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RESUMEN

1. MARCO TEORICO E INTRODUCCION

1.1 Metales

La historia de la humanidad ha estado estrechamente vinculada al uso de diversos
metales, como el cobre, la plata, el oro y el hierro, que han sido fundamentales en la
fabricacion de herramientas y armas mediante procesos de fundicion y moldeado.
Con la Revolucién Industrial, se perfeccionaron técnicas como la fundicién del acero
y se incorporaron otros metales, como el zinc, el niquel y el platino, en la construccion
de méaquinas. Ademas de su utilidad en la industria, algunos metales son esenciales
para el funcionamiento de las células, ya que actian como cofactores en reacciones
enzimaticas o forman parte de importantes macromoléculas. Por ejemplo, el cromo Il
desempeiia un papel en el metabolismo de lipidos y glucosa; el hierro es crucial en la
sintesis de hemoglobina y actia como cofactor de enzimas como la catalasa, la
peroxidasa y la citocromo-oxidasa; el zinc se encuentra en enzimas como las
polimerasas, deshidrogenasas, peptidasas y anhidrasas; el selenio tiene propiedades
antioxidantes, especialmente para los lipidos; y el estroncio participa en la

calcificacion de huesos y dientes, entre otros (Rodriguez-Arnaiz, 2004).

La exposicion de los seres vivos a diversos metales en concentraciones elevadas ya
sea por la via alimentaria, ingestion de agua o inhalacién, se debe a las altas
concentraciones naturales, la contaminacion o el uso de utensilios metalicos. La
exposicién ocupacional de los obreros metallrgicos evidencié la relacion entre la
exposicion a metales y el desarrollo de algunas neoplasias. Posteriormente, fue
posible correlacionar los niveles elevados de metales en la atmdsfera, provenientes
de actividades industriales, con el desarrollo de enfermedades cronicas y
degenerativas en los seres humanos (Aguilar Méndez, 2021). La inhalacion y la
ingestibn de metales son las rutas de exposicibn mas efectivas para su
bioacumulacién; sin embargo, también se observan efectos toxicos por contacto
dérmico y mucoso. Se ha demostrado que muchos metales son mutagenos y
carcinébgenos en mamiferos, como el cadmio, que se utiliza en la elaboracion de

pigmentos, insecticidas y otros productos. Una fuente adicional de exposicion al
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cadmio proviene de las emisiones de motores de combustion interna, y también se

encuentra en el humo del tabaco (Nava-Ruiz, et al., 2011)

El cromo es un metal esencial en cantidades muy pequefias para los seres vivos, y
en el organismo se transforma de Cr-VI a Cr-1ll. Sin embargo, en concentraciones
elevadas, el cromo interactla con los acidos nucleicos, induciendo mutaciones y

contribuyendo al cancer pulmonar (Montoya, et al., 2010).

El plomo es un metal presente en altas concentraciones en la atmosfera de zonas
urbanas, y se utiliza como recubrimiento en ceramica y otros utensilios de cocina. El
Pb interfiere en la biosintesis del grupo hemo de la hemoglobina, al competir con el
hierro e incorporarse en su lugar, lo que causa anemia, linfomas, carcinomas y

sarcomas renales, ademas de ser un agente mutageno (Montoya, et al., 2010)

El mercurio se incorpora facilmente en los seres vivos y tiende a biomagnificarse en
la cadena alimentaria. Se conocen varios casos de intoxicacion en humanos por
metilmercurio debido al consumo de pescados y mariscos contaminados (Cadavid-
Mufioz, 2020).

El niquel es un metal téxico cuya principal fuente de exposicion son los alimentos,
especialmente pescados y vegetales regados con aguas residuales. También se
encuentra en utensilios de acero inoxidable, algunas monedas y joyas recubiertas o
fabricadas con aleaciones de niquel. Este metal est4 asociado con carcinoma nasal

y actlia como agente mutageno (Olivares-Arias, et al., 2015).

1.2 Contaminacion por metales pesados

Este tipo de contaminacion causa numerosos problemas, tanto para las plantas y
organismos acuaticos, como para los humanos, ya que al irse se acumulando
gradualmente en ciertas plantas y animales, interfieren con su actividad metabdlica y
la de sus consumidores cuando son ingeridos a través de la cadena alimentaria
llegando incluso a sufrir desde erupciones cutaneas, problemas estomacales y
respiratorios, debilitamiento del sistema inmunoldgico, dafio renal y hepético, hasta
cancer de pulmén, afecciones cardiacas, 0seas, testiculares y del sistema nervioso,
e incluso la muerte (Pabon et al., 2021; Sheykhi & Moore, 2013).



Los metales pesados son elementos quimicos que presentan densidades superiores
a 4 g/cm3y tienen una masa y peso atdmico mayores a 20. Estos elementos pueden
ser toxicos incluso en concentraciones bajas. Los metales pesados mas conocidos
son: Zinc (Zn), Cobre (Cu), Niguel (Ni), Cadmio (Cd), Plomo (Pb), Mercurio (Hg) y
Cromo (Cr) (Lodofio, 2016). Estos metales poseen la capacidad de bioacumularse,
debido a que no son biodegradables, proceso en el que una sustancia, se acumula
en un organismo vivo a lo largo del tiempo. Estos compuestos se almacenan mas

rapidamente de lo que pueden ser metabolizados o excretados (Sonone et al., 2021).

La toxicidad a nivel molecular de los metales pesados se debe principalmente al inhibir
enzimas debido al bloqueo de grupos funcionales esenciales mediante su interaccion
con los grupos sulfhidrilo (SH), especificamente a los residuos de cisteina, como
ocurre con las enzimas involucradas en la produccion de energia celular; de igual
forma provocan el desplazamiento de centros cationicos en enzimas como la ribulosa
1-5 bisfosfato carboxilasa-oxigenasa (rubisco), la cual cuenta con un centro cationico
de Mg?* el cual es sustituido en presencia de cationes divalentes como Ni?* y Zn?*,
Ademas, metales como Cu* sufren autooxidacién lo que genera especies reactivas
de oxigeno (ROS) lo que puede causar estrés oxidativo en las células (Ali & Khan,
2018., Covarrubias & Pefia-Cabriales, 2019).

Los metales pesados se vuelven dafiinos al convertirse en radicales libres cuando sus
electrones se separan. Para estabilizarse, estos radicales buscan capturar electrones
de las partes celulares cercanas. Cuando la cantidad de radicales libres aumenta
demasiado, los mecanismos protectores de la célula que donan electrones, como las
MT en células de vertebrados, dejan de proteger el cuerpo, lo que puede llevar a un
envejecimiento rapido y degeneracion (Chang, 2004).

Covarrubias y Pefa-Cabriales (2019) sefialan que en México ya existen diversos
informes que indican la presencia de metales pesados en rios, lagos, cultivos, suelos
y el aire de areas rurales y urbanas, asi como en entornos costeros y marinos, siendo
los principales contaminantes debido a su toxicidad y abundancia, el Hg, Pb y en
algunos lugares el Cr.



1.3 Metalotioneinas y su relacion con la desintoxicacién

Como se ha descrito anteriormente, algunos iones metalicos tienen un papel clave en
la transferencia de energia celular, la sefializacion y otras funciones esenciales; no
obstante, niveles elevados pueden resultar toxicos para las células. Para hacer frente
a esto, las células han desarrollado mecanismos de defensa contra los metales: el
transporte de metales a través de la membrana y la quelacion dentro de la célula. La
MT es un quelante que responde a estos estimulos (Yang, et al., 2024).

Las metalotioneinas (MT) son proteinas pertenecientes a la familia de las
metaloproteinas y estan compuestas por aproximadamente 60 aminoacidos, ninguno
de los cuales es aromético. Tienen una masa molar de entre 6 y 7 kDa y un alto
contenido de residuos de cisteina que no forman puentes disulfuro, permitiendo asi
su unién a metales pesados (Castellanos-Leguizamoén, 2022; Costa & Costa, 2008).
Dichas proteinas se aislaron por primera vez en 1957 por Margoshes y Vallee a partir
de rifidn de caballo. Posteriormente, en 1960, Kagi y Vallee las caracterizaron y
lograron purificar una proteina que contenia altos niveles de cadmio (Cd), zinc (Zn) y
azufre (S). Esta proteina representaba el 1% del peso total de la corteza renal del
caballo, y se estim6é que todo el cadmio y el 60% del zinc estaban unidos a ella
(Garcia-Rico et al., 1999). Tiempo después, se aisldé en los principales grupos de
invertebrados, incluyendo nematodos, anélidos, artropodos, equinodermos Yy
moluscos. Actualmente se conoce que las MT se encuentran en todas las formas de
vida y estan ampliamente conservadas en eucariotas superiores, desde bacterias
hasta mamiferos, con variaciones en su contenido de cisteina, que puede oscilar entre
el 25% y el 30%. Encontrdndose principalmente en el citoplasma celular, aunque
también se han detectado en el ndcleo y los lisosomas. Aungque estan presentes en
una gran variedad de tejidos, predominan en el higado y los rifiones de los
vertebrados, asi como en la glandula digestiva y el intestino de los invertebrados
(Urefia-Robles, 2007; Castellanos-Leguizamon, 2022; Costa & Costa, 2008., Lemus
et al., 2016).

La presencia de diversas isoformas de MT en algunas especies, con diferencias
minimas en su estructura primaria pero suficientes para distinguirlas en términos de
carga total de proteina, indica un polimorfismo genético (Kagi y Kojima, 1987). La
nomenclatura adoptada para las isoformas de MT (isoMT) sigue las recomendaciones

de la IUPAC-IUB (Nomenclature of Multiple Forms of Enzymes) y se numera segun la



secuencia de elucién en resinas de intercambio i6nico (MT-1, MT-2, MT-3, etc.). Las
sub-isoformas se representan con letras (MT-1A, MT-1B, etc.) (Juarez-Rebollar &
Méndez-Armenta, 2014).

En todos los vertebrados los genes de MT estan constituidos por una regiéon 5’
flanqueante (5'UT), una region no traducida (5'UTR), 3 exones separados por dos
intrones y una region 3’ flanqueadora. La region 5’ no traducida contiene elementos
reguladores en posicion cis entre los cuales hay una o mas copias de sitios
promotores con elementos de respuesta a metales (MRE). La transcripcion de estos
genes es mediada por el factor de transcripcion MTF-1, el cual requiere altas
concentraciones de zinc para unirse al ADN. Inicialmente, MTF-1 esté inhibido por el
inhibidor de la transcripcion de metal (MTI), pero en presencia de zinc se libera y
puede activar la transcripcion de las MT al unirse al MRE. Esta regulaciéon de la
transcripcion de las MT a travées de MTF-1/MRE estd conectada con multiples
cascadas de sefializacion celular que afectan la fosforilacion de MTF-1. La inhibicion
de proteinas quinasas como la proteina quinasa C puede reducir los niveles de MT,
sugiriendo una compleja regulaciéon de esta proteina en respuesta a diferentes

sefales celulares (Lemus et al., 2016; Tapia-Alamos, 2002).
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Imagen 1. Mapa del gen de MT, las secuencias regulatorias responden a distintos estimulos como

Glucocorticoides

factores fisiol6gicos, estresores ambientales y iones de metales pesados.Fuente: Juarez-Rebollar &
Méndez-Armenta, 2014.

Las MT responden a diversos estimulos y su expresion se regula a nivel de la
transcripcion, siendo inducida por factores fisioldgicos, estresores ambientales y iones
de metales pesados (Imagen 1 y Tabla 1), siendo comprobado ya, que juegan un
papel crucial en la absorcién y eliminacién de estos metales, puesto que son ellos sus

inductores mas potentes (Lemus et al., 2016., Chan et al., 2006).



Tabla 1. Factores que inducen la sintesis de las metalotioneinas.

Factores Ejemplos
lones metalicos Cd, Zn, Mg, Cu, Hg, Pb, Cr, Bi, Ni, Ag, Co.
Factores de estrés Temperaturas elevadas; exposicion a radiacion X y

UV; elevada presion parcial de O2; falta de alimento;

infeccidn; estrés fisico; hipotermia; alteracion de la

salinidad.
Hormonas y mensajeros Glucocorticoides; progesterona; estrogeno; insulina,;
secundarios glucagon; adenosina; AMPc; diacilglicerol.
Agentes inflamatorios Lipopolisacaridos; dextrano; endotoxina.
Agentes citotdxicos Etanol; butirato; agentes alquilantes; acidos grasos;

cloroformo; di(2-etilexil) ftalato; tetracloruro de
carbono; formaldehido; etionina; uretano; D-

penicilamina; estradiol.

Fuente: Urefa-Robles, 2007.

Cuando la concentracion de iones metalicos libres en el interior de la célula aumenta,
se activa la transcripcién de los genes de MT, lo que lleva a una mayor produccion de
estas y, en consecuencia, a una disminucion de la concentraciobn de metales
intracelulares al unirse con estas proteinas. En el proceso de detoxificacion de
metales, las MT transforman especies metdlicas toxicas, como el mercurio en su
forma altamente téxica de metilmercurio, en formas menos toxicas al secuestrarlas,

reduciendo asi la biodisponibilidad de los metales dentro de la célula (Chan, 2004).

Brambila y Gonzélez (1993) mencionan que, aunque la concentracion optima del
metal para iniciar el proceso de induccion de las MT varia entre los diferentes
organismos, generalmente se presenta justo por debajo del nivel que causa toxicidad
celular. Ellos describen el proceso de induccion de la siguiente manera: la célula
blanca es expuesta a glucocorticoides o metales, los cuales tienen una capacidad de
induccion de las MT entre 20 y 50 veces mayor, después la sintesis de ARN

mensajero de la apometalotioneina alcanza un estado estacionario a las 4 horas, para



gue posteriormente la sintesis de las MT se vea estimulada (Imagen 2), observandose
un incremento entre las 2 y 4 horas posteriores a la exposicion. Si se eliminan los
inductores, los niveles de MT disminuyen, con una vida media de 12 a 22 horas, y los

niveles basales de MT regresan a sus valores iniciales entre 48 y 72 horas.

GLuUCO-
COATI-
colpes

Imagen 2. Secuencias de control transcripcionales en los genes de MT humana. Fuente: Brambila y
Gonzaélez, 1993.

Es la distribucidon caracteristica de residuos de cisteina en las MT la que determina
coémo estas proteinas se unen a los metales. Esto se logra mediante la formacion de
agrupaciones de tiolatos en sus dos partes: el dominio a, que esté en el extremo C-
terminal y es mas estable, y el dominio b, ubicado en el extremo N-terminal y mas
reactivo. Estas estructuras permiten que cada molécula de MT pueda unir hasta 7
iones metalicos divalentes o 12 iones metalicos monovalentes, organizados en dos

configuraciones diferentes (Imagen 3) (Chang, 2004).




Imagen 3. Dominos a con cuatro sitios de unién y dominio  con tres sitios de unién a iones

metélicos de MT unida a Zn. Fuente: Rodriguez-Evangelista, 2011.

En condiciones fisiologicas, las MT se asocian principalmente con el Zn, siendo el
exceso de este metal el que induce su expresion, mientras que las condiciones de
agotamiento de dicho metal hacen que las MT liberen Zn como un medio para
equilibrar el acervo intracelular de este metal en respuesta a los estados redox y
energéticos celulares (Monteith & Skaar, 2021). Aunque también tienen una afinidad
notablemente alta por metales pesados potencialmente toxicos. Diversas
investigaciones sefialan que hasta 18 metales diferentes pueden asociarse con las
MT. Sin embargo, la afinidad de unién varia entre ellos y adn no esta claramente
definida, ya que distintos autores discrepan sobre cual metal posee la mayor afinidad.
Coyle (2002) menciona al Cu como el metal que presenta la mayor constante de
estabilidad, seguido del Cd, por su parte, Lopez (2007) nos menciona que tanto el Cd
como el Hg pueden reemplazar al Zn y/o Cu.

Por otro lado, Waalkes y su equipo definen el orden de afinidad de las MT por los
metales de la siguiente manera: Cd > Pb > Cu > Hg > Zn > Ag > Ni > Co.

Aunado a esto, debido a que la expresién de MT responde a diversos estimulos (Tabla
1), estas proteinas cumplen con diversas funciones en los organismos, como efecto
antioxidante, efecto neuroprotector, efecto anticancerigeno y efecto antiinflamatorio
(Imagen 4) (Yang, et al., 2024).
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Imagen 4. Funciones de la MT en diversos organismos. Fuente: Modificado de Yang, et al., 2024.

1.4 Metalotioneinas como biomarcadores de exposicion a metales en peces

En peces, las MT presentan 20 residuos de cisteina que estan conservados de
manera notable, dispuestos tipicamente en patrones como Cys-X-Cys o0 Cys-X-X-Cys
(donde X puede ser cualquier aminoacido excepto cisteina) y son estas
configuraciones las que tienen una fuerte atraccion por los iones metalicos divalentes
(Chan, 2004).

Scudiero et al.,, 2005 menciona que basado en estudios estructurales se ha
demostrado que existen diferencias clave entre las MT de peces y mamiferos. Por
ejemplo, el noveno residuo de cisteina en el dominio a de la MT de peces se desplaza
en dos posiciones en comparacion con la de mamiferos, lo que provoca un cambio
en la conformacion de la proteina. Ademas, la MT de peces es menos hidréfoba y
mas flexible que la de mamiferos. De igual forma, se han observado diferencias en la
reactividad y capacidad de intercambio de metales entre las MT de peces y
mamiferos.



Ya se han caracterizado las regiones promotoras de los genes que codifican las MT
en varias especies de peces, y se ha encontrado que todas comparten la presencia
de MRE en las zonas distal y proximal, las cuales juegan un papel en la induccion de
MT por metales (Urefia-Robles, 2007).

El interés en los metales como contaminantes ambientales y la necesidad de
comprender los mecanismos asociados con su toxicidad han sido los principales
impulsores en el estudio de estas moléculas (Urefia-Robles, 2007). Actualmente las
MT se han utilizado ampliamente como biomarcadores de la respuesta a la exposicion
a metales y para evaluar la exposicion histérica a la contaminacién por metales
pesados, por lo que la regulacién génica de las MT por iones de metales pesados ha
sido investigada en varias especies de peces, como el lenguado, las carpas, la tilapia
y el pez cebra para poder estudiar este tipo de contaminacion en entornos acuaticos
(Lemus et al., 2016., Chan et al., 2006).

En diversos estudios, tras la inyeccion intraperitoneal de metales en peces, se
observé un incremento en la expresion de MT en varios 6rganos. También se ha
demostrado que los niveles de dicha proteina aumentan en funcién de la dosis de
metal administrada o del tiempo transcurrido después de la administracion (Urefia-
Robles, 2007). En el caso particular del pez cebra, Chen y colaboradores (2007)
investigaron el impacto del Zn y Cd en la expresion de MT (Imagen 5) durante el
desarrollo larval temprano. Utilizando hibridacién in situ, observaron cambios en el
patron de expresion tras el tratamiento con ZnCl, (100 uM), mostrando una induccién
significativa en varias regiones como la fosa olfatoria, el cerebelo, la retina, las células
cloro y la vena cardinal comun. A las 96 hpf (horas post fertilizacion), el cerebelo y el
higado presentaron una sefial intensa, aunque la intensidad en el cerebelo disminuyo
a las 120 hpf. En el caso del Cd (5 pM), también incremento la expresién de MT,
especialmente en la fosa olfatoria a las 48 y 72 hpf, y en otras regiones como las
branquias y neuromastos de la linea lateral a las 96 y 120 hpf. Estos resultados
sugieren que tanto el Zn como el Cd modifican temporal y espacialmente la expresién
de MT durante el desarrollo larval, indicando su influencia en la regulaciéon genética

de dicho pez.
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Imagen 5. Estructura 3D de Metalotioneina-1 en Danio rerio (60 aa).
Fuente: Uniprot,2024.

Existen pocos experimentos en peces que hayan involucrado la exposicion ambiental
a metales disueltos en el agua, sin embargo, estos estudios también han mostrado
una induccion de MT en estos organismos. La evaluacién de dicha induccién en
condiciones naturales es mas compleja, ya que las circunstancias ambientales y
fisiolégicas de los peces no estan tan controladas, por lo tanto, es fundamental
considerar tanto los factores endégenos como exdgenos que influyen en la induccién
de MT (Urefia-Robles, 2007).

1.4.1 El pez cebra como modelo experimental

Un organismo modelo se refiere a una especie no humana que es ampliamente
estudiada por la comunidad cientifica con el objetivo de entender procesos bioldgicos
especificos. Esto permite obtener una vision de lo que ocurre en organismos similares
0 mas complejos que el modelo estudiado (Ponce-Palomera et al., 2023).

En este contexto, el pez cebra (Danio rerio), un pez de tamafo pequeio (3 cm X 2
cm X 1 cm) dulceacuicola, miembro de la familia Cyprinidae originario de rios de la
India y estéa distribuido en regiones de Bangladesh, Nepal, Myanmar y Pakistan, ha
sido utilizado como modelo biolégico experimental en diversas areas cientificas para
realizar evaluaciones toxicolégicas, aplicaciones médicas, entre otras, esto gracias a
las similitudes de su genoma con el humano, contando con un genoma con 25 pares
de cromosomas y alrededor de 26,000 genes que codifican proteinas y con mas del
70% de sus genes teniendo versiones similares entre este pez y el ser humano.

Especificamente, para los genes relacionados con enfermedades humanas, el
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porcentaje de genes ortélogos en el pez cebra alcanza el 82% (Castillo-Salas, 2022.,
Lépez-Dominguez, 2022., Vargas-Vargas, 2017). Ademas, los peces estan
estrechamente vinculados a su entorno acuatico, ya que respiran, osmoregulan,
mantienen el equilibrio acido-base y regulan su temperatura en relacioén con el agua
que los rodea, a su vez, sus adaptaciones estructurales y fisiolégicas les permiten
interactuar con compuestos xenobibticos presentes en su entorno (Castillo-Salas,
2022).

Entre otras ventajas se encuentra su patrén de desarrollo comparable al de los
vertebrados superiores y la presencia de enzimas citocromo P450 y receptores
nucleares similares a los mamiferos, su sensibilidad a diferentes compuestos
guimicos, aunado a que su mantenimiento en laboratorio es sencillo y econémico. Su
fertilizacion es externa y son muy prolificos ya que una hembra puede producir
alrededor de 200 évulos por puesta, con un éxito de fecundacion del 90%. Cuentan
con un corion transparente y un patrén de desarrollo que facilita la observacion y
manipulacion de embriones permitiendo observar los primeros estadios de desarrollo,
facilitando el seguimiento de la expresion génica de interés mediante distintos
marcajes sin necesidad de recurrir a técnicas invasivas, ademas de presentar
transferencia materna de compuestos toxicos a los ovocitos, lo que lleva a
alteraciones en la expresion génica, haciéndolo alin mas atractivo para estudios de
genotoxicidad. Estos embriones tienen un desarrollo y crecimiento rapidos, con un
tiempo de generacién de aproximadamente 3-4 meses, y permanecen sexualmente

activos la mayor parte de su vida, entre 4 y 5 afios.

La toxicidad de varios contaminantes ha sido estudiada utilizando este modelo,
demostrando que el pez cebra es util para entender los efectos de estos sobre los
organos y para determinar la concentracion letal media aguda (CL50). La capacidad
del pez cebra para simular respuestas humanas a estos agentes toxicos lo convierte
en un modelo valioso para la investigacion y desarrollo de tratamientos (Rahman-
Khan y Sulaiman-Alhewairini, 2019). Actualmente ha sido ampliamente utilizado en
estudios de toxicidad ambiental y calidad del agua, siendo pionero en experimentos
de carcinogénesis. Estas investigaciones abarcan toxicocinética, toxicodinamica y

toxicidad del desarrollo, analizando los efectos de los xenobibticos en 6rganos,
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comportamiento e impacto en generaciones futuras (Ponce-Palomera et al., 2023;
Jaramillo-Garcia, 2021).

Su uso se ha incrementado en el tamizaje toxicologico de compuestos quimicos,
desarrollo de medicamentos y estudios de neurotoxicidad, por lo cual, el uso del pez
cebra en diversos estudios se encuentran en las guias de evaluacion toxicologica de
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), el Consejo Internacional de
Armonizacion de los requisitos técnicos para el registro de medicamentos de uso
humano (ICH), la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OECD) y la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA). Esta ultima
ha utilizado al pez cebra para realizar un barrido toxicolégico de 306 sustancias
guimicas, incluidas las utilizadas como pesticidas y antimicrobianos (Noa-Rodriguez
et al, 2023).

Este pez también se ha empleado para desarrollar modelos de enfermedades
utilizando técnicas de edicion génica, como CRISPR/Cas9, ZFN o TALEN, que
posibilitan realizar modificaciones gendmicas precisas (Castillo-Salas, 2022; Lopez-

Dominguez, 2022; Espinosa-Cervates, 2020; Jaramillo-Garcia, 2021).

Esta serie de ventajas pone al pez cebra como un excelente modelo biolégico y un
prototipo ideal para evaluar los efectos tdxicos derivados de la exposicion ocupacional
0 ambiental a sustancias quimicas como metales pesados. Aunado a que, los
productos quimicos pueden afadirse facilmente al agua, a diferencia de los
mamiferos, donde la administracién se realiza mediante inyecciones, alimentos,

unglentos, etc. (Ponce-Palomera et al., 2023; Jaramillo-Garcia, 2021).

A pesar de ser una especie resistente a los cambios medioambientales, su uso en
investigacion ha requerido el establecimiento de condiciones basicas para su
reproduccion y mantenimiento. Para la crianza y reproduccion se utilizan acuarios
donde se recomienda mantener 5 ejemplares por litro de agua. El agua debe tener un
pH de 6.8 a 7.5, una temperatura constante entre 23 y 30 °C. Ademas, se requiere un
sistema de iluminacién controlado para asegurar ciclos de luz y oscuridad (14 horas-

10 horas). En cuanto a la alimentacion, el pez cebra es omnivoro, y existen
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preparaciones comerciales de alimentos que proporcionan una nutricion completa, la

cual debe ser administrada una o dos veces al dia (Vargas-Vargas, 2017).

1.4.2 Western Blot: técnica para la identificacion de Metalotioneinas

como biomarcadores de exposicion

El Western blot, también conocido como “protein blotting” o “inmunoblotting”, es una
técnica introducida por Towbin y colaboradores en 1979, que consiste en la
separacion de proteinas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en
presencia de dodecilsulfato sodico (SDS), un detergente desnaturalizante que
provoca la pérdida de la estructura tridimensional de las proteinas causando que la
migracion de las proteinas en el gel dependa de su carga i6nica y tamafio molecular,
separandolas segun su peso molecular. Luego se procede a su transferencia a una
membrana absorbente de nitrocelulosa, PVDF (polyvinylidene difluoride) o nylon,
donde las proteinas transferidas forman una copia exacta del gel original en el que
fueron separadas por electroforesis, para la posterior deteccion inmunoldgica
selectiva donde la membrana se incuba con dos anticuerpos; el anticuerpo primario
se une a las proteinas de la membrana, mientras que el anticuerpo secundario se une
al anticuerpo primario. El segundo anticuerpo esta marcado con una enzima (como
peroxidasa de rabano (HPR) o fosfatasa alcalina) que, en presencia de su sustrato,
cataliza una reaccién que produce una sefial detectable en el sitio de accién de la
enzima. Esta sefial puede ser un precipitado coloreado o una emisién de luz
(quimioluminiscencia), indicando la ubicacion de la banda de proteina en la
membrana. Asi, se puede identificar y cuantificar una proteina especifica en una
mezcla compleja de proteinas.

Esta técnica se utiliza en biologia molecular, bioquimica e inmunogenética para
analizar mezclas complejas de proteinas, y se basa en la especificidad de la
interaccion anticuerpo-antigeno. Es util para la identificacion cualitativa o
semicuantitativa de proteinas especificas y su peso molecular (Hnasko & Hnasko,
2015; Laskibar, s/a; Gobmez-Camarillo, 2012).

Por esta razon, esta técnica se ha utilizado para la identificacion de MT como
biomarcadores de exposicion a metales en diversos organismos. Un ejemplo de ello

es el estudio de Chiodi-Boudet y colaboradores (2010), quienes analizaron la
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induccion de MT en el camardn de agua dulce Palaemonetes argentinus expuesto a
Cd mediante Western blot. Los resultados mostraron un aumento en los niveles de

esta proteina en los musculos, en funcién de la concentracion de Cd.

Por su parte, Lorenzo-Gutiérrez (2020) estudié la MT1 en Fusarium oxysporum
generando mutantes de AMT1 y la caracterizd en términos de tolerancia a metales y
expresion geénica, utilizando la técnica Western Blot para confirmar la localizacion
subcelular de dicha proteina y cuantificarla en diferentes fracciones subcelulares. Se
detect6 que MT1 tiene una secuencia rica en cisteinas, contribuye a la tolerancia al
Cd, Cuy Zn, y juega un rol clave en la homeostasis de Zn.

Esta técnica también se ha utilizado para evaluar el dafio toxicolégico causado por el
agua residual textil vertida al Rio Atoyac, Puebla, en el pez cebra mediante cambios
en la expresiéon de MT usando Western Blot. Los resultados mostraron que la
expresion de MT es directamente proporcional a la cantidad de metal que ingresa al

organismo (Estrada-Rivera, 2018).

Los marcadores de exposicion a contaminantes ambientales son una herramienta Util
en el monitoreo del impacto que producen los contaminantes en la salud humana y
ecosistémica. Los seres vivos estamos expuestos a la accion de numeros
compuestos potencialmente téxicos que provocan efectos fisioldgicos, bioquimicos,
patolégicos y en algunos casos genéticos, que deben ser monitoreados
periodicamente en poblaciones ambiental u ocupacionalmente expuestas, para

reducir el riesgo a padecer enfermedades cronico-degenerativas.

1.5 Metalotioneinas como biomarcadores de susceptibilidad en humanos

2. ANTECEDENTES

3. PLANTEAMIENTO

La actividad humana, a través de la mineria, la industria, el transporte, la agricultura
y la mala gestion de residuos, libera metales pesados en el aire, el agua y el suelo,

contaminando ecosistemas enteros. Estos metales se bioacumulan en los organismos
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y se concentran a lo largo de la cadena alimentaria, afectando la salud del ecosistema.
Por esta razon, los seres vivos han desarrollado estrategias para eliminar metales de
las células. En particular, poseen familias de MT capaces de secuestrar iones

metalicos y transportarlos hacia los 6rganos de desintoxicacion.

En México, se han realizado investigaciones sobre la contaminacion por metales
pesados en distintos ecosistemas; sin embargo, la informacién sobre la presencia de
estos metales en los cuerpos de agua de los parques estatales es limitada. Por lo
tanto, resulta fundamental dilucidar la presencia de metales en el agua de la Reserva
Estatal Flor del Bosque, asi como los mecanismos que los organismos presentes en
estos ecosistemas emplean como medio de desintoxicacion frente a dicha
contaminacién, como es el caso de la induccién de las MT. El parque cuenta con doce
jagueyes que brindan agua a los organismos que habitan la reserva, distribuidos en
las tres secciones (forestal, recreativa y de conservacion). Se desconoce el estado de

conservacion de estos cuerpos de agua y su impacto en los seres Vvivos.

Adicionalmente, se han observado cambios en la capacidad metabdlica y en la
eliminacién de metales causados por variantes polimorficas en dichas enzimas en
poblaciones humanas, como (MT1A rs8052394) las cuales se han asociado con un
incremento en la tasa de bioacumulacion de metales, cancer, diabetes tipo II,
sindrome metabdlico y estrés oxidante, sin embargo aun no se conoce la frecuencia
alélica de esta variante polimaérfica en la poblacidbn mexicana ni sus implicaciones en
la salud de nuestra poblacion. Recientemente, la SEMARNAT declaré6 emergencia
ambiental en Tula de Allende y municipios cercanos debido a la grave contaminacion
por metales pesados y gases toxicos por la alta concentracion de industrias
contaminantes que se concentran en la regién, entre las que destacan las
cementeras, la planta hidroeléctrica, la refineria Miguel Hidalgo, entre otras, es por
ello que en la presente investigacion nos proponemos analizar la presencia del alelo
de riesgo de bioacumulacién de metales rs8052394 en dicha poblacién ocupacional
y ambientalmente expuesta crOnicamente a altas concentraciones de estos

contaminantes.
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4.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

El riesgo a presentar dafio genotdxico por metales puede ser consecuencia de la

exposicion crénica, asi como de la susceptibilidad genética, o que nos lleva a

investigar biomarcadores de exposicion y las variantes alélicas en MT1A, por lo que

nuestras preguntas de investigacion son:

6.

¢ La exposicidbn ambiental aguda a altas concentraciones de metales como Cd,
Cu, Cr, Hg, Ni, Pb y Zn aumenta la expresion de la proteina MT1 en higado y
branquia del pez cebra (Danio rerio)?

¢Cuél es la frecuencia del biomarcador de susceptibilidad genética (MT1A
rs8052394) en poblacion ambiental y ocupacionalmente expuesta a metales

en los estados de Hidalgo y de México?

HIPOTESIS

La exposicion a metales presentes en el agua de la Reserva Estatal Flor del
Bosque aumentara la expresion de la proteina MT1 en higado y branquia del
pez cebra (Danio rerio), como mecanismo de defensa frente a la
bioacumulacion de metales.

La presencia de la variante alélica MT1A rs8052394 en poblacion humana
expuesta ambiental y ocupacionalmente a metales podria ser responsable de

la susceptibilidad genética a su bioacumulacion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar cambios en la expresién de MT1 en pez cebra (Danio rerio) como indicador

de exposicion a metales presentes en el agua de los jagueyes de la Reserva Estatal

Flor del Bosque, Puebla, asi como la frecuencia del SNP rs8052394 en el gen humano

MT1A en poblacion mexicana.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar la concentracion de metales pesados (Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb 'y Zn)
en el agua de tres de los doce jagiieyes de la Reserva Estatal Flor del Bosque,
Puebla.
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e Evaluar la expresion de la proteina MT1 en branquias e higado del pez cebra
(Danio rerio) tras exposicion a agua de los jagleyes de la REFB, para entender
su rol en la desintoxicacion de metales pesados.

e Determinar la frecuencia de la variante genética MT1A rs8052394 en poblacién
humana mexicana expuesta a metales en los estados de Hidalgo y de México,
para identificar posibles asociaciones entre la susceptibilidad genética y la

bioacumulacion de metales.

8. METODOLOGIA

8.1 Expresion de MT1 en Danio rerio expuestos a iones de metales pesados en
el agua de la REFB.

8.1.1 Area de estudio:

La Reserva Estatal Flor del Bosque es un area natural protegida esencial y de
preocupacion para la Ciudad de Puebla (Imagen 9), principalmente debido a los
niveles de contaminacion detectados en su suelo, vegetacion y especialmente en el
agua de sus jagueyes. Estos jaglieyes son vitales reservorios de agua dulce,
necesarios para el equilibrio del ecosistema, pero en los Ultimos afios se ha observado
un deterioro en la calidad del agua que almacenan, lo que amenaza la biodiversidad
local. En 2016, una investigacion realizada por Mendoza y colaboradores revel6 la
presencia de metales toxicos, como Hg, Pb, Cr, Cd y Cu en las especies vegetales y
en el suelo de la reserva. Ese mismo afio, otro estudio analiz6 el agua de cuatro
jagueyes de la reserva, encontrando huevos de helmintos, Fasciola hepética y niveles
significativos de contaminacion por coliformes fecales (180 UFC) y totales (475 UFC).
Estos resultados representan un grave riesgo para la salud de las especies que
consumen o viven en estas aguas, subrayando la necesidad de preservar y proteger

esta area natural (Pérez-Osorio et al., 2016).
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Imagen 9. Zona de estudio, Area Natural Protegida (ANP) Reserva Estatal Flor del Bosque,

Puebla,México. Mapa generado con QGIS (Versién 3.16) elaborado por Pifia-Lopez, 2025.

Por lo que para la presente investigacion se han elegido 3 jagueyes por ser los mas
representativos del area de estudio (Imagen 9):

e Zona 1: Jaguey 1 “Desafios” localizado en la zona recreativa de la Reserva
Estatal Flor del Bosque, a una altitud de 2,228 metros sobre el nivel del mar,
con coordenadas 19°2°11” N y 98°6’46” O. El agua en esta area tiene un color
café y un olor ligeramente desagradable (Imagen 10).

e Zona 2: Jaguey 2 “Vivero” localizado en el area de desarrollo forestal de la
Reserva Estatal Flor del Bosque, a una altitud de 2,235 metros sobre el nivel
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del mar, con coordenadas 19°2’4” N y 98°6’49” O. El agua presenta un color
verde y se observa la presencia de vegetacion acuatica (Imagen 11).

e Zona 3: Jaguey 3 “Cabafa 6” localizado a un costado de la escuela de policia
en la Reserva Estatal Flor del Bosque, a una altitud de 2,307 metros sobre el

nivel del mar, con coordenadas 19°0’42” N y 98°6’6” O. El agua presenta un

color café y estd acompafiada de vegetacion acuética (Imagen 12).

Imagen 10. Jaguey de la zona 1 Imagen 11. Jagiey de la zona 2 Imagen 12. Jagiey de la zona 3
“Desafios” de la REFB al 20 de “Vivero” de la REFB al 20 de “Cabana 6” de la REFB al 20 de
septiembre del 2023. septiembre del 2023. septiembre del 2023.

8.1.2 Medicién de metales pesados en el agua de los jagleyes

Para la medicién de metales pesados en los tres jagiieyes, se empled la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica. Esta metodologia permitio la deteccion y
cuantificacion de elementos metalicos, garantizando la obtencién de datos fiables
sobre la concentracién de metales pesados en las muestras. La espectrofotometria
de absorcién atémica, conocida por su alta sensibilidad y especificidad, resulté ser
una herramienta adecuada para evaluar la contaminacion de los jaglieyes y asegurar

el cumplimiento de los estandares ambientales.
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La espectrofotometria de absorcion atomica es una técnica utilizada para detectar
metales en diversas muestras como agua, suelo, aire, minerales, alimentos y
productos quimicos. EI método se basa en la generacion de atomos en estado
elemental mediante una llama, horno de grafito, o reacciones quimicas. Estos atomos
absorben energia de una fuente de excitacién del mismo elemento, y la cantidad de
energia absorbida, medida contra una curva de calibracion, es directamente

proporcional a la concentracion del metal en la muestra analizada.

Se solicitd dicha técnica porque el articulo 2.12 de la NOM 001 de la SEMARNAT
exige su aplicacion. Esta norma especifica que se debe seguir la Norma Mexicana
NMX-AA-051-SCFI-2016, que establece el método para la medicion de metales
pesados en aguas naturales, potables, residuales y tratadas mediante absorcion

atomica.

8.1.3 Bioensayo con Danio rerio

1. Acondicionamiento: La fase de acondicionamiento de los peces tuvo como
objetivo mantenerlos en condiciones ideales para su bienestar, asegurando
pardmetros de calidad del agua O6ptimos. Se seleccionaron 40 peces
saludables, de edad y tamafio similares, sin importar su sexo, los cuales fueron
distribuidos en cuatro acuarios de 30 litros, con 15 peces por acuario. Durante
dos meses, los peces fueron acondicionados antes de los bioensayos, en
acuarios equipados con los siguientes elementos:

a. Termostato (SUNNY 100W) para mantener la temperatura en 26°C +1.

b. Lampara LED (Ocean-Aqua Ocl-30W) para controlar el fotoperiodo de
12/12.

c. Dispensador automatico de alimento para peces tropicales Chiye CY-
059D) programado para dispensar Tetramin Tropical flakes tres veces

al dia.

Los cambios de agua se realizaban semanalmente, retirando residuos del
fondo y reemplazando el agua con agua purificada, asegurando condiciones
Optimas para los peces durante la aclimatacion (Guia de 203 de la OCDE,
2023).

21



2. Bioensayo: Los bioensayos se llevaron a cabo conforme a los lineamientos
establecidos en la Guia 203 de la OCDE para evaluar la toxicidad en peces de
agua dulce. DE

Se establecieron cuatro grupos: tres experimentales y un control. Cada grupo
experimental consistid en un acuario con 10 peces. Los peces de los grupos
experimentales fueron expuestos a 20L de agua de cada uno de los tres
jagueyes, mientras que el grupo control fue mantenido en agua purificada. Los
bioensayos tuvieron una duracion de 5 dias (tratamiento agudo), durante los
cuales todos los grupos fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de

fotoperiodo 12/12, temperatura y alimentacion.

3. Diseccidn: Al finalizar el periodo de 5 dias del tratamiento agudo, se procedio
a la diseccion de los peces tanto de los grupos tratados como del grupo control.
El sacrificio de los peces se realizO mediante un choque de temperatura,
sumergiéndolos en agua fria (entre 0°C y 4°C), lo cual gener6 un enfriamiento
progresivo y minimiz6 el sufrimiento, asegurando que la muerte fuera rapida
(Carvajal, 2022 y AVMA, 2020).

4. Western Blot
Para analizar los efectos toxicos de los contaminantes acuéticos, se aplico la
técnica de Western Blot para examinar las proteinas a nivel molecular. Se
extrajeron 10 pares de branquias y 10 higados de cada grupo. Los 6rganos se
conservaron en tubos Eppendorf a -50°C hasta ser procesados, garantizando
la estabilidad de las proteinas y evitando su desnaturalizacion.

El andlisis se baso en el protocolo de Abcam (2022), adaptado para identificar

la sobreexpresion de MT1.

4.1 Preparacion de la Muestra:
El primer paso consistié en la lisis celular, que se llevé a cabo afiadiendo un
buffer que incorporé un inhibidor de proteasas en forma de tableta (Complete
Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Para extraer las proteinas (MT), se realizo
una lisis mecanica en cada muestra, seguida de centrifugacion, y el
sobrenadante fue recuperado y transferido a un nuevo tubo de microcentrifuga

esteril. Las proteinas totales fueron cuantificadas mediante un ensayo de
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Bradford. Finalmente, se ajustaron las concentraciones de las proteinas en
todas las muestras para garantizar que todas las cargas tuvieran la misma

concentracion.
4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida:

Se afadio una solucion de buffer de carga (Tris 1M pH 6.8, Glicerol 50%, SDS
10%, azul de bromofenol 1%, y B-mercaptoetanol 0.288 M), y luego se
desnaturalizaron mediante ebullicion durante 5 minutos. Después, se enfriaron

hasta el momento de cargarlas en el gel de poliacrilamida.

Para la electroforesis, se utilizé un gel de poliacrilamida con una concentracién
de acrilamida al 12 %. El gel solidificado fue cargado con el marcador de peso
molecular, seguido de las muestras del grupo control y los tratamientos. La
electroforesis se realiz6 a 100 V durante 150 minutos (Plattner y Hentschel,
2014).

4.3 Transferencia

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0.22 um a amperaje constante (250 mA) usando un buffer de
transferencia (1.44% glicina + 0.31% tris base) frio. En el proceso de
transferencia, el gel es colocado en un casete de transferencia con membrana
de nitrocelulosa, papeles filtro y esponjas, y luego se sometid a una
transferencia himeda a amperaje constante durante una hora, utilizando un
buffer de transferencia Towbin. Se verificd la transferencia de las proteinas
mediante tincién con rojo de Ponceau. Se lavo la tincion y se procedio a incubar
con los anticuerpos (Primario Gene Tex Cat. No. GTX 12228, Metallothionein
antibody clone name UC1MT, secundario IgG mouse anti Rabbit) (Plattner y
Hentschel, 2014).

4.4 Revelado

Posteriormente, se realiz6 un bloqueo de la membrana para evitar la union
inespecifica de los anticuerpos, utilizando una solucion de leche al 5% en TBS

tween al 0.1 %. La membrana fue incubada con el anticuerpo primario
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especifico para MT (UC1IMT GeneTex Cat.No.GTX12228) durante la noche,
seguida de una incubacion con el anticuerpo secundario rabbit anti-mouse-
HRP (YA370864, Invitrogen) 1:3000, y lavados con TBS-T. Finalmente, las
proteinas fueron reveladas con el uso del Western Lightning Plus ECL reagent
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA). las fotografias de los geles fueron tomadas
en un fotodocumentador ChemiDocTM MP imagen System (Bio-Rad
Laboratories, Germany) y cuantificadas mediante el software de analisis de
densitometria ImageJ, donde se ajustaron las imagenes digitalizadas para
optimizar la visibilidad de las bandas y se calculé la intensidad de la sefial para
cada proteina, permitiendo la comparacién entre las muestras de tratamiento

y el control (Plattner y Hentschel, 2014).

8.1.4 Anaélisis estadistico

Para evaluar diferencias en las concentraciones de metales (Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pby
Zn) en el agua de los tres jaglieyes analizados se realizaron histogramas en el

programa OriginPro 2025.

Para estimar las diferencias en la induccién de MT1 en higado y branquia de los peces
expuestos al agua de los tres jagleyes se realizé un histograma en el programa

SigmaPlot.

Para evaluar la posible correlacion entre la concentracion de metales en el agua de
los jaguieyes de la REFB y la induccion de MT1 en higado y branquia se realiz6 un
analisis de regresion lineal en el programa OriginPro 2025 y el analisis estadistico de

los datos fueron mediante el programa SigmaPIot.

8.2 Genotipificacion del polimorfismo de MT1A por PCR-RFLP

8.2.1 Area de estudio:

La region Atitalaquia-Tula-Apaxco los habitantes aledafos a esa zona la llaman region
tolteca o valle del mexquital y la conforman los municipios de Atitalaquia, Atotonilco
de Tula, Tula de Allende, Chilcuautla, Tezontepec de Aldama, Tepetitlan,
Tlahuelilpan, Tlaxcoapan, Tepeji del Rio de Ocampo, Mixquiahuala de Juarez,
Progreso de Obregoén y Tetepango de siendo 12 municipios del Estado de Hidalgo y
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Apaxco, perteneciente al Estado de México, conformando un total de 13 municipios
(De la Rosa, et al., 2019).

Las zonas de muestreo fueron en cuatro municipios, tres del Estado de Hidalgo y uno
en el Estado de México (Imagen 13) siendo:

e Atotonilco de Tula: EI municipio de Atotonilco de Tula se encuentra al noroeste
del estado de Hidalgo, con coordenadas centrales en 20° 00" 26" de latitud
norte y 99° 13' 14" de longitud oeste, a una altitud promedio de 2,175 metros
sobre el nivel del mar. Limita al norte con Atitalaquia, al sur con Huehuetoca,
al oeste con Tula de Allende y Tepeji del Rio, y al este con el Estado de México.

e Atitalaquia: Atitalaquia esta ubicado al sur de Hidalgo, entre las latitudes 20°
01'y 20° 06' norte, y las longitudes 99° 08"y 99° 18' oeste, con una altitud que
varia entre los 2,000 y 2,700 metros sobre el nivel del mar. Colinda al norte con
los municipios de Tlaxcoapan y Tetepango, al este con Ajacuba, al sur con
Atotonilco de Tula y Tula de Allende, y al oeste con Tula de Allende y
Tlaxcoapan. Este municipio representa el 0.30% de la superficie del estado y
forma parte de la region geografica del Valle del Mezquital.

e Tula de Allende: ElI municipio de Tula de Allende esta situado al sur poniente
de Hidalgo, entre las latitudes 19° 55'y 20° 11' norte, y las longitudes 99° 15"y
99° 32' oeste, a una altitud que oscila entre los 2,100 y 2,700 metros sobre el
nivel del mar. Limita al norte con Chapantongo, TepetitlAn y Tezontepec de
Aldama; al este con Tezontepec de Aldama, Tlaxcoapan, Atitalaquia y
Atotonilco de Tula; al sur con Tepeji del Rio de Ocampo, y al oeste con el
Estado de México. Tula de Allende tiene una superficie de 336.11 km2, lo que
representa el 1.61% de la superficie estatal. Ademas, es el municipio central
de la zona metropolitana de Tula, que incluye a Atitalaquia, Atotonilco de Tula,
Tlahuelilpan y Tlaxcoapan.

e Apaxco de Ocampo: El municipio de Apaxco se encuentra en el extremo sur
del Valle de México, con coordenadas centrales de 19° 58' 11" de latitud norte
y 99° 58' 11" de longitud oeste, a una altitud media de 2,200 metros sobre el
nivel del mar. Limita al norte con el estado de Hidalgo, al sur con Tequixquiac,

al oeste con Hidalgo, y al este con Hueypoxtla y Tequixquiac.
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Imagen 13. Localizacion de los municipios de los estados de Hidalgo y México (Tula de Ocampo,
Atitalaquia, Atotonilco de Tula, Apaxco) donde se realiz6 el muestreo poblacional para la
genotipificacion del polimorfismo MT1A. Fuente: QGIS Pifia-L6pez, 2025.

La seleccion de estos lugares se baso6 en varios criterios, entre los que destacan la
alta concentracion de industrias que contribuyen significativamente a la
contaminacion del agua, el aire y los suelos en la region ya considerada de
emergencia sanitaria y ambiental, la presencia de organizaciones comunitarias
dedicadas a la defensa de la salud y el medio ambiente, asi como la alta densidad
poblacional de algunos de estos municipios. Esta zona concentra una gran cantidad
de unidades industriales, incluyendo cinco fabricas cementeras, una refineria, una
planta termoeléctrica, la planta de tratamiento de aguas residuales de Atotonilco
(PTAR), cuatro caleras, asi como otros sectores productivos e industriales, como la

extraccion intensiva de materiales no metalicos.

Por medio de la SEMARNAT se decretdé emergencia ambiental a la region Tula de
Allende en Hidalgo, y municipios aledafios, a causa de la grave contaminacion en las
diferentes matrices ambientales, lo que ha convertido en un territorio intolerable. Una

de las principales razones es debido a que hay un sin fin de fuentes de contaminacién
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gue se concentran en esa region tales como: la refineria Miguel Hidalgo (PEMEX),
una termoeléctrica (CFE), diversas cementeras y caleras, planta tratadora de aguas,
la presa Endho de la cual recibe todas las aguas residuales de la ciudad de México,
por lo que se encuentra en una situacion altamente alarmante, debido a las altas
concentraciones de Hg, As, Pb y Ba, entre otras diversas fuentes. Asi como también
se han registrado particulas de Ozono y Diéxido de Azufre. (Carrasco y Vargas, 2015).

8.2.2 Seleccion de la poblacion

Se consideraron personas de ambos sexos que estan expuestas a fuentes de
contaminacion por metales pesados (Tablas de la 2 ala 9).

Criterios de inclusion:

e Personas de 20 a 60 afios que laboren o habiten como méaximo a 5 km de
distancia de las diversas fuentes de contaminacion.
e Tiempo de residencia mayor a 2 afos.

e De preferencia no fumadores.
Criterios de exclusion:

e Personas menores de 20 y mayores a 60 afios que no laboren o habiten como
maximo a 5 km de distancia de las diversas fuentes de contaminacion.

e Personas con residencia menor a 2 afios en el area.

Se solicit6 a cada participante la firma de la carta de consentimiento, previa

explicacion del proyecto.

8.2.3 Obtencidén de las muestras biolégicas

Se tomaron 5ml de sangre periférica por puncion arterial, utilizando tubos
Vacutainer™ con EDTA (Ref. 368171, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)
para la deteccion de polimorfismos. Las muestras se conservaron en hieleras a 4°C
hasta su traslado y procesamiento en el Departamento de Biologia y Toxicologia del

Instituto de Ciencias.
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8.2.4 Medicién de Pb en sangre

Con el propdsito de identificar si los individuos de los cuatro municipios estaban
expuestos a Pb, se cuantifico el Pb en sangre con ayuda de un equipo LeadCare Il
en el Centro de Genética y Ambiente (CIGyA) de la UATx mediante electroquimica
(voltametria de separacion anddica o ASV) y un sensor Unico para detectar Pb en
sangre total. Este sistema posee un alto nivel de precision para la deteccion de plomo
en una poblacion de alto riesgo y requiere un volumen muy pequefio de solo 50 uL de

sangre para el analisis (OMS, 2013).

8.2.5 Purificacién de ADN

El ADN se purificé a partir de una muestra de sangre periférica (5 ml), bajo el método
de sales y perclorato de sodio. Se utiliz6 este método debido a la posibilidad de
almacenar las muestras por un periodo de tiempo prolongado a una temperatura de -
20°C.

Los nucleos celulares se aislaron agregando 35 ml de buffer de lisis (320mM
sacarosa, 5mM MgCI?, 1% Tritdbn X-100, 10mM Tris-Hcl, pH 7.4) a los 5 ml de sangre
extraida. Se agitaron vigorosamente en un vortex y se centrifugaron a 2000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. El botén se resuspendié en 2ml de buffer de suspension
(150 mM NaCl, 60 mM EDTA, 1% de SDS, 400 mM Tris-HCI, pH 7.4) y 0.5 ml de
perclorato de sodio (NaClOa4) 5M. Esta suspension se mezclo por rotacion 15 minutos
a temperatura ambiente y posteriormente se incubd a 65° durante 30 minutos. Se
agregaron 2 ml de cloroformo frio (a -20°C) y se mezcl6 nuevamente por rotacion a
temperatura ambiente durante 10 minutos seguido por centrifugacion a 1400 g por 10
minutos.

La fase acuosa, que contiene al ADN, se transfirié a un tubo de 15 ml y se agregaron
2 volumenes de etanol frio (a 4°C). El tubo se invirti6 varias veces para precipitar el
DNA y transferirlo a un tubo de 2 ml. EI ADN se lavé 2 veces con etanol 70% y se dejo
secar a temperatura ambiente al vacio para resuspender en 20 uL de buffer TE (10mM
tris-HCI, 1mM EDTA pH 7.4), se incubd por 16 horas a 60°C, y se guard6 a -20°C
hasta usarse para la genotipificacion de los alelos.
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8.2.6 PCR-RFLP

La genotipificacion se realiz6 mediante la técnica de Polimorfismo de Longitud de
Fragmento de Restriccion (RFLP). EI SNP seleccionado para el estudio, rs8052394,
ha sido asociado con un incremento en la acumulacion de metales. Este polimorfismo
fue analizado por Singh y colaboradores en 2020, donde se observoé su relacién con
niveles elevados Pb, Cd y Zn en trabajadores expuestos. La amplificacion del
segmento polimorfico se llevd a cabo mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando un termociclador Bio-Rad T100. Se emplearon los oligonucleotidos
rs8052394 MT1A F. CAAACTGAGGCCAAGAGTGCACCA y MT1A R:
TGACCTGAGGCAGGTGCCTGATTT para obtener un producto de PCR de 743 pb
que fue sometido a restriccion enzimética con la nucleasa Pstl (thermo scientific) el
alelo silvestre (A) no presenta sitio de corte para la enzima, mientras que el alelo
mutante (G) genera dos fragmentos, uno de (405 y otro de 338 pb) (Imagen 14). Las
condiciones utilizadas para su amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por 3
minutos, seguido de 30 ciclos de (95 °C por 1 min, 62 °C por 45 segundos, 72 °C por

45 segundos) y finalmente 72 °C por 5 minutos.

La restriccion con la enzima Pstl se llevé a cabo en un termociclador de gradiente a
una temperatura de 37 °C por 1 hora.

Los fragmentos de la digestién fueron separados por electroforesis, en gel de agarosa
al 2% utilizando como referencia el marcador de peso molecular de 50 pb de
ACCURIS, bajo un voltaje constante de 80 V, por 40 minutos, en la camara
electroforética Mini-Sub-Cell GT de BioRad. El gel fue tefiido con el intercalante
SmartGlow de ACCURIS y fue observado en el transiluminador UVP de Analytikjena,

se tomaron fotografias para su posterior analisis.

8.2.7 Analisis estadistico

Para estimar la abundancia de enfermedades reportadas en las poblaciones
encuestadas se realiz6 un histograma de frecuencia en el programa OriginPro 2025.
Para comparar las concentraciones de Pb en sangre de los habitantes de los 4
municipios encuestados (Atitalaquia, Atotonilco, Apaxco y Tula de Allende) se realizo
una prueba de analisis de varianza (ANOVA) en SigmaPIot.

Para comparar la frecuencia del alelo mutante (G) con las frecuencias reportadas en

otras poblaciones se realizd una prueba Fisher, en la cual se consider6 una diferencia
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estadisticamente significativa entre las poblaciones cuando el valor de P fue menor a
0.05.

9 RESULTADOS

9.1 Andlisis de la presencia de metales en el agua de los jagleyes analizados
de la REFB

Segun los resultados obtenidos sobre los niveles de metales pesados en cada zona,
se observo lo siguiente: el jagiey 2 presentd la mayor concentracién de todos los
metales analizados, superando los limites maximos permisibles establecidos por la
NOM-001-SEMARNAT-2021 para cada metal, asi como los criterios ecoldgicos de
calidad del agua (CE-CCA-001/89) destinados a la proteccién de la vida acuatica en
agua dulce para el Cry el Hg. En cuanto a los jagleyes 1y 3, también se registraron
valores por encima de dichos limites. En la zona 1, se superaron los limites de Cr, Ni,
Pb, Hg y Zn; mientras que en la zona 3 se superaron los limites de Cd, Cr, Pb, Hg y
Zn (Tabla 2, Graficas de la 1 a la 7). Respecto al pH los 3 jaglieyes se mantuvieron
en los limites establecidos por la NOM-001-SEMARNAT-2021 y los CE-CCA-001/89
(Tabla 3).

Tabla 2. Concentraciones de metales pesados encontrados en las distintas zonas de

muestreo del area natural protegida parque “Flor del Bosque” el 20/09/23.

Caracteristica | Resultado Resultado | Resultado | Limites maximos | CE-CCA-001/89
zonal zona?2 zona 3 permisibles de calidad para
(jaguiey 1) (jagley 2) (jaguey 3) NOM-001- la proteccion de
mag/l mag/l mg/l SEMARNAT- la vida de agua
2021* dulce**
Cadmio 0.11 0.21 0.16 0.15 -
Cobre 4 9 4.9 5 -
Cromo 0.95 1.5 0.78 0.75 0.01
Mercurio 0.006 0.01 0.006 0.008 0.0001
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Niquel 4 8 2 3 -
Plomo 0.5 0.9 0.6 0.3 -
Zinc 17 28 17 15 -

Fuente: Laboratorio de Andlisis de Calidad del agua (Aquality) R. COFEPRIS: 202106518X0437. Los
nameros en rojo indican valores por encima de los LMP segin la NOM-001-SEMARNAT-2021,

mientras que los nimeros gruesos indican valores por encima de lo establecido segun los CE-CCA-

001/89 de calidad para la proteccién de la vida de agua dulce.

Tabla 3. pH del agua en los 3 jagleyes analizados el 20/09/23 (Se tomaron muestras por

triplicado de 3 zonas distintas de un mismo jagliey para obtener la media y desviacion

estandar.
Parametro zonal zona 2 zona 3 Limites CE-CCA-001/89
(jaguiey 1) (jagley 2) (jagley 2) maximos de calidad para
permisibles la proteccion
NOM-001- de lavidade
SEMARNAT- agua dulce**
2021*
pH 7.41 +0.46 8.95+0.12 7.17 £0.38 6-9 45-9

*De acuerdo con lo establecido en la NOM-001-SEMARNAT-2021, que indican los limites permisibles

de contaminantes y potencial de hidrégeno en las descargas de aguas residuales en cuerpos

receptores propiedad de la nacion.

**Criterios Ecoldgicos de Calidad del Agua CE-CCA-001/89 para la proteccién de la vida de agua dulce:

Grado de calidad del agua, requerido para mantener las interacciones e interrelaciones de los

organismos, de acuerdo al equilibrio natural de los ecosistemas de agua dulce continental.
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Grafica 7. Niveles de Zn en las Zonas 1, 2 y 3. La linea roja representa el limite maximo permisible
segin NOM-001-SEMARNAT-2021 para dicho metal.

9.2 Western Blot para expresion de MT1 en higado y branquia de Danio rerio.

El andlisis de la expresion de MT1 en branquia de Danio rerio mediante WB no mostro
cambios estadisticamente significativos en los grupos experimentales con respecto al
grupo control (Gréfica 9), a pesar de las concentraciones de metales por encima del

limite maximo permisible segun la NOM-001-SEMARNAT-2021 y de lo establecido en
CE-CCA-001/89.
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En el higado, solo los peces expuestos al agua del jagiiey 3 mostraron una mayor
expresion de MT1 con respecto al grupo control, esto se debe a que dicho 6rgano es
mas sensible a los cambios en las concentraciones de metales al tratarse de un
organo especializado en la desintoxicacion (Gréafica 8). Se esperaba que la mayor
expresion de MT1 se observaria en los peces al jagley 2, sin embargo, esto no fue
asi probablemente porque se superé la capacidad de desintoxicacién debido a los

excesivamente altos niveles de metales presentes en el agua de dicha zona.
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Grafica 8. Expresion de MT1 en higado de pez cebra Grafica 9. Expresion de MT1 en branquia de pez cebra

expuesto a contaminantes presentes enlazonal,2y 3  expuesto a contaminantes presentes en la zona 1, 2y 3 de
de la Reserva Estatal Flor del Bosque al 20 de septiembre la Reserva Estatal Flor del Bosque al 20 de septiembre del
del 2023. 2023.

9.3 Correlacién entre concentracion de metales y expresion de MT1 en Danio

rerio

Si bien nuestra investigacion si reportdé aumentos en la expresion de MT1 en higado
de pez cebra (Danio rerio) en los peces expuestos al agua del jagley 3, no se
encontré correlacion entre la concentracion de un metal y dicha expresion (Cd

P=0.487, CU P=0.3743, Cr P=0.24, Hg P=0.3203, Ni P=0.2142, Pb P=0.3975, Zn
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P=0.3203), esto puede deberse a diversos factores en la realizacion del experimento,

como la edad de los individuos, el género, el peso, el estado de salud, el tamafio de

la muestra y el tiempo de exposicion (Graficas de la 10 a la 23).
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9.4 Datos demograficos de los habitantes encuestados de las zonas de estudio

Se realiz6 una encuesta a 58 habitantes de los distintos municipios analizados

(Apaxco, Atotonilco, Atitalaquia y Tula) con el fin de conocer su edad, talla, tiempo de

residencia, ocupacion, consumo de medicamentos y se midié su nivel de Pb en sangre

para ver si superaban los limites de Pb en sangre (5 pg/dL) sefialados en la NOM-

199-SSA1-2000 (Tabla 4-7). A su vez, se les preguntd acerca de las enfermedades

gue padecian ellos y familiares cercanos que residan también en la zona (gréafica 24-

27).

Tabla 4. Datos demograficos y habitos de la muestra poblacional del municipio de Apaxco,

EdoMex.
Consumo de
Afos de | Pb en [medicamento Tiempo
TALLA|PESO | residen- |sangre |los Gltimos 3 gue lleva
No. |SEXO|EDAD| (m) (kg) cia (Hg/dL) meses Fuma| Ocupacion |laborando
Docenciay
AP1 M 36 1.7 71 30 4.6 Aspirina No topégrafo 5-10 afios
AP2 F 31 1.7 62 31 5.3 No No Oficina 1-3 afios
AP3 M 35 1.73 75.5 35 <3.3 No No Docencia 1-3 afios
Agente de
ventas
AP4 M 35 1.7 83 5 6.2 No No comercial 3-5 aflos
AP5 M 26 1.77 | 86.5 25 6.9 No No Mecanico 1-3 afios
Mecénico y
AP6 M 37 1.72 | 83.1 37 20.9 No No musico 5-10 afios
Eléctrico,
plomeroy
AP7 M 36 1.69 71 36 3.3 Paracetamol | No soldador >10 afios
AP8 F 34 1.61 | 67.3 33 5.9 No No Home office <1 afo
AP9 F 35 1.71 69.2 33 3.5 No No Oficina <1 afio
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AP10( F 26 1.66 | 84.3 19 4 Paracetamol | No |[Ayuntamiento| <1 afio
Ayuntamiento
AP11( M 25 1.69 | 826 25 6.9 No No y reportero <1 afio
AP12( F 32 1.62 | 75.95 32 <3.3 Coladgeno No | Comerciante | 1-3 afios
AP13|( F 34 1.58 | 62.9 18 <3.3 Antigripal No Home office <1 afio
Gestion de
AP14( F 31 1.56 | 55.7 25 <3.3 Ceftriaxona Si campo 1-3 afios
Los nameros en rojo rebasan los limites de Pb en sangre (5 pg/dL) sefialados en la NOM-199-SSA1-
2000 vigentes para la poblacién no expuesta desde 2002 hasta la fecha.
Tabla 5. Datos demogréficos y habitos de la muestra poblacional del municipio de Atotonilco,
Hidalgo.
Consumo de
Afos de | Pb en [medicamento Tiempo
TALLA | PESO | residen- | sangre |los altimos 3 que lleva
No. |[SEXO|EDAD| (m) (kg) cia (ug/dL) meses Fuma| Ocupacién |laborando
AT15| F 35 1.6 55.5 8 <3.3 No No No -
AT16| M 35 1.71 70 5 4.2 No No Docencia 3-5 afios
AT17] M 32 1.78 102 32 <3.3 No No Refineria 5-10 afios
AT18| F 36 1.66 86 36 5.8 Alopurinol No | Ama de casa -
Ingeniero de
procesos
(tratamiento
AT19| M 30 1.75 83 30 7.1 No No de aguas) 1-3 afios
Fabrica,
empacador de
piedray
AT20| F 48 152 | 72.75 20 <3.3 No No costura 3-5 afios
AT21| F 37 1.64 60 18 4.5 No No | Asistente de | 1-3 afios
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una agencia
de carros
Consultoria
AT22]1 M 30 1.76 | 87.15 30 15.7 No No ambiental <1 afio
Docente de
preparatoria y
AT23( M 60 1.8 98 34 <3.3 Fenobarbital | No plomero >10 afios
Comerciante y
entrenador
AT24( M 40 1.77 | 96.45 3 11.6 No Si deportivo <1 afio
AT25( M 40 1.7 70 40 17.2 No No Herrero >10 afios
Albafil y
trabajo de
AT26( M 31 1.78 | 72.95 31 3.5 No No campo 1-3 afios
AT27| M 47 1.79 88.9 47 17.1 No No No -
Administrativo
AT28( F 37 15 74 18 10.2 No No |y comerciante| >10 afios
Docente y
AT29( F 42 1.67 91 42 <3.3 No No | ayuntamiento | 5-10 afios
Administrativo
AT30| M 53 1.8 103 53 <3.3 Loratadina No de PEMEX | >10 afios
Los nimeros en rojo rebasan los limites de Pb en sangre (5 pg/dL) sefalados en la NOM-199-SSA1-
2000 vigentes para la poblacién no expuesta desde 2002 hasta la fecha.
Tabla 6. Datos demograficos y habitos de la muestra poblacional del municipio de Atitalaquia,
Hidalgo.
Consumo de
Pb en [medicamento Tiempo
TALLA [PESO| Afios de | sangre | los dltimos 3 gue lleva
No. [SEXO|[EDAD| (m) (kg) |residencia| (ug/dL) meses Fuma| Ocupacién |laborando
A31 F 21 1.61 58 21 8.1 No No No -
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A32 M 24 1.76 87 24 20.5 No Si Panificadora | 1-3 afios
Imprenta y
despacho
A33 M 27 1.79 58 25 <3.3 No No juridico 3-4 afos
Vitaminas By
A34 F 26 1.62 | 56.5 26 6.7 E No No -
A35 F 23 1.6 57 23 3.8 No No | Consultoria | 1-3 afios
Refineriay
mineria de
A36 M 27 1.81 82 23 7.8 No Si barita 3-4 afios
A37 M 20 1.83 85 20 3.9 No No No -
A38 M 19 1.7 75 19 4 Paracetamol Si No -
A39 F 28 1.62 57 22 8.4 No No No -
A40 F 19 1.57 66 19 4.9 Homeopaticos| No Mesero 5-10 afios
Olanzapina y
A4l M 21 1.52 57 21 8.2 Fluoxetina No No -
A42 M 33 1.7 82 33 12.4 No No Carpintero | 5-10 afios
ComplejoBy
A43 M 32 1.71 71 4 17 acido fdélico No No -
Ad4 M 22 1.71 | 89.9 22 4 No No No -
Los nimeros en rojo rebasan los limites de Pb en sangre (5 pg/dL) sefialados en la NOM-199-SSA1-
2000 vigentes para la poblacién no expuesta desde 2002 hasta la fecha.
Tabla 7. Datos demograficos y habitos de la muestra poblacional del municipio de Tula,
Hidalgo.
Consumo de
Pb en | medicamento Tiempo
TALL |PESO| Afos de |sangre| los ultimos 3 que lleva
No. |SEXO|EDAD | A (m) | (kg) [residencia|(ug/dL) meses Fuma| Ocupacion [laborando
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Analista de
contenido de
medios

audiovisuales

T45 33 1.71 | 75.2 33 <3.3 Salbutamol No y docente <1 afio
T46 21 1.83 110 21 <3.3 Metformina No No -
T47 49 1.5 66 49 <3.3 No No Secretaria >10 afos
Ayudante
general en
T48 35 1.64 73 3 3.9 Paracetamol Si cementera 3-5 afios
T49 32 1.64 62 32 <3.3 No No | Ama de casa | 5-10 afos
Obrero de
T50 25 1.76 56 25 <3.3 Neokap-LF No cementera | 3- 5 afios
Obrero de
cementeray
T51 35 1.65 84 4 5 No Si electricista | 5-10 afios
T52 26 1.76 a0 1.5 <3.3 No Si Obrero 1- 3 afos
Antibi6ticos,
analgesico,
T53 36 1.84 77 5 17.9 |antiinflamatorio| No No -
Obrero de
T54 26 1.73 77 26 34 No No cementera 3-5 afos
T55 42 1.64 63 35 6.6 Stresstab No No -
Abogada,
Litigante y
operador de
T56 39 1.76 98 20 <3.3 No No gym 5-10 afios
Mantenimient
157 33 1.73 83 33 4.3 Bedoyecta No o Refineria | 5-10 afos
T58 25 1.64 61 25 6 No No No -
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Los nimeros en rojo rebasan los limites de Pb en sangre (5 pug/dL) sefalados en la NOM-199-SSA1-

2000 vigentes para la poblacién no expuesta desde 2002 hasta la fecha.
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9.5 Analisis comparativo de niveles de Pb en sangre en individuos de 4

localidades mexicanas

Se realiz6 una prueba ANOVA para observar si existia diferencia en el contenido de

Pb en sangre en los individuos de los cuatro municipios, no se observaron diferencias
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estadisticamente significativas entre los habitantes de los cuatro municipios
analizados (Apaxco vs. Atotonilco P=0.82, Apaxco vs. Atitalaquia P=0.5848, Apaxco
vs. Tula P=0.9766, Atotonilco vs. Atitalaquia P=0.9708, Atotonilco vs. Tula P=0.5711,
Atitalaquia vs. Tula P=0.3436) (Tabla 8).

Tabla 8. ANOVA del andlisis comparativo de las concentraciones de Pb en sangre
entre los municipios Apaxco, Atotonilco, Atitalaquia y Tula.

Prueba de comparaciones Diferencia Valor P
multiples de Tukey media 95,00% IC de dif. ajustado
Apaxco vs. Atotonilco -1.529 -6.187 to 3.128 0.82
Apaxco vs. Atitalaquia -2.307 -7.117 to 2.503 0.5848
Apaxco vs. Tula 7.429 -4.067 to 5.553 0.9766
Atotonilco vs. Atitalaquia -1.777 -5.435 to 3.880 0.9708
Atotonilco vs. Tula 2.272 -2.385 t0 6.930 0.5711
Atitalaquia vs. Tula 03.05 -1.760 to 7.860 0.3436

9.6 PCR-RFLP in silico del sitio polimérfico del gen MT1A humano

En el alineamiento de primers se delimité un fragmento de 743 pb, la endonucleasa
Pstl reconoce la secuencia 5'-CTGCA/G-3' generando dos fragmentos (405 y 338 pb)

con extremos cohesivos 3' (Tabla 12).

Tgacctgaggcaggtgcctgatttgccttaaggcactcagtgtgtaagataataggacaaggtcccagcaccca
ggtctctggactctcaatgcaatccaccatcccagctctgttgggtatggggteccttatttccaaggcacacaaagaa
aaccagagccagcattaagtcagcaacttttattatcattcacatatttcattaaaaaaaatacagtaaatgggtcaggg
ttgtatggaaaaaaaattccaagtttgtgcaggtcactctttctatatcttcgagcagggctgtccggacatcaggcaca
gcagctgcacttctctgatgcccctttgcagatgcagcecctgggcacacttggcacagctcatggggcagcaggage
agcagcctggggaagaagggagagtgagaggtcagaccagacttgaccggggacttccctgcccccagagaag
cctggceccaagcetetgtccccagecccagaggacacttagttcaggatggeatgcactgtcggagatgggagataa
gtggtggatctttcgagtgagggtcttctgtgaaaagcttatctccatctgagccccagacctggcagaaggetggaaa
ggcagtgactggggttatgaaggacaaaggaaggctggctccccagaaccacacacttaggggaggaaagtectt
aggtgtcatgtctgtgcttggcaggcetggtgcactcttggcctcagtttg
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9.7 Prevalencia de la variante rs8052394 (A 152 G) en MT1A por PCR-RFLP en

poblacién mexicana

La identificacion del alelo mutante G se obtuvo mediante la generacion del sitio de
restriccion de la enzima Pstl. El alelo silvestre (A) no presenta sitio de corte para la
enzima, por lo que en homocigotos se observa una Unica banda de 743 pb. El alelo
mutante (G) si presenta sitio de corte, generando dos bandas de 405 pb y 338 pb en
homocigotos. En heterocigotos (A/G) se observan tres bandas: 743, 405 y 338 pb
(Imagen 14).

El analisis de PCR-RFLP (Imagen 15) nos mostro una frecuencia del alelo silvestre A
de 0.67 mientras que del alelo mutante G de 0.33, la frecuencia del alelo mutante

observada en esta investigacion es una de las mas altas reportadas Unicamente

superada por la frecuencia reportada en poblacién colombiana (Tabla 14).

A B
AIG AA GIG

Producto 743 pb

Pstl

A 743 pb

405 pb ||338 pb

Imagen 14. Determinacion del polimorfismo rs8052394 mediante el ensayo PCR-RFLP. A) Producto
de amplificacion por PCR de 743 pb (amplicén) digerido con la enzima Pstl para identificar los alelos
A152>G mediante patrones de restriccién. B) Genotipificacién de alelo silvestre (A) y mutante (G).
Fuente: Modificado de Singh, et al., 2020.
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A)

C)

B)

Imagen 15. A) Producto de PCR de 743 pb. By C) RFLP, producto de PCR 743pb, producto de
restriccién enzimética con Pstl. Alelo A no presenta sitio de corte para la enzima, Alelo G genera dos
fragmentos (405 y 338 pb). La muestra AP5, AT24, AT18 y AT19 presentan un genotipo homocigoto
silvestre (A/A), mientras que las muestras AT25, T51, T53, T54, A36, A39 y A41 tienen un genotipo

heterocigoto mutante (A/G).
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La frecuencia de los genotipos de MT1A entre los individuos estudiados fue la
siguiente: 33% de tipo silvestre (A/A: 1 banda de 743 pb), 67% heterocigoto (A/G: tres
bandas de 743, 405y 338 pb) y 0,0% homocigoto (G/G: dos bandas de 405y 338 pb);

66% alelo Ay 33% alelo G (Tabla 9). La distribucion de la frecuencia del genotipo se

ha estudiado en poblaciones alrededor del mundo encontrando asociaciones con

diversos padecimientos dependiendo el genotipo.

La frecuencia del alelo mutante G en MT1A observada en la poblacidon mexicana

analizada, fue estadisticamente diferente a las reportadas en India (p=0.0013), Iran
(p=0.0006), Estados Unidos (p=0.0001), la Union Europea (p=0.0006), Italia
(p=0.0006) y Espafia (p=0.0025), pero tuvo relacion con la reportada en Colombia
(p=0.2425), China (p=0.5392) y Nepal (p=0.0792) (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencia del polimorfismo rs8052394 del gen de la MT1A en diversas poblaciones:

Pais N Frecuencia de genotipo Frecuencia de alelo Cita Valor-
P*
AA AG GG A G
México 12 0.334(4) 0.666(8) 0(0) 0.667(16) | 0.333(8) Este -
(Hidalgo y estudio.
Estado de
México)
Colombia | 350 | 0.34(119) | 0.488(171| 0.172(60) | 0.584(290) [ 0.416(231) Aguilar- 0.2425
) Méndez.,
2021.
China 293 | 0.529(155) | 0.3891(11 | 0.0819(24) | 0.7235(42 | 0.2765(16 | Wong, et 0.5392
4) 4) 2) al., 2013.
India 100 [ 0.78(78) 0.19(19) 0.03(3) 0.875(175) | 0.125(25) | Sing, etal., | 0.0013
2020.
Iran 300 | 0.76(228) | 0.24(72) 0(0) 0.88(528) | 0.12(72) | Rahman, et [ 0.0006
al., 2022.
Nepal 82 | 0.609(50) | 0.355(29) | 0.036(3) 0.786(64) | 0.214(18) | Khatiwada, | 0.0792
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et al., 2016.
Estados | 137 | 0.825(113) | 0.161(22) | 0.014(2) 0.9051(24 | 0.0949(26) Wang, 0.0001
Unidos 8) (2011).
Unién 110 | 0.764(84) | 0.227(25) | 0.009(1) 0.88(194) | 0.12(26) | Giacconi, et | 0.0006
Europea al., 2014.
(Italia,
Grecia,
Polonia,
Francia 'y
Alemania)
Italia 694 | 77.0(534) | 21.6(150) 1.4(10) 0.8775(12 | 0.1225(17 | Cipriano, et | 0.0006
18) 0) al., (2006).
Espafia | 455 | 0.735(334 | 0.243(110 | 0.022(100) | 0.8565(77 | 0.1435(13 NCBI. 0.0025
2 6) 6) 98) 06) (2016).

*El valor de P obtenido mediante la prueba Fisher muestra si la frecuencia en poblacién mexicana es
distinta a la reportada en otras poblaciones, para verificar si la diferencia fue estadisticamente
significativa entre las poblaciones analizadas, se utiliz6 en todas las comparaciones el nivel significativo
del 5% (P<0.05).

10. DISCUSION

10. 1 Concentraciones de metales pesados en los jaglieyes de la REFB

El muestreo para identificacion de metales en el agua de la presente investigacion se
realiz6 en septiembre del 2023, en el jagley 2 (vivero) se observo la mayor
concentracion de metales, seguido por concentraciones semejantes de metales en
los jagueyes 1(Desafios) y 3 (Cabafia 6) (Tabla 2).

e En el caso del Cd, en el jagley 1, se registrd una concentracion de 0.11 mg/l,
en el jagley 2: 0.21 mg/l, y en el jagUey 3: 0.16 mg/l. En estos dos ultimos, los
valores estdn por encima del LMP de 0.15 mg/l segun la NOM-001-
SEMARNAT-2021. El Cd es un metal altamente toxico, especialmente para la

fauna acuatica.
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Para el Cu, los resultados fueron de 4 mg/l en el jaguey 1, 9 mg/l en el jaguey
2,y 4.9 mg/l en jagiey 3. Solo el jaguey 2 superé los LMP de 5mg/l que
establece la NOM-001-SEMARNAT-2021. El Cu, aunque esencial en bajos
niveles para ciertos organismos acuaticos, puede ser téxico en
concentraciones elevadas.

Para el Cr, los resultados muestran concentraciones de 0.95 mg/l en el jagtiey
1, 1.5 mg/l en el jagiey 2 y 0.78 mg/l en el jagliey 3. Todos estos valores
exceden el LMP de 0.75 mg/l segun la NOM-001-SEMARNAT-2021 y el de
0.01 segun los CE-CCA-001/89. En el jaguiey 2 la concentracion duplica el valor
del LMP, lo que indica un riesgo ambiental mas serio en esta zona. El Cr es un
metal pesado que, en su forma hexavalente, es altamente toxico y puede
inducir cancer de piel.

En cuanto al Hg, los valores encontrados fueron de 0.006 mg/l en el jaguey 1,
0.01 mg/l en el jagliey 2 y 0.006 mg/l en el jagliey 3. La concentracion de este
metal solo supera los LMP de la NOM-001-SEMARNAT-2021 de 0.008 mg/l en
el jagley 2, sin embargo, la concentracion de dicho metal en los tres jagueyes
si supera el LMP de 0.0001 mg/l segun los CE-CCA-001/89, lo que indica un
riesgo ecoldgico en todas las zonas. Esto es preocupante, ya que este metal
tiene efectos acumulativos a largo plazo en los ecosistemas acuaticos. El Hg
es un contaminante persistente que puede tener efectos devastadores en los
organismos acuaticos y en la cadena alimentaria.

Los resultados de Ni fueron 4 mg/l en el jagtiey 1, 8 mg/l en el jagiey 2y 2 mg/l
en el jagliey 3. En el jagliey 1y 2 estas concentraciones son superiores al LMP
segun la NOM-001-SEMARNAT-2021 de 3 mg/l. EI Ni puede causar
reacciones alérgicas, trastornos respiratorios y cancer.

Para el Pb, los resultados fueron 0.5 mg/l en el jagiey 1, 0.9 mg/l en el jagtiey
2y 0.6 mg/l en el jagley 3. Los tres jagUeyes exceden el LMP de 0.3 mg/l
segun la NOM-001-SEMARNAT-2021, lo que sefiala que las tres zonas
presentan niveles peligrosos de dicho metal, especialmente el 2, donde el valor
triplica el LMP. ElI Pb afecta el crecimiento y desarrollo de los organismos
acuaticos.

En cuanto al Zn, sus concentraciones fueron de 17 mg/l en el jagtiey 1, 28 mg/l
en el jaguey 2y 17 mg/l en el jagley 3. En los tres jagleyes se supera el LMP

de 15 mg/l segun la NOM-001-SEMARNAT-2021. ElI Zn es un elemento
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esencial en los seres vivos que en concentraciones moderadas no representa

un riesgo, pero en niveles elevados puede ser toxico sobre todo en la piel.

Chan et al. (2006) determinaron los valores de CLso (concentracion letal media aguda)
expuestos a varios iones metélicos, encontrando que los embrion-larvas de pez cebra
(8hpf) eran especialmente sensibles a Cu?* y Hg?*, con valores de CLso de 5.16 y
10.43 uM respectivamente, pero mostraron cierta resistencia a Zn?* con una CLso de
hasta 6112 uM, seguido del Cd?* con un valor de CLsode 214.5 pM.

La calidad del agua de los jaglieyes puede verse considerablemente afectada por la
deposicion de contaminantes atmosféricos, provenientes de las zonas urbanas e
industriales aledafias, asi como de los vehiculos que circulan por las avenidas que
rodean la REFB. Los metales pesados presentes en la atmdsfera pueden precipitarse
con la lluvia, incrementando la contaminacion de aguas superficiales. En México,
septiembre es uno de los meses mas lluviosos, especialmente en las regiones sury
centro (donde se realiz6 el estudio), debido a que forma parte de la temporada de
lluvias, que va de mayo a octubre. Durante este mes, las precipitaciones son mas
frecuentes, en gran parte por la influencia de fendmenos climéaticos como los ciclones

tropicales.

Entre las principales fuentes de contaminacién de la REFB se encuentran las
emisiones generadas por las actividades econdmicas en los parques industriales en
el municipio de Amozoc, tales como la industria metallrgica, quimica, de
construcciéon, mineria, asi como las actividades de alfareria. Otra fuente de
contaminacion son los vehiculos de combustion interna que circulan por el periférico
ecoldgico y la carretera federal a Tehuacan, vialidades que colindan con el parque;
adicionalmente se ha reportado la caida de ceniza proveniente del volcan activo

Popocatépetl (Narvaéz-Porras & Cano-Valle, 2004).

10.2 Expresion de MT1 en Danio rerio

De los 6rganos analizados, unicamente el higado de los peces expuestos al agua del
jaguey 3 presentd variaciones en la expresion de MT1 a pesar de las altas
concentraciones de metales a las que los peces de los jagueyes 1 y 2 fueron

expuestos en el ensayo agudo a 120 horas (Grafica 8). Esto probablemente se deba
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a que, en el caso del higado, esta respuesta a metales no es inmediata, sino que
parece estar relacionada con el tiempo necesario para que los metales se acumulen
en el tejido (Campana et al., 2002). En el jaguiey 2 todos los metales analizados (Cd,
Cu, Cr, Hg, Ni, Pb, Zn) superaron los LMP de la NOM-001 y los de CE-CCA-001/89
para Cry Hg, esta falta de induccion de metalotioneina podria estar vinculada a las
altas concentraciones de metales, que el organismo ya no es capaz de eliminar de

manera eficaz (Costa & Costa, 2008).

La distribucién de los metales pesados en los 6rganos varia segun las funciones
fisioldgicas y bioquimicas especificas de cada uno. Hamza-Chaffai et al. (1995)
observaron que tanto el Cd como el Cu se acumulaban principalmente en el higado,
en lugar de en las branquias, en tres especies de peces: Diplodus annularis,
Scorpaena porcus y Scorpaena scrofa, recolectados en una zona industrializada en
la costa tunecina. En otro estudio, Mariji¢ y Raspor (2006) reportaron que los niveles
de Cd en el higado de Mullus barbatus aumentaron 43 veces, tras ser recolectados
en la bahia de Kastela, una region impactada por aguas residuales urbanas, agricolas
e industriales. Asimismo, se encontré que, tras una exposicion de corta duracién de
Dicentrarchus labrax a Cu por inyeccion intraperitoneal, el higado fue el principal
organo en el gue se almacend el metal (Romeo et al.., 1997). Son varios los estudios
donde se reportdé una acumulacion considerable de MT en todos los 6rganos
examinados, siendo el higado el que mostré los niveles mas elevados tras
exposiciones breves al Cd y al Cu. Esto sugiere que la induccién de MT en el higado
es el mecanismo principal para evitar el almacenamiento y desintoxicar metales en

los peces.

En el jaguey 3, los resultados mostraron altas concentraciones de Cd, Cr, Hg, Pb y
Zn.

El Cd es considerado el principal inductor de MT. George y Young (1986) estudiaron
la platija y observaron que la inyeccién intraperitoneal de Cd a 10 °C generd un
aumento significativo en los niveles de MT dentro de los primeros seis dias tras la
exposicion. De manera similar, Hogstrand y Haux (1990) investigaron el pez ronco de
rayas azules, donde las altas temperaturas (26—30°C) durante el experimento
favorecieron una induccién mas rapida de MT, registrandose niveles elevados en solo

dos dias después de la inyecciéon de Cd, con un maximo en el higado al sexto dia.
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Esto nos permite observar que Cd es un fuerte inductor de MT en peces, y el papel
gue tiene la temperatura en la respuesta fisioldgica de los peces frente al Cd. A mayor
temperatura, se incrementa la actividad metabdlica y, con ello, la tasa de induccién
de las MT. Asimismo lo reporta Taslima y colaboradores (2022) quienes mencionan
gue las altas temperaturas incrementan la actividad metabdlica de los peces, lo que
intensifica el impacto de los iones metélicos, como el Cd, sobre las enzimas y la

membrana celular.

Aungue la regulacién de los genes de MT ocurre principalmente a nivel de
transcripcion, lo que conlleva a un aumento significativo en los niveles de mARN
después de la exposicion a metales pesados, la evaluacibn mas comun en los
programas de biomonitoreo se ha centrado en medir la cantidad total de proteina MT

en extractos citosolicos parcialmente purificados (Costa et al.,2008).

Otro estudio que analiza el papel de Cd como un fuerte inductor de MT en Danio Rerio
es el Chan y colaboradores en 2006, quienes realizaron un estudio in vivo en el que
utilizaron embriones-larvas de pez cebra y evaluaron la expresion del gen MT desde
la fertilizacion (8 hpf) hasta la etapa de embriones-larvas mediante PCR en tiempo
real, donde sus resultados mostraron que Cd?* ocasioné una inducciéon del ARNm de
MT de 20 veces mas en embriones-larvas de 8 hpf. A su vez realizaron un estudio in
vitro utilizando la linea celular ZFL, donde Cd?* demostro6 ser el inductor mas potente
del ARNm de MT (hasta 250 veces mas), mientras que Cu?* y Zn?* mostraron una

potencia similar de 50—100 veces en comparacion con el grupo de control.

Por su parte, Chen et al. (2007) examinaron como la exposicion a Cd y Zn induce la
expresion de MT en larvas tempranas de pez cebra en diferentes momentos después
de la fertilizacion (48, 72, 96 y 120 horas). La hibridacion in situ en montaje completo
reveld que el Zn estimuld la expresion de MT en diversas areas como el canal olfativo,
cerebelo, ceratos branquiales, higado, células cloro y neuromastos de la linea lateral.
Por otro lado, el Cd también provoco la expresion de MT en todas estas regiones, con

la excepcidn del cerebelo.

Existen muy pocos estudios que investiguen la quelaciéon de MT con Pb, ya que
histéricamente se ha considerado al Cd como el principal inductor de estas proteinas.

En un estudio en pez sapo (Halobatrachus didactylus) las MT en el higado y rifidén se
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vieron moduladas por la acumulacién de Pb. El Pb, al ser un metal relativamente duro,
muestra una menor afinidad por los grupos sulfhidrilo en comparacion con metales
mas blandos como el Cd, el Cu o el Hg. Esto implica que proteinas como las MT son
mas efectivas en brindar proteccion contra la toxicidad de los metales blandos que

frente a metales duros como el Pb (Campana et al., 2002).

El nivel de expresion de las MT esta dado también por factores como, estado del
desarrollo, dieta y probablemente otros factores que aun no se han identificado
(Tapia-Alamos, 2002). Asimismo, la expresion de la MT1 podria haberse visto
influenciada por alteraciones en la regidon promotora del gen que regula su expresion,
asi como por cambios en el metabolismo provocados por estrés oxidativo y el estrés
fisico causado por contaminantes quimicos y biologicos presentes en el agua (Urefa-
Robles, 2007).

La sintesis de las MT puede ser inducida por diversas condiciones de estrés
(temperaturas elevadas, radiacion UV, infecciones, cambios en la salinidad),
hormonas y mensajeros secundarios (glucocorticoides, insulina, AMPc), agentes
inflamatorios (lipopolisacaridos, endotoxinas) y agentes citotdxicos (etanol,
cloroformo, formaldehido, acidos grasos, entre otros) (Tabla 1). Estos estimulos
reflejan su papel en la respuesta celular a condiciones adversas y en la regulacion
metabdlica (Urefia-Robles, 2007).

En la presente investigacion no se observo correlacion entre la induccién de MT1y la
concentracion de metales en el agua de los jagueyes (Gréafica 10-23), posiblemente
debido a alteraciones en el metabolismo de los peces como resultado de la exposicién
a una mezcla compleja de estresores quimicos y biologicos; Wong, et al. (2012)
reportan que en el carcinoma hepatocelular (CHC), se ha observado una baja
expresion de la MT, lo que podria estar relacionado con el estrés oxidativo, un factor

gue aumenta la vulnerabilidad de las células al dafio en el ADN y a la apoptosis.
Las MT conforman un grupo de proteinas esenciales para la homeostasis celular,

desempefiando un papel clave en la regulacion de iones metélicos, la respuesta al

estrés oxidativo y el control de la inflamacién en una amplia variedad de organismos.
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10.3 Altos niveles de Pb en Sangre de habitantes de 4 municipios en los Estados
de Hidalgo y México

El limite de Pb en sangre segun la NOM-199-SSA1-2000 vigente para la poblacién no
expuesta desde 2002 hasta la fecha es de 5 pg/d, limite que superan varios
pobladores de Apaxco, Atotonilco, Atitalaquia y Tula (Tabla 4-7), lo que nos indica que
los pobladores de estas localidades se encuentran altamente expuestos a
contaminacion por metales pesados (Pb) debido a las actividades industriales de la
zona.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones de Pb en sangre entre los 4 municipios (Tabla 8). Las principales
fuentes de exposicion a Pb son pinturas que contiene este metal que se desprende
en construcciones viejas, pinturas o esmaltes que se utiliza en las latas o ceramica,
con lugares de trabajo que usan plomo como minas, refinerias, fundidoras, talleres de
reparacion de automoviles, fabricas de baterias, construccion civil, produccién de
vidrio, plasticos, caucho, plomeria, imprentas, soldadura y cortadores de acero.
Algunos productos de uso cotidiano pueden contener Pb como juguetes, medicinas
tradicionales, cosméticos, utensilios de cocina (Poma, 2008). Adicionalmente, el Pb
gue se acumula en agua y suelo, puede transmitirse a los alimentos por absorcion.
La acumulacion del Pb varia segun la edad, el estado nutricional y la salud del
individuo. Los adultos generalmente absorben 20% del Pb que ingieren, siendo la
forma mas comun de exposicion al Pb la ingesta de polvo, alimentos o agua
contaminados. En cambio, la inhalacién es la principal via de exposicion para aquellos

gue manejan este metal en su trabajo.

El Pb afecta la sintesis de hemoglobina al sustituir al Fe del grupo hemo, induciendo
anemia, sobre todo en los nifios expuestos a este metal. El Pb afecta todos los
organos y sistemas, actuando como agonista o antagonista de las acciones del calcio
y se relaciona con proteinas que poseen los grupos sulfidrilos (como las MT), amina,
fosfato y carboxilo. Dicho metal puede afectar los sistemas renal, endocrino y
sanguineo, tanto los encuestados en la presente investigacion como sus familiares
reportan célculos renales, hipertensién, leucemia, asma, problemas cardiacos, dafio
pulmonar, alergias, epilepsia, presion alta, rinitis, arritmia cardiaca, cancer, entre otras

(Graficas 24-27). Los efectos inmediatos son neuroldgicos, pero el envenenamiento
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en la infancia puede conducir mas tarde a problemas renales, hipertension arterial y

problemas reproductivos (Poma, 2008).

10.4 Impacto del polimorfismo rs8052394 del gen MT1A en humanos

La frecuencia del alelo rs8052394 (G) del gen MT1A en los municipios analizados fue
de 33% (Tabla 14). La frecuencia de alelo se ha estudiado en poblaciones alrededor
del mundo encontrando asociaciones con diversos padecimientos. La frecuencia del
alelo mutante G observada en la poblacion mexicana analizada, fue estadisticamente
mayor a las reportadas en India (p=0.0013), Iran (p=0.0006), Estados Unidos
(p=0.0001), la Unién Europea (p=0.0006), Italia (p=0.0006) y Espafia (p=0.0025), pero
similar a la reportada en Colombia (p=0.2425), China (p=0.5392) y Nepal (p=0.0792)
(Tabla 14).

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) pueden alterar la capacidad de
desintoxicacién de las enzimas MT, ya que comprometen su actividad, aunque aun
se conoce poco sobre como los SNP afectan la funcién de las enzimas MT, ya se han
investigado polimorfismos de MT, como MT1A, MT2A, MT1B, MT1M, MT3y MT4 en
relacién con diversas enfermedades, incluyendo diabetes mellitus, aterosclerosis y
cancer (Imagen 7). Sin embargo, el impacto de los polimorfismos del gen MT1A en la
toxicidad de metales como Pb, Cd, Zn y Al sigue siendo poco comprendido (Aguilar-
Méndez, 2021).

El polimorfismo rs8052394, que implica un cambio de adenina a guanina (A/G) en el
gen MT1A, ha sido asociado con el riesgo de toxicidad por metales pesados, como
Cd y Hg, en distintas poblaciones (Tabla 14) (Aguilar-Méndez, 2021; Wang et al.,
2012). El SNP rs8052394 ha sido asociado también con distintas enfermedades,
aunque sus efectos parecen variar segun el tipo de trastorno y la poblacion estudiada,
lo que indica que podria desempefiar un papel pleiotrépico en diversos padecimientos
(Crocco, et al., 2025).

Recientemente se investigo el efecto del polimorfismo MT1A rs8052394 en los niveles
de Pb, Cd, Zn y Al en 100 trabajadores de diversas fabricas de Jodhpur, India,
expuestos ocupacionalmente a metales pesados. El estudio reveld que los individuos
con el genotipo GG presentaron niveles mas bajos de Pb, Zn y Al, pero niveles mas

altos de Cd en comparacion con los genotipos AA y AG. Con base en estos hallazgos,
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los autores concluyeron que existe una asociacion significativa entre los
polimorfismos de un solo nucleétido del gen MT1A y los niveles de Cd y Zn (p=0.006,
p=0.031). Ademas, sefialaron que este SNP podria estar relacionado con una mayor
acumulacion de metales, lo que podria aumentar los efectos toxicos en individuos

expuestos a estas sustancias (Singh y colaboradores, 2020).

Chuang report6 algo similar en el 2018, el investigo la relacion entre los polimorfismos
del VDR, MT1A, MT2A vy la toxicidad del Pb en el sistema nervioso sensorial en 181
trabajadores con exposicién cronica a dicho metal, encontrando que los portadores
del genotipo GG para MT1A rs8052394 presentaron efectos neuroprotectores contra
el Pb.

Por su parte, un estudio en 2012 en 515 profesionales de la odontologia
ocupacionalmente expuestos a la amalgama dental cuantificé el Hg total en muestras
de cabello para estimar la inhalacion diaria de metilmercurio (MeHg), descubriendo
gue los polimorfismos rs8052394 (GA y GG) de MT1A estaban asociados a niveles

bajos de Hg en cabello en comparacion con los genotipos AA (Wang, et al, 2012).

El polimorfismo rs8052394 del gen MT1A también ha sido vinculado como un posible
locus de predisposicion genética a la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Yang et al. (2008)
analizaron siete polimorfismos SNP en los genes MT1A, MT1B, MT1E y MT2A en una
muestra de 851 individuos chinos, compuesta por 397 pacientes con DM2 y 454
controles. Encontraron que el alelo G del SNP rs8052394 en MT1A estaba
significativamente asociado con la incidencia de DM2, mientras que los otros seis
SNP no mostraron diferencias significativas entre los grupos y asociaron el SNP

rs8052394 con alteraciones en la actividad de superoxido dismutasa sérica (SOD).

En los pacientes con DM2, los portadores de los genotipos GG o GA del SNP
rs8052394 presentaron una actividad de SOD mas baja en comparaciéon con los
portadores del genotipo AA. La SOD es una enzima clave en la defensa antioxidante,
cataliza la dismutacion del superoxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno. En los
pacientes diabéticos, se ha observado una sobreproduccion de superoxido, lo que
deteriora el sistema antioxidante y provoca dafio oxidativo en multiples 6rganos,
contribuyendo a la patogénesis de las complicaciones diabéticas.
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Existen dos formas principales de SOD activadas por metales: SOD de zinc/cobre,
predominante en el citosol, y SOD de manganeso. La metalotioneina desempefia un
papel esencial en la homeostasis de Zn y Cu, por lo que alteraciones genéticas en su
expresion pueden afectar la disponibilidad de estos metales para enzimas como la
SOD de zinc/cobre. Esto podria explicar los niveles reducidos de SOD observados en
pacientes con DM2 y su contribucion al estrés oxidativo sistémico.

El estrés oxidativo persistente, a su vez, puede inducir la produccion de citocinas
inflamatorias, exacerbando las respuestas inmunes y acelerando el desarrollo de
complicaciones diabéticas. Por lo tanto, las alteraciones funcionales en MT podrian
desempefiar un papel critico en la desregulaciébn del equilibrio antioxidante e
inflamatorio en pacientes con DM2. Estudios realizados en Nepal han reportado
resultados similares (Khatiwada, et al., 2016). Ademas, en pacientes ancianos con
DM2, esta asociacion también se ha observado, caracterizandose por inflamacion

cronica y niveles insuficientes de Zn (DiSilvestro, 2000).

Rahman y colaboradores (2022) mencionan que en particular el rs8052394, esta
asociado con_la DM2 en varias poblaciones de todo el mundo, ya que este SNP es
una variante genética no sinénima en la que una transicion entre las bases Ay G
puede estar vinculada al estrés oxidativo, un factor que podria contribuir al desarrollo
de la DM2. A su vez, examinaron los efectos estructurales de la sustitucion de
aminoacidos provocada por el alelo rs8052394-G en la proteina MT1A, encontrando
gue esta variante genética afecta desfavorablemente la conformacion de la proteina,

reduciendo su estabilidad.

Por otro lado, Crocco, et al., 2025 investigaron la relacion entre la variabilidad de los
genes MT vy la fragilidad, un sindrome geriatrico complejo caracterizado por una
disminucién de la reserva fisioldgica; identificando que la variante genética rs8052394
influye en el riesgo de dicho sindrome, observando que las mujeres portadoras del
alelo G tenian un menor riesgo de pasar de un estado no fragil a un estado prefragil
en comparacion con las homocigotas para el alelo A. Mencionan que el alelo G
posiblemente ejerce un efecto protector contra el riesgo de fragilidad en mujeres, esto
debido a su impacto en la funcion de la proteina MT1A, que regula la disponibilidad
de Zn intracelular. MT1A actia como reservorio de Zn, y su expresion esta influida

por los niveles de este mineral esencial, que es critico para procesos como la funcién
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muscular, inmunoldgica, cognitiva y la respuesta inflamatoria. En personas mayores,
la homeostasis del Zn se ve alterada debido a deficiencias nutricionales y altos niveles
de MT, lo que reduce la disponibilidad de Zn y contribuye al riesgo de enfermedades
relacionadas con el envejecimiento. El alelo G podria desestabilizar la proteina MT1A,
disminuyendo su capacidad para retener Zn y aumentando su disponibilidad

intracelular, lo que favorece las vias inmunoldgicas e inflamatorias.

El alelo A en el gen de MT1A también ha sido asociado con un mayor riesgo de
padecer cancer, asi como lo reporta Timilsina y colaboradores (2013), quienes
demostraron una conexion entre el genotipo AA del SNP rs8052394 y un mayor riesgo
de desarrollar carcinoma de células escamosas orales (OSCC) en personas que
consumen nuez de areca y tabaco. Segun los investigadores, este genotipo podria
estar relacionado con una capacidad alterada de MT1A para regular el
almacenamiento y la homeostasis de Zn y Cu, lo que afecta a moléculas dependientes
de estos metales, como la proteina p53. Esta alteracion en la funcion de MT1A puede
generar un estrés oxidativo continuo y contribuir a una inflamacion crénica, proceso
gue favorece la oncogénesis mediante la activacidbn constante de las vias de

sefalizacion de la proteina quinasa, lo que puede inducir el desarrollo de tumores.

El tabaquismo es también una causa importante de estrés oxidativo, o que podria
afectar la expresion del gen MT1A. Wong y colaboradores en el 2012 en su estudio
con 102 pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC) y 191 controles sanos,
analizaron seis variantes genéticas de MT1A utilizando la tecnologia TagMan
Reportando que las personas con alelo A rs8052394, junto con los que fumaban,

tenian un riesgo 2,25 veces mayor de desarrollar CHC.

Como menciona Babei y colaboradores (2016), la susceptibilidad individual
desempeiia un papel crucial en la magnitud y extension de los efectos adversos para
la salud provocados por agentes ambientales como lo es la contaminacion por
metales. Los estudios mencionados anteriormente han demostrado que los SNP en
MT pueden alterar los procesos de desintoxicacion de metales pesados en los seres
humanos y desarrollar diversas enfermedades, encontrando una relacion entre ellos:
la presencia del alelo G se ha asociado con una mayor desintoxicacion de metales
como Pb, Al'y Hg, pero con un mayor riesgo a padecer DM2; mientras que el alelo A
esta asociado a una mejor desintoxicacion de metales como el Zn y el Cd, pero un
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mayor riesgo a padecer cancer. No obstante, dichos estudios son ain muy limitados
y, hasta donde se tiene conocimiento, no existe ningun trabajo que caracterice estos
polimorfismos en la poblacién mexicana, por lo que nuestros resultados sugieren de
manera preliminar que esta poblacion podria ser particularmente vulnerable a la
intoxicacion de ciertos metales pesados y otros padecimientos derivados de dicho
polimorfismo como lo es la DM2.

Ante esta problemética, se propone que los sistemas de salud de la region de
emergencia ambiental implemente y promuevan dietas ricas en antioxidantes
naturales que puedan ser suplementadas con vitaminas que contribuyan a recuperar
el estado redox celular en la poblacion. Adicionalmente, los trabajadores
ocupacionalmente expuestos a metales deben contar una proteccion que reduzca la
exposicibn por contacto e inhalatoria a los metales y otros compuestos

potencialmente peligrosos.

A su vez, se requiere un plan de manejo ambiental que incluya la participacion de
biotecnologos especializados en la remocion de compuestos téxicos mediante

técnicas de fito y biorremediacion.

La capacidad de las MT para unirse a metales pesados ofrece una oportunidad
prometedora para desarrollar enfoques especificos de biorremediacion. Su bajo peso
molecular, la presencia de residuos con carga hegativa y sus caracteristicas
hidrofilicas las hacen aptas para unirse a iones metalicos con carga positiva. Ademas,
su vida media y estabilidad térmica sugieren que pueden mantener sus funciones en
ambientes contaminados durante largos periodos. Aprovechando estas propiedades,
las MT podrian utilizarse para secuestrar e inmovilizar metales pesados en entornos
contaminados, contribuyendo a la bioremediacion. Interesados en esto, Tasleem y
colaboradores (2023) estudiaron las modificaciones postraduccionales (PTM) en MT
derivadas de P. putida revelando mecanismos reguladores que podrian mejorar esta
capacidad de unién a metales. Identificaron que mecanismos de PTM como
fosforilacidn, glicosilacién y palmitoilacién sugieren una red reguladora compleja que
puede influir en estas interacciones y a su vez mencionan que manipular estos sitios
de modificacion podria permitir disefiar variantes de MT con capacidades de

biorremediacién mejoradas.
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En el campo de la fitorremediacion, las microalgas estan recibiendo una atencion
creciente debido a su notable diversidad genética, funcional y quimica. Su capacidad
para crecer y producir biomasa a un ritmo superior al de las plantas terrestres, junto
con su elevada relacion superficie-volumen, les permite absorber metales pesados
con mayor eficacia que organismos de mayor tamafo. Los géneros Chlamydomonas,
Chlorella y Scenedesmus de la clase Chlorophyta se emplean con frecuencia en la
remediacion de estos contaminantes. Entre las propiedades bioquimicas esenciales
para la captacion de metales, destacan los transportadores activos primarios, las
proteinas de union a metales (como las MT) y los péptidos de unidon a metales
producidos por accion enzimética, los cuales deberian ser de principal interés
(Balzano, et al, 2020).

11. CONCLUSIONES

Las condiciones del agua en los jagleyes de la REFB en relacion con las
concentraciones de metales son preocupantes, destacando principalmente el Jagtiey
2, hallazgo que resalta la necesidad de implementar medidas de monitoreo y control
en la zona. En cuanto a la expresion de la MT1 en Danio rerio, solo se observé un
incremento significativo en el higado de los peces expuestos al agua del Jaguey 3
durante el ensayo agudo a 120 horas, esto debido a que el higado responde como el
principal 6rgano de desintoxicacion. Este aumento sugiere una respuesta adaptativa
del organismo frente a la presencia de metales pesados en su entorno acuatico y
podria estar relacionada con el grado de toxicidad de dichos metales, lo que sugiere
gue la dindmica de induccion depende no solo de la acumulacion, sino también de las
caracteristicas especificas del metal y de las condiciones ambientales, asi como de

diversos factores no solo externos, sino también del propio metabolismo celular.

En los jaglieyes 1y 2 no hay induccién de MT en higado probablemente debido a que
las altas concentraciones de contaminantes en el agua comprometen la capacidad de

respuesta de los 6rganos de desintoxicacion.

Los municipios de Atitalaquia, Atotonilco, Tula de Allende y Apaxco representan una
zona altamente contaminada por la presencia de diversas industrias, lo cual se ve
reflejado en las altas concentraciones de Pb en sangre de dicha poblacion por encima
de 5 ug/dL.
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La frecuencia de la variante genética MT1A rs8052394 en esta poblacion expuesta a
metales muestra una alta presencia del alelo G en comparacién con otras poblaciones
alrededor del mundo, lo que sugiere que este polimorfismo en MT1A presenta
diferencias étnicas asociadas posiblemente a la historia evolutiva de cada poblacion,
lo que lleva a que algunas poblaciones eliminen mas eficientemente ciertos metales
pesados, mientras que otras sean mas susceptibles a la bioacumulacion de otros
como el Cd, Zn y a padecer enfermedades como la diabetes tipo 2. Sin embargo, la
presencia del alelo silvestre A también ha sido asociada con un mayor riesgo a

padecer cancer y sindrome de fragilidad.

Se requiere realizar un estudio con mayor numero de individuos representativo de
distintos grupos étnicos en México para establecer la frecuencia alélica del SNP
rs8052394 en nuestra poblacion, asi como estudiar posibles asociaciones de esta

variante con las enfermedades que aquejan a nuestra poblacién.
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13. ANEXOS

Tabla 10. Secuencias de primers y enzima de restriccion del polimorfismo

seleccionado (MT1A).
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dbSNP

Secuencia de primers
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Enzimade
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silvestre/ | restriccién PCR (pb)
mutacion
MT1A | rs8052394 | F: CAAACTGAGGCCAAGAGTGCACCA AIG Pstl 743

R: TGACCTGAGGCAGGTGCCTGATTT
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