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RESUMEN. El objetivo del presente trabajo es analizar el impacto subclinico sobre la salud que resulta de
la exposicion al arsénico mediante el agua de bebida, en dos grupos de individuos, uno de la provincia de
Santiago del Estero (La Firmeza, Santos Lugares y Urutai, con un n = 20) y el otro de la provincia de San-
ta Fe (Providencia, con un n = 20), como estudio piloto. La evaluacion se llevo a cabo mediante el analisis
de biomarcadores de efecto que actiian como dosimetros biologicos. Se realizaron determinaciones de indi-
ce mitético (IM), cinética de proliferacion celular (CPC), microntcleo en mucosa oral (MnMO), frecuencia
de intercambio de cromatides hermanas (ICH), y electroforesis de una sola célula (Test del cometa). Los
resultados obtenidos muestran una disminucion estadisticamente significativa en el IM (p < 0,003) y un in-
cremento en la frecuencia de Mn (p < 0,0001) para el grupo de Santiago del Estero, mientras que en el gru-
po de la provincia de Santa Fe, los valores no difieren de los que presenta el grupo control. Los hallazgos
sugieren que la exposicion al arsénico en forma accidental no resulta inocua frente a una evaluacion toxi-
cogenética, siendo la susceptibilidad individual uno de los factores de mayor incidencia.

SUMMARY. “Genotoxicity Biomarkers in Arsenic Exposed Population”. The aim of this work is to evaluate the
subclinical impact of arsenic in drinking water over the population health in two individual groups, one of them
of Santiago del Estero province (La Firmeza, Santos Lugares y Urutad, n = 20), and the other one of Santa Fe
province (Providencia, n = 20), as a pilot study. The evaluation was developed through effect biomarkers such as
Mitotic Index (MI), Cellular Proliferation Kinetics (CPK), Micronucleous in epithelial cells (Mn), Sister Chro-
matid Exchanges (SCE) and Single Cell Electrophoresis (Comet assay). Our results shows a significative de-
crease in MI (p < 0.003) and significative increase (p < 0.00001) in Mn frequency in Santiago del Estero, while
in Santa Fe, differences between control and exposed group, were not observed. These findings suggest that ar-
senic exposure is dangerous against this toxicogenetic evaluation and individual susceptibility is one of the most
important incidence factors.

INTRODUCCION

Los efectos toxicos del arsénico se conocen
desde la antigliedad y las consecuencias de su
ingestion prolongada en baja concentracion han
sido analizadas desde el siglo XIX. Su distribu-
cion natural es muy heterogénea, y se lo en-
cuentra como constituyente de aguas naturales a
las que llega por erosion de tipo volcanico o su-
perficial. En el caso de aguas superficiales, en
vertientes calientes de alta concentracion en Ja-
pon, Nueva Zelanda y Estados Unidos. Al mis-
mo tiempo, fueron halladas aguas subterrineas
de consumo humano con las mismas caracteris-

ticas en Inglaterra, Chile, México, Taiwan, India,
Vietnam, Pert y también en Argentina 1-3.

La ingesta cronica de agua superficial o pro-
funda que contiene arsénico en una concentra-
cion elevada, deriva en una serie de manifesta-
ciones clinicas que constituyen un cuadro deno-
minado inicialmente “enfermedad de Bell Ville”
por ser en esa localidad de la Provincia de Cor-
doba donde se detectaron los primeros casos de
la patologia 4 que se conoce actualmente como
Hidroarsenicismo Cronico Regional Endémico
(HACRE). Es una enfermedad social, que afecta
profundamente a la poblacién econdémicamente
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deprimida en las areas rurales de la Argentina,
que no poseen suministro de agua potable 5.

Una amplia zona de la Argentina presenta al-
tos niveles de arsénico debido a la contamina-
cion de las aguas subterraneas con cenizas vol-
canicas originadas en el holoceno. El riego y
otras actividades humanas han generado un as-
censo de la capa fredtica, conduciendo a un au-
mento de la concentracion de arsénico 67. Nues-
tro pais ocupa el segundo lugar entre los paises
afectados considerando su contenido arsenical y
las zonas endémicas que abarcan varias provin-
cias como Salta, Tucuman, Santiago del Estero,
Santa Fe, Chaco, La Pampa, Cérdoba, San Luis,
Buenos Aires y Rio Negro 48.

Una vez ingerido, el arsénico se distribuye
en los distintos compartimientos corporales de-
pendiendo del derivado que se trate, acumulan-
dose en el higado, los pulmones, la piel, los ri-
fiones, el pelo, las unas y los dientes y en me-
nor grado en el bazo, el corazon, el cerebro, los
musculos y los huesos. Su excrecion es funda-
mentalmente renal, encontrandose en orina co-
mo arsénico inorginico (en baja proporcion),
MMA (monometil arsénico) y DMA (dimetilarsé-
nico). También se excreta por las heces, la sali-
va, las unas y los pelos 9. Los efectos adversos
del arsénico sobre la piel incluyen hiperquerato-
sis palmoplantar, hiperhidrosis, melanodermia y
cancer de piel 0.

La susceptibilidad individual y la variabilidad
en el grado de metilacién generan diferencias
en los efectos adversos del arsénico 1112, La des-
nutricion también es un factor a considerar ya
que, segun datos reportados de Taiwan y del
norte de Chile 1315 los efectos de la contamina-
cién con arsénico se ven aumentados en indivi-
duos desnutridos.

Se ha demostrado la actividad clastogénica y
teratogénica del arsénico en diferentes sistemas
de prueba 1621, La Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) ha establecido como recomenda-
ble para el arsénico en el agua de bebida una
concentracion inferior a los 10 pg/L, consideran-
dose como limite superior tolerable los 50 pg/L.
Se ha demostrado que valores superiores conlle-
van riesgo de neoplasias en los individuos ex-
puestos 2224, E] arsénico esta asociado a cancer
de piel, de pulmén y de vejiga y ha sido des-
cripto que una exposicion durante 15 anos a
una concentracién de 570 pg/l implica que una
de cada 10 muertes por neoplasias en varones y
1 de cada 20 en mujeres, seran atribuibles al
mencionado contaminante 4.

Los mecanismos de accion del arsénico co-
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mo carcindégeno atn no han sido totalmente di-
lucidados. Los datos de la literatura, reportan
que el arsénico actuaria indirectamente sobre el
ADN, alterando la expresion genética 2325, Basa-
dos en estudios epidemiologicos, se lo conside-
ra carcinogénico en humanos (grupo 1 de la
IARC), aunque los compuestos arsenicales no
han demostrado producir cincer en modelos
animales 21.26,27,

El objetivo del presente trabajo es realizar un
estudio piloto para analizar el impacto subclini-
co sobre la salud en individuos expuestos al ar-
sénico presente en el agua de bebida, a través
del andlisis de biomarcadores que actian como
dosimetros biologicos. Se analizardn biomarca-
dores de efecto tales como: citotoxicidad, me-
diante la evaluacion del indice mitético (IM); ci-
tostaticidad, por medio de la cinética de prolife-
racion celular (CPO); clastogenicidad, por el test
de microntcleo en mucosa oral (MnMO), incre-
mento de la inestabilidad cromosémica median-
te la frecuencia de intercambio de cromatides
hermanas (ICH) y dafo al material genético uti-
lizando la metodologia de electroforesis de una
sola célula (test del cometa).

MATERIALES Y METODOS
Muestra Seleccionada

Para el presente trabajo se seleccionaron dos
grupos de individuos expuestos al arsénico por
el agua de bebida provista por pozos domicilia-
rios, de dos ubicaciones geograficas diferentes:
una proveniente de la Provincia de Santiago del
Estero y la otra de la Provincia de Santa Fe.

En Santiago del Estero el grupo estuvo con-
formado por 20 individuos (expuestos y contro-
les) de las localidades de La Firmeza, Santos Lu-
gares y Urutad. En las dos primeras localidades
se presentan niveles de arsénico en el agua de
los pozos de las viviendas superior al limite
aconsejado por la OMS (50 pg/L), mientras que
en Urutau el contenido de arsénico durante los
ultimos 10 afos se ha encontrado en el limite
establecido por la OMS (<10 pg/L).

La segunda poblacién esta constituida por
individuos de la localidad de Providencia, Pro-
vincia de Santa Fe. La poblacion de esta provin-
cia presenta una alta heterogeneidad en cuanto
al nivel de arsénico de las muestras de agua de
cada vivienda. Conociendo este dato, se analiza-
ron 10 individuos con baja concentracion de ar-
sénico en el agua de la vivienda (10 a 50 pg/L,
inclusive) y 10 con alta concentracién (superior
a 50 pg/L).

En todos los casos, los individuos participan-



tes completaron una anamnesis en la que se los
interrogaba tanto sobre antecedentes clinicos
propios y familiares como sobre sus hdbitos de
vida, asi como un consentimiento para partici-
par en el estudio. Fueron seleccionaron aquellos
individuos que no presentaran manifestaciones
clinicas de HACRE.

Cultivo de linfocitos de sangre periférica

El cultivo se realizé de acuerdo a la metodo-
logia descripta en Carballo et al. 28. A 1 ml de
sangre entera heparinizada, se adiciona 1,5 ml
de suero fetal bovino (Gibco), 7,5 ml de medio
de cultivo RPMI 1640 (Gibco), 0,1 ml de fitohe-
maglutinina (Gibco) y 100 pl de una solucioén de
BrdU (bromo deoxiuridina, Sigma, 10 pg/mbD),
completando un volumen final de 10 ml. Los
cultivos se realizan por duplicado y se incuban
durante 72 h en una estufa de cultivo a 37 °C.

Una h antes de cumplidas las 72 h se adicio-
na colchicina (10 pg/ml, Sigma) permaneciendo
a 37 °C durante 50 min. El material se centrifu-
ga por 10 min a 1000 rpm y se realiza un trata-
miento hipoténico utilizando una solucién de
KCl 0,075 M durante 50 min a 37 °C. Se detiene
la hipotonia con 8 gotas de fijador de Carnoy
(metanol: dcido acético glacial en proporcion
3:1) y se centrifugan nuevamente las células du-
rante 10 min a 1000 rpm, descartando el sobre-
nadante. La fijacion se realiza adicionando 7 ml
de fijador de Carnoy durante una 1 h en helade-
ra (4 °C). Se centrifuga nuevamente, eliminian-
dose el sobrenadante y realizando 3 lavados
mas con fijador. Posteriormente se procede a la
realizacion de los extendidos en portaobjetos
limpios y secos y se colorea con solucién de
Giemsa al 10% en buffer fosfato.

Indice Mitotico

La determinacion del indice mitético se reali-
za analizando el porcentaje de células en divi-
sién con respecto al nimero de células estimu-
ladas analizando 2.000 células por
individuo/cultivo. El resultado se obtiene me-
diante la férmula 29

N° de metafases

IM = x 100

Ne° total de células

Cinética de Proliferacion Celular

Para realizar la coloracién diferencial se utili-
za la técnica de Perry & Wolff 30, modificada. El
tratamiento consiste en colorear el extendido
con solucién de Hoescht 33258 (Sigma) durante
60 min en la oscuridad y posterior exposicion a
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luz ultravioleta; luego se incuba en solucién sa-
lina citratada (SSC) a 60 °C durante 2 h y por ul-
timo se colorea con una soluciéon de Giemsa al
3% en buffer fosfato durante 15 min.

En los preparados obtenidos se analizan 100
metafases sucesivas/ cultivo/ individuo y se esti-
ma la cinética de proliferacion celular de cada
muestra mediante el recuento de células en pri-
mera, segunda o tercera division mitética. Asi la
CPC se evidencia como el porcentaje de cada
una de las proporciones (M;, M, y M3) y para su
expresion se utiliza el Indice de Replicacion
(IR):

IR = (N® cel.M; + 2 N° cel.M; + 3N¢ cel. M3 ) / 100

Intercambio de Cromdtides Hermanas

El intercambio de material genético entre
cromitides de un mismo cromosoma es un fe-
némeno que ocurre normalmente, como un me-
canismo de reparacion del dano cromosémico,
a una baja frecuencia. La frecuencia de ICH se
establece contando el ndmero de intercambios
por metafase/cultivo/individuo, visualizadas en
50 metafases de segunda division (con 46 cen-
tromeros). Este resultado se informa como
ICH/célula.

Técnica de electroforesis en gel de una sola
célula

La técnica 3! se realiza sobre portaobjetos es-
merilados, los cuales se cubren por una fina ca-
pa de 100 pl de agarosa (0,5%). Se toman entre
30.000 y 200.000 células (10 pl de la suspension
celular) y se resuspenden en 75 pl de agarosa
de bajo punto de fusioén al 0,5% p/v. A conti-
nuacion se coloca una tercera capa de una solu-
cioén de agarosa de bajo punto de fusion al 0,5%
p/v y se incuban las laminillas hasta solidifica-
cién a 4 °C durante 10 min. Una vez finalizada
la preparacion de los extendidos, se los somete
a la accién de una solucion de lisis (NaCl 2,5M;
Na2EDTA 0.1 M; Tris 0,001 M) en frio. Se los in-
cuba 1 h a 4 °C. Posteriormente, se colocan los
preparados en una cuba de electroforesis hori-
zontal, en la cual se incuban con buffer de co-
rrida (Na2EDTA 0,0001 M -NaOH 0,3 M pH=13)
durante 20 min, para lograr el desenrollamiento
de la doble hebra de ADN. La electroforesis se
lleva a cabo en frio 20 min a 25 volts.

Luego, los preparados son neutralizados con
buffer Tris (pH=7). Posteriormente, se colorean
con 50 pl de bromuro de etidio (Sigma, 0,02%
p/v). El analisis microscopico de los preparados
se realiza en un microscopio epi-fluorescente
con filtro de excitacion de 505-560 nm con luz
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de mercurio de 100 w vy filtro de barrido de 590
nm. La cuantificacién del dano se realiza mi-
diendo el largo de 100 cometas sucesivos gene-
rados por medio de un ocular graduado. Una
vez establecido el largo de los cometas, se esta-
blece una categoria de dano para luego poder
calcular el indice de dano mediante la siguiente
féormula:

N= N2 cél Cat I + 2 x N2 cél Cat I + 3 x N2 cél Cat III
+ 4 x N2 cél Cat IV

En todo tratamiento realizado se deben in-
cluir controles positivos y negativos; el control
positivo utilizado es peroxido de hidrégeno (5
exp-6 M). Dicha sustancia es altamente oxidante
e induce en el ADN roturas doble y simple ca-
dena vy sitios alcali 1abil.

Técnica de Microniicleos de Mucosa Oral

Para la realizacion de esta técnica se hume-
dece un hisopo estéril en solucién fisioldgica
que se rota por la superficie interna de cada
mejilla y se lo introduce en un tubo conico con
tapa que contiene 3 ml de solucién fisioldgica
estéril para ser enviado al laboratorio para su
posterior procesamiento 32.

En el laboratorio se proces6 la muestra cen-
trifugindola durante 10 min para obtener un
precipitado celular a 1000 rpm y se resuspende
en 3 ml de metanol (p.a.) durante 2-3 h en hela-
dera o a temperatura ambiente, para fijar la
muestra. Se repite 1 o 2 veces la fijacion y se re-
suspende en metanol para realizar los extendi-
dos en portaobjetos limpios y desengrasado. Los
preparados se colorean con la tincién Schiff Fast
Green (Merck) 3. Se realiza el analisis en 1.000
células consecutivas/ preparado/ individuo con
un aumento de 40X corroborando la presencia
de micronucleos a 100X. Todos los biomarcado-

res analizados fueron realizados por duplicado
con el objeto de asegurar el nimero de datos
apropiado para una correcta evaluacion estadis-
tica. Los resultados se expresan como porcenta-
je de células con micronucleo.

Tratamiento estadistico

El tratamiento estadistico de los ensayos an-
tes mencionados se realizo mediante Test de
Andlisis de la Varianza de dos criterios (ANO-
VA) con diseno de bloques al azar (ANOVA no
paramétrico, Graphpad Instat) y Bonferroni.
Con el fin de comparar el comportamiento del
compuesto en estudio por medio de los biomar-
cadores de efecto seleccionados se emple6 el
Test U-Mann-Whitney de dos colas para mues-
tras no apareadas.

RESULTADOS
Provincia de Santiago del Estero (SE)

Se analizaron variaciones en el indice mitoti-
co, intercambio de cromatides hermanas, indice
de replicacién, micronicleos en mucosa oral y
Test del cometa en individuos expuestos a alta y
a baja concentracion de arsénico.

Los resultados obtenidos se muestran en las
Tablas 1 a 4 siendo presentados por grupo de
individuos de las distintas poblaciones evalua-
das. En la Tabla 1 se presentan los resultados
que corresponden a la poblacién tomada como
grupo control en la provincia de Santiago del
Estero y en la Tabla 2 aquellos que correspon-
den a los individuos que consumen agua con
alto contenido de arsénico.

En el anilisis comparativo de ambas tablas
se observa que existe una diferencia significati-
va para el Indice Mitético (p < 0,003), mientras
que no se presentan diferencias significativas
para el Indice de Replicacion, ni para el Inter-
cambio de Cromatides Hermanas.

Nivel de As
Ind. Sexo Edad Localidad en agua M ICH IR
de consumo
1 F 52 anos Uruta <10 pg/L 6,90 7,650 2,155
2 M 58 anos Urutaa <10 pg/L 4,80 7,235 1,965
3 F 40 anos Urutau <10 pg/L 4,40 9,150 2,380
4 M 66 afos Urutat <10 pg/L 6,55 7,325 2,395
5 M 41 anos Urutaa <10 pg/L 4,85 8,855 2,040
X+ES 5,5+0,51 8,04+0,40 2,18+0.09

Tabla 1. Indice Mitético, Intercambio de Cromdtides Hermanas e Indice de Replicacién en grupo Control de
Santiago del Estero. IM: indice mitotico; ICH: intercambio de cromdtides hermanas; IR: indice de replicacion;

Ind.: individuo.
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En las Tablas 3 y 4 se observan los datos ob-
tenidos para la misma poblacion con el Test del
Cometa y el Test de Microntcleos. Los resulta-
dos muestran una diferencia altamente significa-
tiva (p < 0,0001) para el Test de Mn, mientras
que no se observan diferencias en el caso del
Test del Cometa.

Provincia de Santa Fe

Se tomaron muestras de sangre periférica pa-
ra analizar indice mitético, intercambio de cro-
matides hermanas e indice de replicacion. Los
datos y los resultados obtenidos se detallan en
las Tablas 5 y 6.

La evaluacion estadistica realizada mediante
la aplicacion de un andlisis de varianza (ANO-
VA) demostré que no existen diferencias signifi-
cativas para los biomarcadores analizados entre
las dos subpoblaciones.

DISCUSION Y CONCLUSIONES
Los efectos genotoxicos del arsénico y de
sus sales han sido ampliamente reportados por
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la literatura, analizindose diferentes biomarca-
dores como el intercambio de cromatides her-
manas (ICH), aberraciones cromosomicas e in-
duccion de micronicleos 2325 entre otros. El ar-
sénico induce dano a nivel cromosémico, tanto
in vitro como in vivo, encontrandose aberracio-
nes numéricas y estructurales, asi como incre-
mento en la frecuencia de microntdcleos 3437 y
del intercambio de cromatides hermanas 38. Los
resultados reportados por la literatura in vivo
han sido contradictorios ya que en algunos ca-
sos existe una correlacion entre la ingesta de
agua con altos niveles de arsénico y un incre-
mento en los biomarcadores como ICH y en
otros casos, no existe dicha correlacion 35.39-41,
Estudios previos realizados por nuestro gru-
po de trabajo y datos de la literatura son coinci-
dentes en la disminucién significativa del indice
mitético en individuos con manifestaciones cli-
nicas de HACRE 2. En zonas contaminadas de
México se observd que las poblaciones mues-
tran una tendencia a la disminucién en el mis-
mo que podria deberse a una reduccion en la

Nivel de As
Ind. Sexo Edad Localidad en agua M ICH IR
de consumo
6 M 25 anos La Firmeza 530 pg/L 2,05 7,710 2,080
7 F 22 anos Sts. Lugares 450 pg/L 395 8,675 2,375
8 F 47 afos Sts. Lugares 450 pg/L 2,65 8,170 2,210
9 M 52 anos Sts. Lugares 450 pg/L 3,20 10,440 2,180
10 M 57 anos Sts. Lugares 620 pg/L 3,20 8,145 2,120
X+ES 3,01+0,322 8,62+0.48 2,19+0,05

Tabla 2. Indice Mitético, Intercambio de Cromitides Hermanas e Indice de Replicacion en grupo expuesto de
Santiago del Estero. IM: indice mitético; ICH: intercambio de cromdtides hermanas; IR: indice de replicacion;
Ind.: individuo. ? p < 0.003 IM Grupo control vs IM grupo expuesto.

Nivel de As . ..
Ind. Sexo Edad Localidad en agua % Células Ind1c~e
¢/ MN de daiio
de consumo
1 F 52 afios Urutat <10 pg/L 0,12 176
2 M 58 anos Urutad <10 pg/L 0,11 216
3 F 40 afos Urutad <10 pg/L 0,10 166
4 M 66 afos Urutad <10 pg/L 0,04 162
5 M 41 anos Uruta <10 pg/L 0,07 114
6 M 63 afos Urutat <10 pg/L 0,15 110
7 M 43 anos Urutatd <10 pg/L 0,15 126
8 F 26 anos Urutad <10 pg/L 0,09 124
9 M 32 anos Uruta <10 pg/L 0,10 104
10 M 73 anos Urutat <10 pg/L 0,12 194
11 M 57 anos Uruta <10 pg/L 0,13 184
X+ES 0.10£0,009  149,64+11,66

Tabla 3. Test de Microntcleo y Electroforesis de una sola Célula en grupo control de Santiago del Estero. Ind.:

individuo; MN: microntcleo.
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Nivel de As . £ .
Ind. Sexo Edad Localidad en agua % Células Ind1c~e
¢/ MN de daiio
de consumo
12 M 68 anos La Firmeza 530 pg/L 0,20 118
13 F 34 anos Sts. Lugares 378 pg/L 0,19 160
14 F 12 anos Sts. Lugares 378 pg/L 0,24 234
15 F 52 anos Sts. Lugares 620 pg/L 0,23 214
16 M 25 anos La Firmeza 530 pg/L 0,14 148
17 F 22 anos Sts. Lugares 450 pg/L 0,20 114
18 F 47 anos Sts. Lugares 450 pg/L 0,26 100
19 M 52 anos Sts. Lugares 450 pg/L 0,25 126
20 M 57 anos Sts. Lugares 620 pg/L 0,26 122
X+ES 0,22£0.013*  148,44£15,05

Tabla 4. Test de Microntcleo y y Electroforesis de una sola Célula en grupo expuesto de Santiago del Estero.
Ind.: individuo; MN: micronucleo; * p<0.0001 Mn grupo control vs Mn grupo expuesto.

Nivel de As
Individuo en el agua ™M ICH IR
de consumo
A 22.8 pg/L 2,20 5,440 1,925
B 42,7 ng/L 4,15 6,365 2,110
C 37,3 pg/L 5,40 4,930 1,960
D 37,3 pg/L 4,90 6,085 1,880
E 45,4 ng/L 4,50 6,600 1,915
F 50,2 png/L 4,85 6,035 1,820
G 21,5 pg/L 5,20 9,550 1,545
H 45,4 pg/L 6,95 6,150 2,40
I 22,8 png/L 6,00 6,100 2,080
] 45,4 ng/L 4,25 6,425 2,160
X + ES 4,84 + 0,40 6,37 + 0,39 1,97 + 0,07

Tabla 5. Indice Mitético, Intercambio de Cromatides Hermanas e Indice de Replicaciéon en grupo con bajo nivel
de arsénico en Santa Fe (< 50 pg/L) IM: indice mitdtico; ICH: intercambio de cromatides hermanas; IR: indice

de replicacion.

velocidad del ciclo celular 4245, Los resultados
obtenidos para la poblacion de la Provincia de
Santiago del Estero coinciden con este analisis,
ya que la variacion en el indice mitético entre
las poblaciones expuestas a alta y a baja con-
centracién de arsénico en el agua de bebida
arrojo diferencias significativas (p < 0,003).
Existe evidencia en estudios in vitro, de un
incremento en los valores de intercambio de
cromatides hermanas inducido por el arsénico,
haciéndose referencia a una alta variabilidad in-
terindividual en la determinacién de los biomar-
cadores 2446, Esta variabilidad estaria relacionada
con la susceptibilidad individual en lo que se
refiere al dafno genético causado por el arséni-
co. Los factores que determinan esta susceptibi-
lidad son tanto de origen genético como desnu-
tricion, edad y hiabitos de vida 47. La susceptibi-
lidad individual se pone de manifiesto en los
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datos presentados en este trabajo al analizar la
gran dispersion existente en la determinacion de
los distintos biomarcadores.

En estudios sobre poblaciones que presentan
sintomatologias de HACRE, se observo un incre-
mento de los intercambios de cromatides her-
manas por célula 341 siendo esta variaciéon con
respecto al grupo control mayor que la obtenida
en el grupo de individuos asintomaticos 4. En
el presente trabajo no se han encontrado dife-
rencias significativas en los valores de ICH entre
las poblaciones analizadas. En el caso de los in-
dividuos de Santiago del Estero se observa que
los valores medios de frecuencia de ICH son se-
mejantes para ambas poblaciones, siendo signi-
ficativamente elevados (p< 0,03) si se los com-
para con los valores histéricos de nuestro labo-
ratorio (X £ ES = 5,98 = 1,04).

Este hecho podria deberse a distintos facto-
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Nivel de As
Individuo en el agua ™M ICH IR
de consumo
K 71,1 pg/L 6,00 8,33 2,175
L 164,2 ng/L 5,00 5,73 2,400
M 164,5 ng/L 4,20 7,25 2,355
N 83 ng/L 4,80 5,78 1,520
@] 111,3 pg/L 3,50 5,85 2,315
P 118,4 pg/L 3,20 5,71 2,135
Q 77,2 pg/L 3,50 7,29 1,980
R 87,1 pg/L 4,90 5,58 2,195
S 121,0 pg/L 5,40 4,48 2,355
T 164,2 ng/L 4,85 6,31 2,090
X + ES 4,92 + 0,38 6,23 + 0,35 2,15 + 0,08

Tabla 6. Indice Mitético, Intercambio de Cromdtides Hermanas e Indice de Replicacién en grupo con alto nivel
de arsénico en Santa Fe (> 50 pg/L). IM: indice mitético; ICH: intercambio de cromatides hermanas; IR: indice

de replicacién; ; Ind.: individuo.

res tales como el bajo nimero de individuos
evaluados, los fenémenos de susceptibilidad in-
dividual y el hecho que en la localidad de Uru-
taq, los valores de contenido de arsénico en
agua menores a 10 pg/ml, corresponden a los
ultimos 10 anos, ya que previamente el agua de
consumo tenia concentracion de arsénico seme-
jante a la de las otras localidades evaluadas.

Con el objeto de profundizar la caracteriza-
cion del dano observado en el grupo Santiago
del Estero, se encara la utilizacién de otros bio-
marcadores de efecto como el ensayo de elec-
troforesis de una sola célula (Test del Cometa) y
el Test del microntcleo en células epiteliales de
mucosa bucal. Los ensayos seleccionados apor-
tan informacion con respecto a roturas de sim-
ple y doble cadena en condiciones alcalinas 49,50
y en el caso del ensayo de microntcleo, permite
caracterizar aneundgenos y clastégenos ya que
por medio de esta metodologia se detectan alte-
raciones numéricas y estructurales 51,52,

Los resultados obtenidos (Tablas 3 y 4)
muestran que en el caso de el Test de cometa
se observa un fendmeno semejante al que se
produce con el ICH, o sea que los valores obte-
nidos para el indice de dano al ADN no son es-
tadisticamente diferentes con respecto a los va-
lores de la poblacién control. a pesar de obte-
nerse en muchos casos valores individuales muy
elevados. Esto corrobora el fendmeno de sus-
ceptibilidad individual como el principal factor
en este tipo de resultados.

Es importante destacar que los valores pro-
medio de dano al ADN determinados mediante
este biomarcador en la poblaciéon de Urutad y
La Firmeza son muy superiores a los valores his-

toéricos de nuestro laboratorio (X # ES = 109,6 +
3,35) (p < 0,04), demostrando, como en el caso
del intercambio de cromatides hermanas, que la
poblacion posee un dafio basal elevado por ha-
ber consumido durante mucho tiempo agua con
elevado contenido arsenical. De esta manera se
podria sugerir que ambas poblaciones se en-
cuentran en riesgo a nivel genotdxico.

En el andlisis de la frecuencia de microntcle-
0s, encontramos un incremento estadisticamente
significativo en la induccién de micronicleos (p
< 0,0001) entre el grupo considerado como con-
trol y aquellos individuos que consumen agua
con alto contenido arsenical. Cabe destacar que
estos datos son coincidentes con los reportados
en la literatura en cuanto a poblaciones expues-
tas mediante ingesta de agua con altos niveles
de arsénico 3053,

Sin embargo, los valores obtenidos para la
frecuencia de MN en el grupo considerado co-
mo control, presentan una diferencia estadistica-
mente significativa (p< 0,001), cuando son com-
parados con los valores histéricos de nuestro la-
boratorio (X = ES = 0,016 + 0,02). Nuevamente
este biomarcador refleja la caracteristica particu-
lar de este grupo de individuos, que presentan
altos niveles de dano basal sin estar en los lti-
mos 10 anos expuestos a concentraciones de ar-
sénico en el agua de bebida superior a las esta-
blecidas por nuestra legislacion.

En el anilisis de los datos de las poblaciones
de la Provincia Santa Fe (Tablas 5 y 6), no se
evidencian diferencias significativas para los
biomarcadores analizados entre la poblaciéon ex-
puesta a altas concentraciones de arsénico y la
no expuesta. En este caso en particular los habi-
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tantes de esta localidad han sido advertidos des-
de hace varios anos acerca de la contaminacion
de la napa freatica y, de acuerdo al relevamien-
to realizado para este estudio, evita el consumo
del agua de pozo de su vivienda utilizando agua
potable. Este hecho se verificaria en los datos
obtenidos en este estudio donde no se encuen-
tra dano cito-genotéxico, con el diseno experi-
mental utilizado.

Los resultados obtenidos en el presente estu-
dio sugieren que la exposicion al arsénico en
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