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ARTICULO ORIGINAL

Efectos genotoxicos asociados a metales pesados en una
poblacion humana de la regién de La Mojana, Colombia, 2013
Clelia Rosa Calao, José Luis Marrugo
Grupo de Investigacion en Aguas, Quimica Aplicada y Ambiental, Universidad de Cérdoba, Monteria, Colombia

Introduccion. En Colombia, la mineria es una actividad econémica importante; sin embargo, genera
grandes cantidades de residuos que contienen elementos potencialmente toxicos, como los metales
pesados, que contaminan los ecosistemas y ponen en riesgo la salud humana. La region de La Mojana
es una de las zonas mas ricas en biodiversidad del planeta y se ha visto sometida a procesos de
contaminacién muy relacionados con la mineria de oro que se desarrolla en sus alrededores.
Objetivo. Evaluar la genotoxicidad en una poblacion expuesta a residuos de metales pesados en la
region de La Mojana.

Materiales y métodos. Se evaluaron los efectos genotodxicos y su relacion con la concentracion de
metales pesados (mercurio, cadmio y plomo) en muestras de sangre de la poblacion expuesta y el grupo
de control. El grupo expuesto lo conformaron habitantes de los municipios de Guaranda, Sucre, Majagual
y San Marcos; en el grupo de control se incluy6 a habitantes del municipio de Monteria. Se determiné el
dafno en el ADN mediante el ensayo cometa en condiciones alcalinas. Las concentraciones de mercurio
se establecieron mediante espectrometria de absorcién atémica con vapor frio, en tanto que las de
cadmio y plomo se determinaron por espectrometria de absorcion atémica en horno de grafito.
Resultados. Las concentraciones de los metales sobrepasaron los limites permitidos por la
Organizacion Mundial de la Salud. Se evidenciaron efectos genotoxicos posiblemente asociados a la
presencia de los metales en la sangre. Se encontraron asociaciones significativas (p<0,05) entre la
presencia de mercurio y de cadmio, y el dafio en el ADN.

Conclusién. Estos resultados sugieren que el dafio genético registrado en pobladores de la region
de La Mojana, Colombia, puede estar asociado a la presencia de los metales estudiados en las
muestras de sangre.

Palabras clave: metales pesados, genotoxicidad, ensayo cometa, contaminacién ambiental,
linfocitos, ADN.
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Genotoxic effects in a human population exposed to heavy metals in the region of La Mojana,
Colombia, 2013

Introduction: Mining is an economically important activity in Colombia which generates large quantities
of residues containing potentially toxic elements such as heavy metals. These contaminate ecosystems
and place human health at risk. La Mojana lies within one of the most biodiversity-rich zones on Earth
and has been subjected to processes of contamination closely related to gold mining activities in the
surrounding areas.

Objective: To evaluate genotoxicity in the population of La Mojana region exposed to heavy metals.
Materials and methods: Genotoxic effects and their relationship with concentrations of heavy metals
(mercury, cadmium and lead) in blood were evaluated among an exposed population and a control
group. The exposed group comprised inhabitants of the municipalities of Guaranda, Sucre, Majagual
and San Marcos; inhabitants of the municipality of Monteria were chosen as a control group. DNA
damage was determined using the alkaline comet assay. Concentrations of mercury were determined
by cold vapor atomic absorption spectrometry, and those of cadmium and lead by graphite furnace
atomic absorption spectrometry.

Results: Concentrations of the heavy metals exceeded the limits permitted by the World Health
Organization. Genotoxic effects were found in the exposed population, possibly associated with the
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presence of these metals in blood. Significant associations (p<0.05) were found between mercury and

cadmium levels and damage to DNA.

Conclusion: These results suggest that the genetic damage recorded among inhabitants of the region
of La Mojana, Colombia, may be associated with the presence of heavy metals in the blood.

Key words: Metals, heavy; genotoxicity; comet assay; environmental pollution; lymphocytes; DNA.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v35i0.2392

En la actualidad, muchos problemas de salud,
incluidos varios tipos de cancer, podrian estar
asociados con la exposiciéon a uno o varios con-
taminantes en circunstancias especificas, como el
alto grado de exposicion ambiental u ocupacional
a contaminantes quimicos en mezclas complejas
procedentes de la industria, y presentes en el
agua, los alimentos y el humo de cigarrillo, entre
otros (1,2).

Los metales pesados, como el mercurio, el cadmio y
el plomo, contenidos en estas mezclas, contaminan
el ambiente acudtico, atmosférico y terrestre, y
provienen de actividades antropogénicas como
la mineria de oro y la fundicion de metales, la
produccién quimica, la industria de cloro-alcali, la
manufactura de cemento, los residuos industriales,
municipales y hospitalarios, las emisiones de los
rellenos sanitarios, la agricultura y algunas practicas
forestales (3). En la clasificacion de la International
Agency for Research on Cancer (IARC) se con-
sidera al mercurio, el plomo y el cadmio como
posibles carcindgenos para los seres humanos (los
dos primeros en el grupo 2By el ultimo en el grupo
1) (4). Varios estudios en los que se han utilizado
herramientas de toxicogenémica, han demostrado
que los metales pesados son capaces de catalizar
el deterioro oxidativo de las biomoléculas (5).

Por otra parte, diferentes legislaciones sanitarias
a nivel mundial establecen limites permisibles de
metales pesados en el agua de consumo, para
garantizar un nivel minimo de riesgo para la salud
humana. En Colombia, la norma oficial para la
calidad del agua establece que la concentracién de
mercurio, cadmio y plomo en el agua de consumo,
no debe sobrepasar valores de 1, 3 y 10 pg/l,
respectivamente.
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Jadhav, et al. (6), llevaron a cabo un estudio en
India con ratones machos expuestos durante 90
dias a agua de consumo que contenia una mezcla
de estos tres metales y encontraron un aumento en
los niveles de peroxidacion lipidica, asi como una
disminucion en el glutation y en las actividades de
la antioxidasa del rindn, el higado y el cerebro, con
concentraciones 10 y 100 veces superiores a las
normales para el agua de consumo. Ademas, en
este experimento se ensayaron concentraciones
iguales al maximo limite permisible por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y no se
encontraron efectos observables (cadmio: 0,005
mg/L, mercurio: 0,008 mg/L; plomo: 0,018 mg/L).

La presencia de los metales pesados y de com-
puestos organicos complejos en los recursos
hidricos y en el medio ambiente, es responsable
de innumerables situaciones de impacto sobre la
salud publica en general (7). En Japén, se han
presentado casos criticos, como la contaminacién
por cadmio en el rio Jintsu (8,9) y por metilmercurio
en la bahia de Minamata (8,10).

En Colombia, la mineria es una actividad de gran
importancia econémica, sin embargo, en la mayoria
de los casos se hace con muy poco seguimiento
ambiental. Una de las consecuencias de la actividad
asociada a la explotacién de los recursos metdlicos,
es la produccion de grandes cantidades de residuos
que generan focos de emision de contaminantes que
pueden contener elementos potencialmente toxicos,
como los metales pesados, segln los parametros
de la Environmental Protection Agency (EPA) de
los Estados Unidos. En este caso, su peligrosidad
es mayor debido a que no se han degradado o
destruido, por lo que, una vez emitidos, pueden
permanecer en el ambiente durante muchos afios,
aumentar su concentracion en los seres vivos y
acumularse (11). En el caso del mercurio, este tiene
una gran capacidad de ‘biomagnificarse’ y, conforme
aumentan los niveles de la cadena tréfica, también
lo hace el grado de acumulacion del metilmercurio
en los tejidos de los seres vivos (12).

La regién de La Mojana es una de las zonas mas
ricas en biodiversidad en Colombia, productora
de alimentos y abundante en recursos hidricos,
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que presta muchos servicios ambientales. Histéri-
camente, la region se ha visto afectada por las
inundaciones de los rios que la circundan, el
Magdalena, el Cauca y el San Jorge, los cuales
sufren el impacto de la mineria de oro y el
consecuente proceso de contaminaciéon gradual
con metales pesados, principalmente el mercurio
(8,13,14) (Marrugo J, Lans E. Impacto ambiental
por contaminacién con niquel, mercurio y cadmio
en aguas, peces y sedimentos en la cuenca del
rio San Jorge, en el Departamento de Cérdoba.
Informe de investigacion, 2006). Ademas, en las
cuencas de estos rios se desarrollan explotaciones
de ferroniquel y carbén, las cuales también liberan
una mezcla compleja de metales pesados y
otros contaminantes a la atmoésfera, el agua y el
suelo (Marrugo J, Lans E. Impacto ambiental por
contaminacién con niquel, mercurio y cadmio
en aguas, peces y sedimentos en la cuenca del
rio San Jorge, en el Departamento de Cérdoba.
Informe de investigacion. 2006). Esta mezcla
llega a la region de La Mojana, bien sea por
transporte atmosférico o por las inundaciones que
se dan con frecuencia en esta zona (15). Dichas
actividades mineras son un factor de riesgo para
las comunidades de la zona si se tiene en cuenta
que muchas poblaciones usualmente toman
el agua de sistemas de abastecimiento que la
captan en fuentes superficiales o subterraneas,
sin tratamiento adecuado para su potabilizacion.
La contaminacion por metales pesados a la
que esta expuesta la poblacion humana, puede
generar diversos efectos tdxicos en su salud,
debido a que muchos de dichos metales actian
de manera individual o en sinergia, y ocasionan
efectos genotdxicos, carcindgenos, hematotdxicos
y neurotdxicos, asi como en el sistema endocrino,
entre otros (16).

La evaluacién de los biomarcadores de genotoxi-
cidad es una metodologia eficiente para tamizar el
potencial efecto peligroso de un gran numero de
quimicos o mezclas complejas. Uno de los métodos
utilizados para evaluar las rupturas del ADN, que
constituyen lesiones premutadgenas y marcadores
del dafio genético, es el ensayo cometa, también
conocido como “electroforesis alcalina de células
individuales” (Single Cell Gel Electrophoresis
Assay, SCG) (17,18). Este se ha utilizado para
evaluar la capacidad de los contaminantes que
inducen dafio en el ADN y su aplicabilidad en la
vigilancia ambiental con métodos bioldgicos ha
llamado la atencién (19).

Genotoxicidad humana asociada a metales pesados

A pesar de que en la region de La Mojana se ha
evidenciado la acumulacion de metales pesados
en el agua, los sedimentos, los peces y las plantas
(13,14,20), asi como en los humanos (21), no
existen reportes sobre los efectos genotdxicos de
estos metales en la poblacion expuesta. El objetivo
principal de este estudio fue evaluar los efectos
genotoxicos en linfocitos de sangre periférica de
pobladores de la region de La Mojana, mediante el
ensayo cometa, y determinar su posible relacién
con las concentraciones de metales pesados detec-
tadas en sus muestras de sangre.

Materiales y métodos
Area de estudio

La region de La Mojana esta ubicada en el noroeste
de Colombia, entre los 8° 00’ y los 9° 30’ de latitud
norte y entre los 75° 15’ y los 73° 45’ de longitud
oeste. Tiene una superficie de 5.545 km? y una
poblacion de 420.575 habitantes (22), e incluye los
municipios de Achi, Ayapel, Caimito, Guaranda,
Majagual, San Benito, San Marcos, Magangué,
San Jacinto y Sucre. La regién esta rodeada por
tres rios: el Magdalena, el Cauca y el San Jorge,
y es atravesada por canales que drenan el area
durante los periodos de inundacion, los cuales
ocurren principalmente en la regién oeste, en la
cuenca del San Jorge. Durante la temporada de
lluvias (de mayo a diciembre), esta zona recibe
descargas de mercurio y otros metales pesados
transportados por el rio Cauca, y provenientes
de los residuos de la extraccion del oro en las
minas ubicadas en los departamentos de Bolivar
y Antioquia que circundan la regién de La Mojana
(12,23,24) (figura 1).

Tipo de estudio

El estudio fue de tipo descriptivo y corte transversal,
y se orientd a evaluar la presencia 0 ausencia de
efectos genotdxicos asociados a metales pesados
en poblaciones de la region de La Mojana.

Poblacion objetivo y tamano de la muestra

La poblacion objeto de estudio incluyé a individuos
entre los 18 y los 50 afios de edad, habitantes
de cuatro municipios de la regién de La Mojana:
San Marcos (23.960 individuos), Guaranda (7.193
individuos), Sucre (10.728 individuos) y Majagual
(15.856 individuos), para un total de 57.737 per-
sonas segun el censo del DANE de 2005 (25).

El tamafio de la muestra se calculé mediante la
formula 1, asumiendo un valor de p de 0,5 (26),
es decir que el 50 % de los individuos podrian
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Figura 1. Mapa de la zona de estudio

presentar la caracteristica evaluada (efectos geno-
toxicos asociados a metales pesados), pues no
habia estudios previos que permitieran conocer la
proporcion de poblacién afectada. De este modo,
el tamafo calculado de la muestra, necesario para
el estudio, fue de 61 individuos, con un nivel de
confianza establecido del 95 % y un error maximo
permitido del 8 %.

La distribucion de las muestras entre los diferen-
tes municipios evaluados, se hizo mediante una
asignacion proporcional, en la cual el porcentaje
de participacion de cada municipio en el tamafio
de la muestra fue igual a la participacién de cada
municipio en el tamafo total de la poblacion.
En este sentido, el nimero de personas por
municipio fue el siguiente: 29 de San Marcos, 8
de Guaranda, 17 de Sucre y 7 de Majagual, para
una muestra total de 61 individuos. En cuanto al
grupo de control, conformado por habitantes del
municipio de Monteria, el nUmero de muestras fue
de 51, similar al tamafio de la muestra del grupo
de estudio.
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Formula 1: n=(P*Q*Z?)/(&2), donde Z? corresponde
al nivel de confianza de 95 %, P a la proporcion
esperada de individuos con efectos genotoxicos
asociados a metales pesados (0,5), &2 al error
maximo permitido de 8 %, siendo Q* iguala 1y P
igual a 0,5.

Los participantes del estudio respondieron un
cuestionario destinado a reunir informacion sobre
sus datos generales, su estilo de vida (consumo de
alcohol o tabaco), la fuente de consumo de agua,
el resumen de su historia clinica, sus antecedentes
laborales y sus habitos alimenticios, asi como la
exposicion a algun otro agente genotoxico.

El grupo expuesto se seleccioné de acuerdo con
los siguientes criterios de inclusion: tener 10 o
mas afnos de permanencia en la zona de estudio,
participar de manera voluntaria en el estudio, y
no encontrarse bajo tratamiento farmacolégico ni
haber padecido cancer o enfermedades crénicas
degenerativas de tipo infeccioso durante los tres
meses anteriores a la toma de la muestra. Los
criterios de inclusion del grupo de control fueron
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similares a los del grupo expuesto, excepto que las
personas no debian haber vivido en la regién de La
Mojana ni haber estado en los ultimos 10 afos en
esas zonas o en franjas mineras.

Todos los participantes firmaron un consentimiento
informado después de que se les explicaron los
objetivos y los alcances del estudio, asi como las
posibles repercusiones sobre su salud. Se tuvieron
en cuenta los lineamientos del Comité de Etica para
la Investigacion de la Universidad de Cérdoba y lo
pertinente de la Resolucion 008430 del Consejo
Nacional de Salud (item IV).

Recoleccioén y tratamiento de las muestras

Se obtuvieron dos muestras de 4 ml de sangre por
venopuncion de cada participante del estudio, las
cuales se depositaron en tubos Vacutainer, uno
con el anticoagulante EDTA K, para el analisis de
los metales, y otro con heparina para el ensayo
cometa (27). Las muestras se protegieron de la
luz y se transportaron a una temperatura entre los
4y 16 °C al Laboratorio de Toxicologia y Gestion
Ambiental de la Universidad de Coérdoba para su
posterior procesamiento y analisis.

Determinacién de mercurio en sangre

Se transfirieron 2 ml de cada muestra de sangre
a un vaso de teflon de 100 ml de capacidad,
al que posteriormente se le agregaron 8 ml de
acido nitrico concentrado y 2 ml de perdxido de
hidrégeno (30 %) (28). Los vasos se cerraron y
su digestién se hizo en un horno microondas de
marca Ethos Touch a una temperatura de 280
°C, con una presion de 80 bares y una potencia
de 1.400 W durante 30 minutos (29). Una vez
enfriadas, las soluciones se transfirieron a un
reactor marcado y el volumen final se ajustd
hasta 70 ml agregando agua desionizada. El
analisis de mercurio total en sangre se hizo
mediante la espectrometria de absorcion atémica
con vapor frio (Application of Cold Vapor-Atomic
Absorption Spectrophotometry, CVAAS), descrita
por Magos y Clarkson (30), utilizando un equipo
Thermo Scientific™, modelo iCE, serie 3000, con
un sistema de generacién de vapor frio a una
longitud de onda de 253,7 nm (23).

Determinacién de cadmio y plomo en sangre

Se transfirieron 2 ml de sangre a un vaso de teflon
de 100 ml de capacidad al que posteriormente se
le agregaron 8 ml de &cido nitrico concentrado
y 2 ml de peroxido de hidrégeno (30 %) (28). Los
vasos se cerraron y su digestion se hizo en un

Genotoxicidad humana asociada a metales pesados

horno microondas de marca Ethos Touch a una
temperatura de 280 °C, con una presién de 80 bares
y una potencia de 1.400 W durante 30 minutos
(31,32). Una vez enfriada, la solucién se transfirid
a un recipiente limpio y seco. Una alicuota de 500
ul de la soluciéon sometida a digestion se coloc6 en
un contenedor de muestra y su volumen se ajusté
hasta 1 ml con agua desionizada para la determina-
cion de cadmio y plomo mediante espectrometria
de absorcion atomica en horno de grafito.

Ensayo cometa

Este se hizo de acuerdo con la metodologia original
(version alcalina) descrita por Singh, et al. (27), con
modificaciones (33,34). Para la preparacién de las
muestras, se tomaron 10 pl de linfocitos aislados
(27) y se mezclaron con 75 pl de agarosa de bajo
punto de fusion. Esta preparacion se coloco en un
portaobjeto cubierto previamente con la primera
capa de agarosa de punto de fusién normal; estos
portaobjetos se sumergieron en una solucién de
lisis; en este punto se produjo la lisis de las mem-
branas celulares, y el ADN liberado se someti6 a
electroforesis bajo condiciones controladas.

Posteriormente, se llevaron los portaobjetos a una
camara de electroforesis que contenia una solu-
cién alcalina, durante 30 minutos. Se los sometio
entonces a electroforesis durante 30 minutos a 25
voltios y 300 mA para evaluar la migracion (cola del
cometa). Los portaobjetos se lavaron con solucion
neutralizadora Tris 0,4 M.

Por Gltimo, las muestras se tifieron con solucién
de bromuro de etidio (2 pg/ml) y se observaron en
la oscuridad con un microscopio de fluorescencia
equipado con un filtro de excitacion de 505-560 nm
y un objetivo de 40X.

Se cuantificaron 100 células por muestra de
cada individuo, 50 en cada réplica. Se determino
la cantidad de células en cada nivel de dafo,
considerando los siguientes niveles: nivel O,
ausencia de dafno (sin migracién de fragmentos,
sin cola); nivel 1, con dafo leve (cola de longitud
menor al diametro del nucleoide); nivel 2, con dano
moderado (longitud de la cola mayor al diametro
de un nucleoide, pero menor al diametro de dos;
nivel 3, con alto grado de dafo (cola de longitud
mayor al diametro de dos nucleoides y menor al de
tres), y nivel 4, con grado de dafo extremadamente
alto (cola de longitud mayor al diametro de tres
nucleoides). Debe recordarse que, a medida que
la longitud de la cola aumenta y, por ende, la
cantidad de ADN en ella, el nucleoide (“cabeza del
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cometa”) va perdiendo intensidad y tamafo (35).
Esta clasificacién se determind de acuerdo con el
sistema de clasificacion visual (36,37) y se expresé
como el indice de dafo (ID), teniendo en cuenta la
siguiente férmula:

ID=n1+2xn2+3xn3+4xn4,

donde n es la cantidad de células clasificadas en
cada categoria de dafio.

Los parametros de longitud de la migracion
del ADN y su porcentaje en la cola (que, por lo
general, se expresan en pm), se analizaron
mediante un programa de analisis de imagen, el
Comet Score. Actualmente, los criterios utilizados
para identificar el final y el borde principal de la
migracion del ADN, dependen del investigador y
del programa empleado.

Analisis estadistico

Después del analisis de normalidad de los datos
originales y transformados (prueba de Shapiro-Wilk
negativa en algunos casos, p<0,05), se procedid
al tratamiento de los datos mediante pruebas no
paramétricas. Se hizo el andlisis de varianza de
Kruskal-Wallis y se aplicé la prueba de Dunn para
comparar los resultados del ensayo cometa en los
grupos de estudio. Se utiliz6 la prueba de Mann-
Whitney para comparar las concentraciones de
metales en el grupo expuesto y en el de control;
ademas, se hizo un analisis de correlacion
(Spearman) para establecer el grado de asociacién
entre las concentraciones de metales pesados
y el dafo en el ADN. Para todos los analisis se
establecid una significancia estadistica de p<0,05.
Para efectos de los célculos estadisticos, a las con-
centraciones menores a los limites de deteccién se
les asignd un valor igual a la mitad del valor del
limite de deteccion (38).

Las variables epidemioldgicas tenidas en cuenta
en humanos, como el sexo, la edad, la ocupacién,
etc., se analizaron mediante el test de ji al cuadrado,
para establecer su dependencia con respecto a los
resultados obtenidos en las pruebas.

Resultados
Descripcién general

En el estudio participaron 112 individuos (61 de la
poblacién expuesta y 51 de la poblacién de control),
de los cuales 41 eran mujeres y 20 hombres. El
promedio y la desviacién estadndar de la edad
fueron de 39,2 + 8,3 afios, con un minimo de 21
y un maximo de 50 afos en el grupo expuesto. El
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grupo de control incluia a 30 mujeres y 21 hombres,
y el promedio y desviacion estdndar de la edad
fueron de 32,4 + 13,3 afios, con un minimo de 18
y un maximo de 54 afos.

En cuanto al grado de escolaridad, el 23 % de la
poblacion de la regién de La Mojana era analfabeta,
el 38 % no habia terminado la primaria, el 18 % tenia
la primaria completa, el 10 % no habia terminado la
secundaria y el 6 % la habia completado; solo el 5 %
de la poblacion tenia un grado técnico. En el grupo
de control, el 4 % era analfabeta, el 13 % no habia
completado la primaria, el 21 % no habia terminado
la secundaria 'y el 19 %, si, en tanto que el 11 % tenia
titulo de técnico y el 21 % tenia nivel universitario.

Con respecto a la ocupacion, el 55,7 % de los
participantes eran amas de casa, en su mayoria
esposas de pescadores, el 22 % eran pescadores,
el 18 % se dedicaba a trabajos varios y el 3,2 % a
la agricultura.

Con respecto al habito del tabaco, el 6 % de ellos
eran fumadores, de los cuales dos eran hombres
y dos mujeres; en el grupo de control ninguno era
fumador. El 77 % de los individuos expuestos y
el 90 % del grupo de control, refirieron no ingerir
bebidas alcohdlicas.

El 77 % de la poblacién de la region de La Mojana
manifestd no darle ninguna clase de tratamiento al
agua de consumo humano. En esta region, la mayor
parte del agua de consumo proviene de pozos
artesanales y aguas superficiales (ciénagas, cafos
y rios). Solo el 14 % de las personas estudiadas
le aplicaba algun tipo de tratamiento al agua de
consumo; en el grupo de control, el 47 % de las
personas no trataba el agua de consumo.

Con respecto al consumo de alimentos, el pescado
se sefiald como la principal fuente de proteina, el
92 % de los participantes en el grupo expuesto lo
consumia diariamente y, el 18 %, al menos una
vez por semana. Asimismo, se registré un gran
consumo de arroz en la zona.

Es importante resaltar que, segun la Alta Conse-
jeria para la Reintegracién (2008), la poblacién
en estudio tiene uno de los mayores indices de
necesidades basicas insatisfechas y de miseria en
el pais, los cuales superan, en promedio, el 85y el
57 %, respectivamente.

Pruebas de laboratorio

En el cuadro 1 se presentan el promedio y las
concentraciones de los metales analizados en las
muestras de sangre de los grupos de estudio y del
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Cuadro 1. Concentraciones de mercurio, plomo y cadmio en sangre (ug/l) en las zonas expuestas y la de control

Grupos de estudio

Metal (pg/l)

Mercurio

Plomo Cadmio

Promedio + DE (Min-max)

Promedio + DE (Min-max) Promedio * DE (Min-max)

San Marcos 15,32 £ 7,40
*n=29 (6,30-36,6)
Sucre 11,77 £ 2,73
n=17 (8,56-18,30)
Majagual 13,21 + 3,32
n=7 (8,54-17,53)
Guaranda 14,30 £ 12,06
n=8 (8,34-16,43)
Control 0,31 £ 0,55
n=51 (0,04-2,259
*LP 15

12,54 + 8,01 3,61+ 4,64
(2,30-36,01) (0,50-14,43)
20,02 + 1,87 12,47 9,52
(8,67-52,46) (0,5-28,79)
4,79 + 3,23 15,70 + 7,34
(0,25-7,76) (0,5-22,96)
8,67 + 11,97 16,42 + 4,46
(5,5-20,20) (4,93-19,99)
0,15+ 0,14 0,02 + 0,01
(0,01-0,59) (0,01-0,04)
10-30 3

* n: nUmero de muestras

** LP: limite permisible (ug/l), segin la OMS, 2004 (35) y la ATSDR, 2000 (14)

grupo de control, asi como los limites de mercurio,
cadmio y plomo permisibles segin la OMS (39), y
por la (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry, ATSDR, 2000) (16).

Con respecto al promedio de las concentraciones
de metales en las muestras analizadas por muni-
cipios, se encontré que el de plomo sobrepasaba
los limites permisibles en todos los municipios,
el de mercurio solo sobrepasé los limites en San
Marcos y el de cadmio no sobrepasoé los limites
en ninguno de los municipios.

Sin embargo, segun las concentraciones de metales
en las muestras individuales, se encontré que el
79,3, el 70,6, el 71,4y el 75,0 % de las muestras de
San Marcos, Sucre, Majagual y Guaranda, respec-
tivamente, sobrepasaban los limites permitidos de
mercurio establecidos por la OMS (39). Asimismo,
el 37,9, el 70,6, el 85,7 y el 87,5 % de las muestras
de San Marcos, Sucre, Majagual y Guaranda,
respectivamente, sobrepasaron los limites permi-
tidos de las concentraciones de cadmio segun la
ATSDR (16).

Los niveles de plomo sobrepasaron los limites
establecidos por la OMS en el 3,44 y el 11,76 %
de las muestras obtenidas en San Marcos y Sucre,
en tanto que en la poblacién de Majagual y de
Guaranda no los sobrepasaron (39). En el grupo
de control, los niveles estaban por debajo de los
limites permitidos para cada uno de los metales
analizados. Las concentraciones de mercurio, plomo
y cadmio y sus medias, presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001) entre la
poblacion de estudio y el grupo de control.

En el cuadro 2 se presentan los promedios de
los parametros evaluados en el ensayo cometa:
el indice de dafio, la longitud de la cola (um), y el
porcentaje de ADN en la cabeza y en la cola. Se
encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05) en los parametros evaluados entre
los individuos expuestos y el grupo de control,
excepto en el indice de dafo.

En el municipio de Majagual, el dafio en el ADN fue
mayor que el indice de dafio, la longitud de la cola
y el porcentaje de ADN en la cola. Los promedios
del indice de dafio fueron menores en Guaranda,
al igual que los promedios de longitud de la cola y
el porcentaje de ADN en la cola hallados en San
Marcos. Se encontré que el porcentaje de ADN en
la cabeza entre las personas del grupo expuesto,
fue menor que el del grupo de control, lo cual
evidencio el dafio del ADN (cuadro 2).

En el cuadro 3 se muestran los coeficientes de
correlacién de Spearman de las concentraciones
de mercurio, cadmio y plomo en las muestras
de sangre (ug/l) y los parametros del ensayo
cometa en personas expuestas en la regién de
estudio. Se encontraron correlaciones positivas
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
parametros de indice de dafio y el porcentaje de
ADN en la cola, y las concentraciones de cadmio
en sangre.

Discusion
Los pobladores de la regién de La Mojana dominan
una cultura anfibia sometida tanto a los vaivenes

de las crecientes de los rios como a sus sequias,
por lo cual han combinado las labores agricolas,
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Cuadro 2. Parametros del ensayo cometa en el grupo expuesto y en el grupo de control (promedio + desviacion estandar)

Grupo de Grupo expuesto
Parametros control -
(*n=51) Sucre-Sucre Guaranda Majagual San Marcos
(n=17) (n=8) (n=7) (n=29)
**ID 3,92 £6,5° 17 £ 232 11+ 16 28 £ 21 11217
Porcentaje de ADN en la cabeza 945+50¢2 81,9+ 14,4 79,8 £14,0° 73,1 +£14,98° 82,1 +11,5°
Longitud de la cola (um) 19,6 £ 12,6° 60,8 + 22,62 71,7 £ 28,72 81,4 + 33,22 60,5 = 11,52
Porcentaje de ADN en la cola 13,2+7,7° 26,0 £ 10,72 27,1 11,12 33,2+8,3 26,0 £8,32

*n: nimero de muestra; **ID: indice de dafo

Las letras 2 y "en el grupo expuesto con respecto al grupo de control, indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Cuadro 3. Coeficiente de correlacién de Spearman entre las concentraciones de mercurio, plomo y cadmio en sangre (ug/l), y los

parametros del ensayo cometa en la poblaciéon expuesta

Parametros Metal

Mercurio (pg/l) Plomo (pg/l) Cadmio (ug/l)

r p r P r p
*ID -0,1575 0,2246 0,0149 0,9089 0,3648 0,0040
Porcentaje de ADN en la cabeza 0,2435 0,050 0,0459 0,724 -0,2503 0,519
Longitud de la cola (um) -0,0833 0,522 -0,1310 0,313 0,1170 0,368
Porcentaje de ADN en la cola -0,1961 0,129 -0,1071 0,41 0,2989 0,019

p: valor de significancia estadistica; *ID: indice de dafio
Los valores en negrilla indican una correlacion significativa (p<0,05).

pecuarias y selvaticas con las actividades fluviales
y pesqueras en el mismo habitat (40). Las comu-
nidades que habitan la zona rural de La Mojana,
presentan altos indices de pobreza y de miseria
que se expresan, por ejemplo, en la inexistencia
o la deficiencia de los sistemas de potabilizacion
de agua, con los cuales se removerian los
contaminantes; de igual manera, los servicios de
educacion presentan problemas de cobertura y
calidad (41), lo cual se reflejé en este estudio al
constatar que solo el 5 % de la poblacién de estudio
habia cursado uno o dos grados de educacion.

En este estudio, las concentraciones de mercurio,
cadmio y plomo en la mayoria de las muestras
de sangre del grupo expuesto, sobrepasaron los
limites permisibles (cuadro 1).

La mayoria de los habitantes de la regién de La
Mojana consumen alimentos producidos en la zona
y el pescado es su principal fuente proteica. En mu-
chos casos, los alimentos se consumen sin observar
las normas de higiene y seguridad alimentaria. Es
probable que las altas concentraciones de mercurio
encontradas en este estudio, estén relacionadas
con la ingestién frecuente de pescado contaminado
por el metal, dado que las personas de la regidén
lo consumen diariamente o, al menos, una vez
en la semana. Ademas, en un estudio previo de
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Marrugo, et al. (14), se encontrd que 237 muestras
de pescado de un area cercana a la region de
La Mojana presentaban niveles de mercurio por
encima del limite maximo permisible para consumo
humano establecido por la OMS (1990). Por otra
parte, Gracia, et al. (21), reportaron una relacién
directa entre la concentracién de mercurio total
en cabello y la frecuencia de ingestion semanal y
diaria de pescado contaminado. Lo anterior implica
que existe un riesgo importante de ingestién de
mercurio, en particular, para aquellas familias cuya
Unica fuente de proteinas es el pescado.

En lo referente a las concentraciones de plomo, se
encontré que el valor mas alto fue de 52,46 g/l
y el menor fue de 36,1 pg/l (cuadro 1), valores
similares a los del estudio de Leal-Escalante (42)
en una poblacion de 792 nifios de 7 a 14 afnos de
edad que asistieron a consulta externa en cinco
hospitales pediatricos de la ciudad de México, D.F.,
y en quienes se evaluaron los niveles de plomo
en sangre con resultados que sobrepasaron los
limites permitidos.

En los paises desarrollados, la contaminacién con
plomo se considera un problema de salud publica,
lo que no ocurre en paises en desarrollo, donde son
pocas las investigaciones llevadas a cabo, a pesar
de ser este un problema que afecta a la poblacion
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mas vulnerable, es decir, los nifios, los trabajadores
y las personas de bajo nivel socioecondmico.
Para el National Center for Environmental Health
(NCEH) de los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), dicha contaminacién constituye
una de las cinco prioridades de intervencion en las
estrategias de salud (43).

Aunqgue no hay publicaciones sobre la presencia
de plomo y cadmio en agua, alimentos y peces
en la region de La Mojana, las concentraciones
de estos metales encontradas en la sangre de
sus habitantes pueden estar relacionadas con
la ingestion de aguas y alimentos contaminados
(44,45). Probablemente, esto es consecuencia
de dos procesos: en primer lugar, las constantes
inundaciones provenientes del rio Cauca, el cual
recoge desechos tdxicos con presencia de estos
metales generados por la actividad minera e
industrial a lo largo de su recorrido (46) que son
drenados a la zona, contaminando las aguas, los
suelos y los alimentos.

En segundo lugar, dado que la zona estudiada es
una regién de gran actividad agricola en la que
ha predominado histéricamente el cultivo de arroz
que, como bien se sabe, requiere de una gran
cantidad de fertilizantes, en especial de fosfatos
(47), los cuales aportan metales pesados como el
cadmio y el plomo que se acumulan en el arroz
y se dispersan hacia otras areas productoras de
alimentos a través de la cadena tréfica. Ademas, en
este cultivo se utiliz6 durante décadas el arseniato
de plomo para el control de plagas, lo que puede
haber dejado grandes cantidades de ese metal en
el ambiente. En algunos estudios se ha reportado
que el cadmio llega al suelo de los terrenos agricolas
por deposicion aérea (41 %), con los fertilizantes
fosfatados (54 %) y por aplicaciéon de abono de
estiércol (5 %) (48,49) (Ramirez AV, Seminario OM,
Silva JG. Impacto toxicolégico producido por la
Fundicién La Oroya en los habitantes de la ciudad
aledana. Comunicacién a la gerencia central de la
EM del CP. Documento de trabajo, Pert, 1993).

Las concentraciones més altas de cadmio en el
grupo expuesto, posiblemente, se relacionan con
el consumo de agua y alimentos (pescado y arroz,
entre otros) contaminados con este metal, dado
a que el porcentaje de personas que consumen
frecuentemente estos alimentos fue alto; no
obstante, en este estudio no se evalud este metal
en el pescado. El cadmio es uno de los elementos
mas toxicos a los que esta expuesto el hombre;
su acumulacion en el organismo es gradual y se
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incrementa con la edad debido a su larga vida
media, mayor de 20 afios (50). Se ha sefialado que
en individuos no expuestos ocupacionalmente,
la alimentacion y el tabaco constituyen las dos
fuentes principales de exposicion (49).

Los resultados de genotoxicidad de los diferentes
parametros analizados, mostraron ser estadistica-
mente significativos (p<0,05) en las poblaciones
expuestas, en comparacion con el grupo de
control (cuadro 2), lo cual indica que estas
poblaciones presentan alteraciones en su ADN
(figura 2). El indice de dafo registrdé una mayor
diferencia entre los dos grupos de estudio, sin
dejar de lado los datos que se reportaron en los
demas parametros, los cuales también reflejaron
diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos; los parametros correspondientes
al porcentaje de ADN en la cola y la longitud de la
cola, son de gran utilidad para demostrar el dafio
en el ADN.

Es posible que el dafio en el ADN se relacione con
la exposicion a los metales pesados evaluados,
los cuales son contaminantes ambientales gene-
ralizados y causan efectos perjudiciales en la salud
(51,52). Entre los factores que podrian tener relacién
con el dano en el ADN en la poblacion expuesta,
estan las aguas y los alimentos contaminados
con los metales, asi como la exposicién a los
plaguicidas utilizados en la agricultura. En la zona
estudiada se requieren estudios que midan estos
parametros. En el estado de Rio Grande do Sul
(Brasil) Benedetti, et al., (53) reportaron dafos en
el ADN de los trabajadores agricolas en los cultivos
de soya expuestos a plaguicidas, y observaron
un aumento significativo del dafo en el ADN en
comparacion con los controles no expuestos. En
dicho estudio se demostré que los trabajadores
agricolas estan expuestos a una mezcla de
sustancias con potencial efecto genotéxico.

El efecto genotdxico encontrado en este estudio se
puede comparar con lo reportado por Ledn, et al.
(37), quienes demostraron los efectos genotéxicos
en una poblacién expuesta a los residuos de
carbén de la mina a cielo abierto de El Cerrejon,
donde se emiten mezclas complejas que contienen
metales pesados, cenizas y hierro, entre otras. Las
muestras de sangre se tomaron para determinar los
biomarcadores de genotoxicidad, especificamente
la lesion primaria del ADN como indice de dafio,
la longitud de la cola y el porcentaje de ADN de la
cola mediante el ensayo cometa (versién alcalina),
y los dafios en los cromosomas medidos como
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A. Grupo Control

B. Grupo expuesto

linfocitos.
Ambos biomarcadores fueron estadisticamente
significativos, con valores mas altos en el grupo
expuesto que en el grupo de control.

frecuencia de micronlcleos en los

En un estudio llevado a cabo en una poblacién de
trabajadores expuesta ocupacionalmente en India,
se analizé la genotoxicidad del plomo utilizando
el ensayo cometa, la prueba de micronucleos y
las aberraciones cromosomicas. Los resultados
indicaron que la media de la longitud de la cola
del cometa en los trabajadores expuestos, era
significativamente mayor que la de los controles
(p<0,05). Los resultados del analisis proporciona-
ron evidencia de la asociacion entre la exposicion
al plomo y la genotoxicidad, permitiendo predecir el
aumento del riesgo de cancer en los trabajadores
expuestos. Los autores concluyeron que los
trabajadores sabian que eran parte del grupo de
riesgo, y que la seguridad adecuada y las medidas
cautelares y preventivas sélo podian minimizar la
exposicidn y los riesgos para la salud (54).
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Figura 2. Las microfotografias muestran
las células sin dafio en el ADN del grupo de
control (A) y los diferentes dafios en el ADN
del grupo expuesto (B). Las microfotografias
se tomaron con microscopio de fluorescencia
en el Laboratorio de Toxicologia y Gestion
Ambiental de la Universidad de Coérdoba. 40x

En el presente estudio, cabe resaltar que las
concentraciones de mercurio, cadmio y plomo en
sangre y los efectos genotdxicos en las personas
estudiadas, no obedecieron a una exposicién
ocupacional sino a la exposicion por la presencia
de estos metales en matrices ambientales y en
alimentos, dado que en esta zona no hay actividades
mineras e industriales que originen una exposicién
directa de las personas.

Las correlaciones entre el mercurio y el cadmio, y
el dafo en el ADN en la poblacion expuesta eviden-
ciaron que existe una asociacién estadisticamente
significativa. En casos especificos, como el de
estos metales, una de sus vias de entrada al
organismo es el agua de consumo. Ademas, estos
resultados sugieren que existen otros factores
que pueden incrementar las concentraciones de
metales pesados en sangre, como el consumo de
alimentos contaminados, en los que en algunos de
los municipios estudiados se encontr6 una gran
concentracién de mercurio (14,21,23).
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En algunos estudios se ha evidenciado la relacién
entre el dafo en el ADN y los niveles de metales en
sangre, siendo el mercurio uno de los metales que
mostrd una correlacion positiva. De forma similar,
Silva, et al. (55), reportaron la genotoxicidad
del metilmercurio y el mercurio inorganico en
cultivos de linfocitos expuestos in vitro. Asimismo,
Crespo, et al. (56), demostraron la capacidad del
metilmercurio de provocar genotoxicidad en células
de origen cerebral con niveles relativamente bajos
de exposicion. Madrid, et al. (31), llevaron a cabo
un estudio en pobladores de la cuenca del rio San
Jorge del departamento de Cordoba, Colombia,
y encontraron dafos en el ADN en sangre en las
personas estudiadas asociados al hallazgo de
metales pesados, con concentraciones de mer-
curio en sangre que excedian el limite permisible
establecido por la EPA.

Las principales consecuencias de la exposicion a
contaminantes como el mercurio, se relacionan con
la posibilidad de intoxicacién durante el desarrollo
del cerebro en el feto, dado que el metilmercurio
puede atravesar facilmente la placenta y la barrera
sanguinea cerebral. Ademas, la exposicién pre-
natal al mercurio interfiere con el crecimiento y
la migracién de neuronas, y puede causar dafos
irreversibles en el sistema nervioso central en
desarrollo (57).

Por otra parte, en este estudio también se encontrd
una correlacién estadisticamente significativa entre
el cadmio y el dafio en el ADN. En algunos estudios
se ha sugerido que el cadmio induce dafio en el
ADN como resultado de la generacion de radicales
libres (58). En otro estudio se sefialé la relacion
entre el cancer de mama, las frecuencias de
micronucleos y los niveles elevados de cadmio en
las muestras de sangre periférica de los pacientes
afectados (59). La exposicién crénica al cadmio en
los seres humanos, causa una amplia variedad de
efectos adversos relacionados con su toxicidad,
incluido el cancer de pulmon, el cancer de préstata,
la insuficiencia y la disfuncion renal (52). Una
manifestacién clinica grave de estos efectos es la
llamada enfermedad itai-itai, diagnosticada en la
década de los sesenta en Japén (59).

En conclusion, las concentraciones de los metales
pesados en sangre y su relacion con el dafio en el
ADN en la poblacion de este estudio, evidenciaron
un problema de salud publica que requiere atencién
urgente. Las caracteristicas sociodemograficas
de la poblacién, con un alto grado de pobreza y
necesidades basicas insatisfechas, son factores
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que pueden potenciar esta situacion. Es necesario,
igualmente, emprender acciones para disminuir
la exposicion a contaminantes ambientales que
inciden sobre la salud de la poblacién de La
Mojana y hacer un seguimiento estricto tanto de
las actividades mineras que se desarrollan fuera de
la zona, como de las actividades agricolas que se
llevan a cabo en ella, asi como adelantar progra-
mas de salud y seguridad alimentaria para disminuir
el riesgo para la salud de los pobladores.

Los resultados de este estudio permiten corro-
borar que los biomarcadores genotéxicos son
apropiados para evaluar los riesgos ambientales
y los dafios en el ADN, especialmente, mediante
el ensayo cometa. Este es el primer reporte de
dafo genotdxico en la region de La Mojana, lo que
lo convierte en un punto de partida para futuras
investigaciones y en un llamado de alerta para las
instituciones encargadas de la salud humana y
ambiental en dicha regién.
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