44,0(35,0-57,25) 74,5 (58,0-89,25) 49,5 (37,25-69,5) 4,5 (0,75-6,25)
Sexo F 5,0 (4,0-7,0) 5,0 (4,0-8,75) 8,0 (6,0-10,75) 44'86(?:(3)’)25- 62,0 (38,75-83,0) 42,0 (26,0-64,5) 4,0 (1,0-5,75)
p-valor 0,531 0,394 0,239 0,279 0,126 0,184 0,565
< 25 anos 5,0 (4,0-7,0) 5,0 (4,0-8,0) 7,0 (6,0-9,0) 42,0 (35,0-56,0) 58,0 (32,0-86,0) 40,0 (20,0-65,0) 4,0 (1,0-6,0)
Edad (aﬁos) > 25 afos 5,0 (4,0-7,0) 6,0 (4,0-8,0) 8,0 (6,0-9,0) 50,0 (39,0-72,0) 69,0 (49,0-86,0) 45,0 (29,0-65,0) 4,0 (1,0-6,0)
p-valor 0,987 0,734 0,984 0,074 0,095 0,326 0,824
Tiempo de < 25 anos 5,0 (4,0-7,0) 5,0 (4,0-7,0) 8,0 (6,0-9,0) 43,0 (37,0-54,0) 58,0 (32,0-81,0) 39,0 (26,0-54,0) 4,0 (1,0-6,0)
residenciaen > 25 afios 5,0 (4,0-8,0) 6,0 (4,0-8,0) 8,0 (6,0-9,0) 52,0 (35,0-74,0) 75,0 (58,0-90,0) 48,0 (29,0-71,0) 4,0 (1,0-6,0)
el lugar p—valor 0,428 0,402 0,970 0,105 0,004 0,045 0,668
Acueducto/c
. / 5,0 (3,0-5,0) 6,0 (4,0-7,0) 7,5 (5,0-10,75) 43,0 (23,5-51,50) 37,0(19,75-63,25) 29,0 (14,0-43,5) 2,5 (0,0-5,75)
Fuente de omercial
Lluvia/cister -
consumo de / 6,0 (4,0-8,0) 5,5 (4,0-8,0) 8,0 (6,0-9,0) 47.0 (38,75 73,0 (54,75-89,0)  48,0(30,75-69,25) 4,0 (1,75-6,0)
agua na 71,25)
p-valor 0,34 0,967 0,989 0,037 0,001 0,003 0,217
Diario 5,5 (4,0-8,25)a 6,0 (4,0-8,0)a 8,0 (6,0-11,25)a 45,0 (30,5-75,0)a 77,0 (60,0-98,5)a 52,0 (30,25-78,0)a 3,5(1,0-6,0)a
Consumo de Semanal 5(4,0-7,0)a 5,0 (4,0-7,0)a 7,0 (5,0-9,0)a 44,0 (30,0-63,0)a 58,0 (37,0-81,0)b 44,0 (28,0-63,0)b 4,0 (2,0-6,09a
pescado Ocasional/ni
nguno / 5(3,5-5,5)a 50(4,0-8,0)a  8,0(55-9,0)a  49,0(40,0-64,0)a 58,0 (40,5-70,0)b 38 (26,5-49,5)b 3,0 (0,0-6,0)a

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas p<0,05.
Sexo, edad, tiempo de residencia y fuente de agua: U de Mann-Whitney. Consumo de pescado: Kruskal-Wallis y test de Dunn para cada

comparacién en pareja
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Figura 7. Fotografias (100X) de los tipos de anomalias en células exfoliadas de la mucosa

bucal. a) célula con micronucleo. b) celula con brote nuclear. c) célula binucleada. d) célula
con cromatina condensada. e) célula cariorrectica. f) célula cariolitica. h) célula picnotica.

Fuente: Imagenes propias de este estudio

56



5.4. Correlaciones entre mercurio en sangre, variables
demogréaficas y parametros del BMCyt

Finalmente, para dar respuesta a uno de los objetivos especificos de este estudio,
se realiz6 un analisis de correlacion entre los niveles de metales pesados en sangre
y cada parametro del BMCyt. Por razones ya explicadas, los analisis de correlacion
se realizaron solo con las concentraciones de Hg en sangre. Ademas del marcador
de exposicidn, se consideraron en el andlisis de correlacion variables demograficas
como la edad, el tiempo de residencia y el consumo de pescado. Todo lo anterior
con el fin de conocer el grado o magnitud de las relaciones presentes entre las

variables, la direccion de esta relacion y su respectiva significancia.

Las correlaciones de Spearman para los niveles de metales en sangre, los
biomarcadores del BMCyt y variables demogréficas se muestran en la Tabla 8. En
resumen, se observaron correlaciones significativas entre el Hg en sangre y la
frecuencia de micronucleos, cariorrexis y caridlisis, con coeficientes cercanos 0,37
y un comportamiento directamente proporcional al marcador de exposicion
(correlacion positiva). En cuanto a las variables demograficas, se pudo evidenciar
correlaciones positivas significativas entre el tiempo de residencia y la frecuencia de
cariorrexis, y el consumo de pescado con la frecuencia de micronucleos, cariorrexis
y cariolisis. Por otro lado, multiples correlaciones entre los diferentes parametros del

BMCyt fueron identificados (Tabla 8).
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Tabla 8. Correlacién de Spearman entre variables demogréficas, niveles de metales en sangre y biomarcadores del BMCiyt.

Tiempo Consumo de

Hg en Brote Cromatina
Variables Edad de pescado Micronucleo Binucleada Cariorrexis  Caridlisis  Picndsis
sangre nuclear condensada
residencia

Hg en sangre 1,000
Edad 0,260" 1,000
Tiempo de . N

0,374 0,687 1,000
residencia
Consumo de . .

0,415 0,010 0,321 1,000
pescado
Micronucleo 0,377" -0,150 0,017 0,254* 1,000
Brote nuclear 0,195 0,001 0,097 0,109 0,324 1,000
Binucleada 0,059 0,083 0,047 0,115 0,112 0,374" 1,000
Cromatina

0,139 0,004 0,068 0,044 0,151 0,160 0,033 1,000
condensada
Cariorrexis 0,375" 0,079 0,254" 0,352** 0,378" 0,153 -0,081 0,237 1,000
Caridlisis 0,393" 0,040 0,173 0,306** 0,368 0,194 0,054 0,238" 0,601 1,000
Picndsis 0,148 -0,014 0,037 0,035 0,283" 0,108 0,177 -0,004 0,113 0,312 1,000

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral)
** La correlacidn es significativa al nivel 0,01 (bilateral)
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Finalmente, se emplearon regresiones lineales simples y ajustadas por distintas
variables sociodemogréaficas de confusion con el fin de examinar el peso
(importancia) de la variable independiente principal “niveles de Hg en sangre” sobre
los parametros del BMCyt al cual se correlacioné en el analisis de Spearman
(bivariado). En este sentido se analizaron los parametros micronucleos, cariorrexis
y caridlisis, que ademas de la variable independiente principal, presentaron
correlaciones en al menos una variable demografica. Aun asi, decidimos explorar
todas las posibles variables sociodemograficas disponibles: sexo, edad, tiempo de
residencia, consumo de agua y consumo de pescado. Los resultados mostraron que
independientemente de la o las variables de ajuste, el Hg en sangre se mantuvo
consistentemente como un predictor significativo para la frecuencia de

micronucleos, cariorrexis y caridlisis (Tabla 9, 10y 11).

Tabla 9. Analisis de consistencia del Hg en sangre para la frecuencia de

micronudcleo considerando diferentes caracteristicas sociodemograficas.

Micronucleos

Modelos —

Coeficiente 95% CI p-valor
Modelo A: micronucleos considerando Hg 0,017 0,008 - 0,027 <0,001
en sangre
Modelo B: modelo A ajustado por sexo 0,019 0,102 - 0,029 <0,001
Modelo C: modelo B ajustado por edad 0,02 0,011-0,030 <0,001
Mode!o D: modelo C ajustado por tiempo 0,019 0,009 - 0,029 <0,001
de residencia
Modelo E: modelo D ajustado por consumo 0,018 0,008 - 0,028 0,001
de agua
Modelo F: modelo E ajustado por consumo 0,017 0,005 - 0,028 0,005
de pescado

59



Tabla 10. Analisis de consistencia del Hg en sangre para la frecuencia de

cariorrexis considerando diferentes caracteristicas sociodemograficas

Modelos Cariorrexis

Coeficiente 95 % Cl p-valor
Modelo A: Cariorrexis considerando Hg en 0,220 0.138-0.29 <0.001
sangre
Modelo B: modelo A ajustado por sexo 0,204 0,114-0,291 <0.001
Modelo C: modelo B ajustado por edad 0,190 0,095-0,284 <0.001
Modelo D: modelo C ajustado por tiempo 0,159 0,058 - 0,260 0,002
de residencia
Modelo E: modelo D ajustado por consumo 0,133 0,038-0,229 0,007
de agua
Modelo F: modelo E ajustado por consumo 0,115 0,008 - 0,222 0,035

de pescado

Tabla 11. Analisis de consistencia del Hg en sangre para la frecuencia de

Cariolisis considerando diferentes caracteristicas sociodemograficas

Modelos Caridlisis

Coeficientes 95% Cl p-valor
Modelo A: Caridlisis considerando Hg en 0,218 0,158 -0,278 < 0.001
sangre
Modelo B: modelo A ajustado por sexo 0,217 0,153-0,282 <0.001
Modelo C: modelo B ajustado por edad 0,211 0,140-0,283 <0.001
Modelo D: modelo C ajustado por tiempo 0,198 0,120-0,275 <0.001
de residencia
Modelo E: modelo D ajustado por consumo 0,186 0,111-0,261 <0.001
de agua
Modelo F: modelo E ajustado por consumo 0,185 0,101-0,270 <0.001

de pescado
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6. Discusion

Existen antecedentes sobre la presencia de metales pesados en poblaciones
humanas de la zona insular y costera de Cartagena. Sin embargo, este es el primer
estudio que presenta evidencia relacionada con los efectos genotoxicos ocasionado
por la exposicibn a metales pesados utilizando el ensayo BMCyt en las
comunidades de Ararca, Bar(, Cafio del Oro y Tierra Bomba, comunidades

pesqueras del distrito de Cartagena, Bolivar.

En este estudio, se pudo observar que en el total de la muestra estudiada, la
participacion de las mujeres fue superior a los hombres. Este comportamiento se
debe a que los hombres se encontraban en mayor frecuencia laborando durante las
visitas, ocasionando un sesgo muestral donde los hombres tuvieron menos
probabilidades de participar porque la mayoria de este grupo se encontraba fuera
del hogar. Adicionalmente, se pudo notar una postura de rechazo hacia la toma de
la muestra sanguinea, evitando su participacion en el estudio. Esta negligente
participacion masculina se reporté en un estudio comunitario realizado por Ruiz-
Diaz et al. (19) en dos de las 4 comunidades analizadas en nuestro estudio (Ararca

y Baru).

Tomando como referencia el estudio de Ruiz-Diaz y colaboradores (19), en el cual
se describi6 las caracteristicas socioeconomicas, las condiciones de agua potable,
saneamiento e higiene de las comunidades de Ararca y Baru, encontraron que estas

comunidades presentan condiciones notablemente vulnerables, con niveles bajos
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de educacion e ingresos, con una economia mayoritariamente basada en la
explotacion de recursos naturales, como el turismo y la pesca artesanal. Los autores
reportan que, de 220 sujetos encuestados, el 45,90% no terminé la primaria o
secundaria, el 55,9% eran amas de casa y solo el 255% se encontraban
empleados, siendo el turismo, el comercio y la pesca las actividades mas comunes,
también informan el consumo de agua de fuentes no adecuadas como agua de
lluvia, buque cisternas y pozos, y la falta de aplicacién de tratamiento antes del
consumo. Estos hallazgos estan en linea a lo encontrado en el presente estudio a
pesar de tratarse de una cohorte de sujetos mas pequefia, ademas pese que en el
anterior estudio no se evaluaron las poblaciones de Cafo del Oro y Tierra Bomba,
la similitud en el estilo de vida entre estas comunidades hace que los resultados
sean comparables. En concordancia, los resultados anteriormente expuestos estan
en linea con los indicadores e informes de calidad de vida publicados por el distrito

de Cartagena (20).

El oficio de la pesca artesanal en estas comunidades es conocido como una
actividad principalmente masculina. En este estudio participaron 25 hombres, de los
cuales solo 2, con edades de 57 y 77 afos, se dedicaban a la pesca artesanal. Se
ha reportado que es poco probable que los jovenes y las nuevas generaciones de
estas comunidades se involucren en esta actividad, lo que sugiere un cambio
generacional en las preferencias ocupacionales posiblemente motivado por una
reduccion persistente en la rentabilidad de las actividades relacionadas con la pesca

(19). Aun asi, el consumo de pescado en las comunidades sigue siendo
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notablemente alto, registrdndose un consumo diario en el 40,42% y al menos una

vez por semana en el 45,72% de los encuestados.

Claramente, nuestros resultados mostraron que, en promedio, las personas
residentes de estas comunidades presentan concentraciones de Hg total en sangre
superiores al nivel de referencia aceptados para poblaciones ambientalmente
expuestas por la OMS (5 ug/L) (24), el cual también es usado como referencia
nacional en Colombia (62). Al comparar estos resultados con los antecedentes en
la zona, encontramos que nuestras cifras son considerablemente menores a los
reportados por un estudio realizado en 498 pescadores de Cartagena que incluy6
habitantes de Cafio del Oro y Tierra Bomba, los autores reportaron rangos de
concentraciones de Hg total en sangre de 0-30, 31-90 y = 91 ug/L en el 44, 50,2 y
5,2% de los individuos respectivamente (14). Es pertinente mencionar que el estudio
anterior se remonta a los ultimos afios de operacion de la planta de cloralkali que
dejé concentraciones peligrosas de Hg en los sedimentos (21). Asi mismo nuestros
valores de Hg en sangre son menores a las de otras poblaciones de la costa Caribe
colombiana ambientalmente expuestas (7, 61, 63-65); similares a los encontrados
en la Region de la Mojana (66) y Putumayo, y mayores a lo reportado en mineros

de los departamentos de Bolivar, Caldas y Cauca (61) (Tabla 12).
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Tabla 12. Comparacion

de Hg en sangre con otras poblaciones colombianas

expuestas
.. . Hg en sangre
. Departame Municipio/loc Tipo de - —
Referencia . .. Promedio £ DE o Minimo -
nto alidad exposicion . .
Mediana (RIQ) Maximo
Comunidades
Este estudio Bolivar insulares de Ambiental 7,38 (4,54 -11,20) 0,42-36,01
Cartagena
(7) Sucre San marcos Ambiental 15,32 +7,40 6,30-36,6
(7) Sucre Sucre Ambiental 11,77 £+ 2,73 8,56-18,30
(7) Sucre Majagua Ambiental 13,21 +3,32 8,54-17,53
(7) Sucre Guaranda Ambiental 14,30+ 12,06 8,34-16,43
Municipios de
(63) Cérdoba la Cuenca del Ambiental 21,9+9,3 ND
Rio San Jorge
Municipios de .
(66) Sucre la Regign de La Ambler.1tal/o 5,5(2,7-11,2) ND
, cupacional
Mojana
(65) Amazonas Puerto Narino Ambiental 13,7 +1,23 3,50-39,9
(61) Cérdoba ND Ocupacional 21,97 (4,48-49,38) 2,31-49,8
(61) Vaupés ND Ocupacional 22,69 (16,73-35,54) 5,53-282,97
(61) Guainia ND Ocupacional 13,16 (9,17-32,12) 3,77-39,08
(61) Antioquia ND Ocupacional 10,13 (6,82-16,42) 2,58-59,44
(61) Putumayo ND Ocupacional 5,94 (3,21-15,17) 2,58-32,56
(61) Bolivar ND Ocupacional 2,74 (1,43-4,89) 0,76-10,21
(61) Cauca ND Ocupacional 1,42 (1,05-2,32) 0,75-9,54
(61) Caldas ND Ocupacional 1,0(0,52-1,91) 0,52-7,42

Al comparar las concentraciones de Hg por sexo, se observé que los hombres, a

pesar de representar el 25% de la muestra poblacional, presentaban mayores

concentraciones de Hg en sangre comparados con las mujeres. Similarmente, un

estudio previo realizado en poblaciones de la linea costera del Caribe Colombiano,

en la que se incluyé la comunidad de Carfo del Oro, encontré que los hombres

presentaban mayores concentraciones de Hg total en cabello en comparacion con
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las mujeres, estos hallazgos pueden atribuirse a que los hombres consumen
mayores cantidades de pescado y organismos marinos contaminados en
comparacion con las mujeres (13). Resultados similares se han observado en el
andlisis de Hg en sangre y cabello entre hombres y mujeres en estudios realizados

en Colombia (65-67) y otras regiones del mundo (68).

Al hacer la comparacion de los niveles de Hg entre las categorias de edad (menores
y mayores de 25 afios) no se encontraron diferencias significativas. En contraste, al
comparar el tiempo de residencia de los individuos en la zona en los mismos
intervalos de tiempo se encontré una diferencia estadisticamente significativa
(Tabla 4). Aun asi, en su naturaleza continua, ambas variables se correlacionaron
significativamente con el Hg en sangre. Estos hallazgos reflejan la naturaleza

bioacumulable del Hg a través del tiempo de exposicidbn ambiental (66, 69).

Toxicologicamente, el consumo de pescado esta directamente relacionado con la
adquisicién de Hg en humanos (70, 71). En nuestro estudio, se encontré que las
personas que consumian pescado de forma diaria presentaban mayores niveles de
Hg en sangre en comparacion con las personas que consumian al menos una vez
por semanal u ocasionalmente. Adicionalmente, una correlacion significativa fue
identificada entre el consumo de pescado y las concentraciones del metal en
sangre, sugiriendo esta variable como un indicador de exposicion al Hg en estas
comunidades. La contaminacion por Hg en peces y otros organismos marinos de la

Bahia de Cartagena es conocida, y similar a nuestros resultados, se ha reportado
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correlaciones directas entre la frecuencia de ingestion de pescado y la
concentracion de Hg total en cabello y sangre en personas que viven a lo largo de
la Bahia de Cartagena, la Costa Caribe Colombiana y otras regiones de Colombia

(13, 16, 65, 67, 72-74).

En cuanto a Cd, nuestros resultados mostraron que el 22,22% (20/90) de los
individuos estudiados presentaron Cd en sangre, y que los valores minimos y
maximos entre los que presentaron el metal fueron de 0,2 a 2,99 ug/L, con una
mediana de 0,43 pg/L (IQR, 0,33-1,02), indicando que ninguno de los individuos
estudiados present6 niveles de Cd superiores al permitido por el CDC (5 pg/L). Las
concentraciones de Cd en la sangre de adultos sanos no expuestos suelen estar en

el rango de 0,1 a 4 pg/L, segun lo informado por la OMS (75) y el CDC (30).

Se conoce que las personas pueden estar ocupacionalmente expuestas a Cd
durante la manipulacion de productos industriales como pigmentos de color,
productos relacionados con el cloruro de polivinilo (PVC) y a fertilizantes fosfatados
por mencionar algunos (22, 25). Sin embargo, se ha sefialado que en individuos no
expuestos ocupacionalmente, la alimentacion y el tabaco constituyen dos de las
principales fuentes de exposicion (76, 77). En primer lugar, el Cd llega al suelo de
los terrenos agricolas a través de deposicion aérea, fertilizantes fosfatados y por
abono de estiércol, de esa manera el metal llega a los productos vegetales que
después son consumidos por el hombre, principalmente el arroz (77, 78). Asi mismo,

el Cd también se acumula en organismos marinos, constituyendo otra importante
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ruta trofica de exposicién (79). En el presente trabajo, las personas expuestas a
agentes quimicos (incluyendo fertilizantes) y al tabaco fueron excluidas para los
objetivos del estudio, ademas, el area no se caracteriza por ser una zona
principalmente agricola. Esto permite pensar que el consumo de organismos
marinos se constituye como la principal fuente de exposicion a Cd en estas
poblaciones, aun asi, el consumo de pescado no mostro diferencias relacionadas
con la ausencia o presencia del metal en sangre. Hallazgos similares se reportaron
en un estudio en donde el consumo de pescado no se relacioné con los niveles de
Cd en sangre (65). Todo lo anterior puede explicar la ausencia de Cd en sangre en
la mayoria de los individuos estudiados y la baja concentracion en los que

presentaron el metal.

En este estudio, los pardmetros del ensayo de citoma de micronucleo bucal:
frecuencia de microndcleo, cariorrexis y caridlisis fueron estadisticamente mayores
en las personas que presentaron niveles de Hg superiores a 10 pg/L (mediana de
13,21 pg/L; RIQ: 11,05-16,27) en comparacion a lo que presentaron niveles
menores a 5 pg/L (mediana de 3,71 ug/L; RIQ: 1,95-4,08). Ademas, se identificaron
correlaciones positivas significativas entre las concentraciones de Hg y los
pardmetros del citoma anteriormente mencionados (micronucleo, cariorrexis y
caridlisis). Estos resultados sugieren que el Hg esta relacionado con el aumento de

dafio en el ADN en las comunidades insulares de Cartagena.
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El Hg puede generar dafios en el ADN (genotoxicidad) por medio de tres
mecanismos o vias principales. Primero, la generacion de radicales libres y estrés
oxidativo; un aumento en los radicales libres, principalmente los ROS, tiene la
capacidad de inducir dafio al ADN, dafio a nivel celular y, por tanto, la formacion de
carcinogénesis (31, 80, 81). Segundo, accién sobre los microtubulos; el Hg y sus
compuestos tiene la capacidad de inhibir la formacion de microtubulos o sus
proteinas motoras impidiendo la division celular normal (82, 83). Tercero, influencia
en la reparacién del ADN; se ha informado que una exposicion relativamente baja a
concentraciones de Hg puede interferir con los mecanismos de reparacion genética

al inhibir la enzima ADN polimerasa (84)

Multiples estudios han demostrado a través del BMCyt y el ensayo de citoma de
micronucleos de bloqueo de citocinesis en linfocitos de sangre periférica (CBMCyt),
un significante aumento en el dafio del ADN en los grupos expuestos ocupacional u
ambientalmente a Hg en comparacidn a grupos no expuestos, también han
reportado correlaciones directas entre las concentraciones de este metal en sangre
y los pardmetros de cada ensayo. En referencia, Cruz-Esquivel et al. (63), en un
estudio realizado en municipios a lo largo de la cuenca del rio San Jorge en el
departamento de Cordoba, report6 un significativo aumento en todos los parametros
del BMCyt en el grupo ambientalmente expuesto a Hg (p<0,05), adicionalmente fue
identificada una correlaciéon significativa entre las concentraciones de Hg total en
sangre y la frecuencia de cariélisis (rho= 0,321, p=0,044). Complementariamente,

un estudio previo realizado en la misma zona indic6 una mayor frecuencia de
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aparicion de micronucleos (FAM) en linfocitos de sangre periférica en poblaciones
ubicadas en &areas mineras (FAM = 0.18-2.56) en comparacion con un grupo control
(FAM = 0,0), posiblemente debido a las altas concentraciones de Hg total en sangre
registradas (20,32 + 8,45 pg/L) (64). En la Regién de la Mojana, en el departamento
de Sucre, se encontré un aumento en la frecuencia de micronucleos en los
habitantes ambientalmente expuestos al Hg en comparacion con los controles
(p<0,02), adicionalmente fue identificada una correlacion positiva significativa entre
las concentraciones de Hg total en sangre y la frecuencia de micronucleos en
linfocitos (p<0,05) (85). Un estudio mas reciente realizado en La Mojana, encontrd
que el Hg total en cabello se relacion6 con un aumento de micronucleos en linfocitos
en el grupo expuesto (74). Un estudio realizado con pescadores del norte del Mar
Tirreno ambientalmente expuesto a Hg encontrd una correlacién estadistica entre
la frecuencia de micronucleos en linfocitos de sangre periférica y la concentracion
de Hg total en sangre (rho=0.674, p=0.00041) (86). Asi mismo, un pequefio estudio
realizado con trabajadores de una fabrica productora de Hg report6 un significativo
incremento en el porcentaje de micronucleos en los individuos con Hg en orina
cuando se comparo con un grupo no expuesto (87). Otras poblaciones expuestas al
Hg en donde no se evalué el metal en muestras biolégicas han reportado
significancias en la frecuencia de anomalias nucleares en células de la mucosa oral
respecto al grupo control, sugiriendo la exposicion como el principal factor de dafio

(88, 89).
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Tabla 13. Comparacion de la frecuencia de microndcleos con otras poblaciones

expuestas a Hg

Frecuencia en

. Tipo de . 3
) Area de L microntcleos
Referencia . Ensayo exposicion Comentarios
estudio aHg Promedio + DE o
Mediana (RIQ)
Comunidad
es insulares
Este . de BMCyt Ambiental 5,0 Hg evaluado en
estudio (4,0-7,0) sangre
Cartagena,
Colombia
Municipios
dela
Cuenca del
(63) fio San BMCyt Ambiental 6,16+1,76  Hgevaluadoen
sangre
Jorge,
Cordoba,
Colombia
Hg no evaluado
Mitrovica en muestras
(89) Republica BMCyt Ambiental 6,1+3,8 blologlca§.
de K Frecuencia de MN
€ Rosovo excluyendo
fumadores
Municipios
alolargo Hg no evaluado
(88) del Rio BMCyt Ambiental 48+7,3 en muestras
Santiago, bioldgicas
México
Region de
(74) glor CBMNcyt Ambiental 5,54 + 3,98 Hg evaluado en
la Mojana cabello
Norte del
(85) Mar CBMNcyt Ambiental 8,74 + 2,56 Hg evaluado en
orina
Tirreno
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Como se evidencio anteriormente, los estudios en la literatura emplean
mayoritariamente el ensayo CBMNcyt para evaluar la gentoxicidad por mercurio, y
generalmente la frecuencia de micronucleos es utilizado como el principal parametro
de dafio. En este trabajo, no se aplicd el ensayo CBMNcyt, sin embargo, se ha
demostrado una estrecha correlacion positiva entre la frecuencia de microndcleos
en BMCyt y CBMNCcyt (90, 91). Por tanto, a pesar de las diferencias metodoldgicas,
fuentes de exposicion y entornos, nuestros hallazgos son generalmente similares y
consistentes con los multiples informes en la literatura (Tabla 13), lo que sostiene
que el Hg es un metal pesado que se relaciona con el aumento de anomalias

nucleares en las poblaciones expuestas ambiental u ocupacionalmente.

Anteriormente, se abordo los resultados de las concentraciones de Cd en sangre
encontradas, discutiéndose en parte las razones de la relativa poca presencia del
metal en la poblacién. Sin embargo, es valido mencionar que la pertinencia de
estudiar este metal radica en que el Cd puede inducir a dafios en el ADN a través
de los mecanismos moleculares principales ya conocidos, es decir, la generacion
de radicales libres y estrés oxidativo (83), y dafios en las enzimas involucradas en
la reparacion del ADN (92). Ademas, estudios han demostrado que la exposicion
ambiental u ocupacional al Cd induce una mayor frecuencia de microndcleos en
linfocitos de sangre periférica (85, 93, 94), asi como el aumento en el dafio de ADN

detectados por otros bioensayos (7, 93-95).

71



En general, la variable demogréfica como el sexo no tuvo una incidencia significativa
relacionada con el dafio genético entre el grupo de estudio (p> 0.05), y no se
identifico correlacion significativa entre la edad y la frecuencia de los parametros del
BMCyt. No obstante, se observaron correlaciones significativas entre el tiempo de
residencia en el sitio, el consumo de pescado y algunos biomarcadores del citoma.
Es posible que estas correlaciones se deban a la co-ocurrencia que existe entre la
acumulacion de Hg en sangre, el consumo de pescado y el tiempo de exposicién
ambiental de los individuos. Ademas, los analisis de consistencia mostraron que
independientemente de la o las variables de ajuste, el Hg en sangre se mantuvo
consistentemente como un predictor significativo para la frecuencia de
micronucleos, cariorrexis y cariolisis. Por otro lado, llama la atencion que 4
parametros del BMCyt (microndcleo, cromatina condensada, cariorrexis y cariolisis)
fueron significativamente mas frecuentes en las personas que consumen agua de
fuentes no adecuadas. Durante los andlisis no se encontré una diferencia en los
niveles de Hg en sangre entre las categorias de fuente de agua de consumo, lo que
permite pesar que el aumento en el dafio genético posiblemente se deba a otros
agentes genotoxicos presentes en el agua de consumo no adecuada. Tampoco se
descarta la posibilidad de que estos resultados sean producto del no apareamiento
en la muestra de ambas categorias, lo que posiblemente representaria poco peso
estadistico. Aun asi, esta variable no afect6é el poder predictivo del Hg en sangre

para los parametros del BMCyt.
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Este estudio presentdé como principal limitacion la ausencia de un grupo control,
representado como individuos no expuestos a la fuente de contaminacion, en este
caso, el area de estudio. Ademas, el pequefio tamafio muestral entre algunas
categorias de las diferentes variables puede no garantizar un peso estadistico
durante los analisis. Por tanto, este trabajo se presenta como un estudio
principalmente exploratorio y los hallazgos reportados deben complementarse con
analisis mas robustos. Se proyecta completar este estudio introduciendo un grupo

control para complementar los resultados aqui presentados.
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7. Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

El presente estudio presenta la primera evidencia relacionada con la evaluacion del
efecto genotodxico por exposicidén ambiental a metales pesados medidos a través del
ensayo de BMCyt en las comunidades de Ararca, Barl, Cafio del Oro y Tierra
Bomba, zona insular del distrito de Cartagena, Bolivar. Los principales resultados
mostraron que, en promedio, todas las comunidades estudiadas presentaron
niveles de Hg ligeramente mayores al limite permitido por la OMS, mientras que en
Cd estuvieron muy por debajo del limite sugerido por el CDC. Los resultados de este
estudio también sugieren que el consumo de pescado y la exposicion prolongada al
ambiente, en términos de tiempo residiendo en el lugar, fueron indicadores

importantes de la exposiciéon al Hg.

Los hallazgos relacionados al BMCyt mostraron que en general, los habitantes con
niveles de Hg en sangre por encima de 10 pl/L presentan mayor frecuencia de
micronucleos, cariorrexis y cariolisis en comparaciéon con las personas que
presentaron niveles inferiores al umbral permitido (5 pg/L). En concordancia, los
analisis de correlacion y regresion indican un incremento en la frecuencia de estos
biomarcadores a medida que aumentan las concentraciones de Hg en sangre,
reconociendo la presencia de Hg como un agente genotdxico en estas poblaciones.

Los hallazgos descritos permiten pensar que se debe prestar mas atencion a la

74



prevencion primaria por contaminacion debida a metales pesados, especialmente
el Hg. Por otro lado, este estudio demuestra que las células bucales presentan una
fuente adecuada y no invasiva para evaluar biomarcadores de dafio en el ADN en
individuos expuestos a metales pesados, representando una metodologia util y

aplicable en futuras investigaciones.

7.2. Recomendaciones

1. Los hallazgos de este estudio permiten recopilar datos importantes sobre la
integridad del material genético de las poblaciones estudiadas, invitando a la
academia y a las entidades de salud locales a continuar el biomonitoreo o la
vigilancia de la integridad genética primaria y de salud general de estas
comunidades de manera longitudinal o transversal.

2. Se recomienda ampliar los estudios de este campo con herramientas y analisis
que permitan complementar los resultados y visualizar de forma detallada los
efectos que los diferentes agentes genotoxicos encontrados en el area pueden
ocasionar en la integridad del material genético y la salud de la poblacion.

3. Es recomendable realizar jornadas, campafias o0 acompafamiento a las
poblaciones en riesgo con el fin de informar un resumen de los resultados aqui
encontrados y concientizar a los habitantes sobre los principales riesgos de

exposicidn y los efectos que trae consigo la contaminacion por metales pesados.
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