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En Hidalgo, la Gerencia Estatal de la Comision
Nacional del Agua, tiene conocimiento de la presen-
cia de altos contenidos de As en el agua que es sumi-
nistrada por los pozos a la ciudad de Zimapan (Fig.
2). Un estudio sobre las concentraciones de este ele-
mento durante el periodo marzo 1992 a marzo 1993,
confirmé la presencia de As en estos pozos (Pérez-
Moreno et al.,, 2003). Las concentraciones registra-
das rebasaron los limites maximos permisibles para
el 2005, que es de 0.025 mg/1, segin la Normativa
Mexicana en el 2000 (Secretaria de Salud, 2000). Asi
mismo, se realizaron varios monitoreos de As hasta
1998, concluyendo con la clausura del pozo No. 4 (el
Mubhi) por presentar una concentracién de 1.5 mg/1
de As. Resultados de un analisis de las muestras de
agua de Zimapén (septiembre, 2002), muestran que
el contenido de As se presenta en concentraciones
que fluctdan de 0.30 mg/1 a 0.50 mg/1, de 12 a 20
veces mas de lo que marca la NOM-127-SSA1-1994
(Lechuga-Vargas et al., 2003).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha
concluido que 1/10,000 habitantes tienen riesgo de
adquirir cancer de piel, ocasionado por la ingestion
diaria de agua con As en concentraciones de 0.002
mg de As/l. Por consiguiente, los limites maximos
de As para el agua destinada al consumo humano
en algunos paises de la Unién Europea como por
ejemplo Espafia, se ha reducido a valores de 0.010
mg/1 (Pérez-Moreno et al., 2003).

Es esencial de evaluar las causas y efectos ocasio-
nados por la contaminacién ambiental. Esto lleva a
que el monitoreo ambiental sea absolutamente ne-
cesario para identificar riesgos en la salud humana
y en el ecosistema (de Fernicola, 1992a). El monito-
reo de la contaminaciéon ambiental puede realizarse
basicamente a través de un andlisis quimico. Sin em-
bargo, debe ser reforzado con una evaluacién biol6-
gica a través de la toxicologia, evaluando los efectos
que las sustancias xenobibticas sobre los ecosiste-
mas e individuos utilizando bioindicadores o bio-
monitores, lo cual de manera conjunta aportan una
evaluacién integral del ambiente y los sistemas bio-
l6gicos (de Fernicola, 1992b).

Los bioensayos son un tipo de bioindicadores que
pueden ser desde virus hasta cultivo de tejidos hu-
manos, que en condiciones controladas (in vivo e in
vitro) permiten correlacionar el efecto del agente fi-
sico y/o quimico a nivel biolégico (Markert et al.,
1997). Existen diferentes niveles donde se puede ex-
presar el dafo a nivel biol6gico, estos pueden ser,
morfolégicos, fisioldgicos y/o conductuales. De és-
tos, los efectos mutagénicos, carcinogénicos y terato-
génicos son de importancia, debido a su frecuencia

y los efectos que repercuten en problemas sociales,
econdmicos y de salud (Reyes y Waldemar, 1992).

Una gran cantidad de bioensayos se utiliza para
valorar la calidad ambiental, uno de los mas utiliza-
dos es el de Rattus norvegicus. Este bioensayo tiene
muchas ventajas para ser utilizado en el laboratorio,
permite valorar el efecto genotéxico y/o teratogé-
nico inducido por diversos agentes contaminantes.
Ademas, se trata de un mamifero, lo que permite
correlacionar los resultados entre ratas y el hombre
(Gad y Chengelis, 1998).

La técnica de transparentado en fetos permite ob-
servar el sistema 6seo, tal como estd en otros orga-
nismos, por que no hay desarticulacion del mismo.
Una de las ventajas que presenta esta técnica es que
los organismos se preservan por mucho tiempo, lo
que permite revisarlos con detenimiento las ocasio-
nes que sea necesario. Esta técnica es utilizada en ra-
tas para observar malformaciones en el esqueleto,
para identificar los centros de osificacion del mismo
y/o retraso en el desarrollo, entre otros, inducidas
de manera natural o por la exposicién a un agente
xenobidtico (Kaufman, 1992; Acuna et al., 2005).

Figura 2. Ciudad de Zimapan, Hidalgo, pertenece a la re-
gion hidrolégica RH-26 del Panuco, parte Norte de la
Cuenca del Valle de México, Sub-cuenca del Rio Mocte-
zuma. Linea azul: Zona limitrofe en la parte Norte de la
Cuenca del Valle de México. (Pérez-Moreno, 2004).
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Material y Métodos

Establecimiento de lotes experimentales: Se utilizé 50
ejemplares (hembras prefnadas) de R. norvegicus que
se encontraban en su primer dia de gestacion. Se
distribuyeron aleatoriamente en 5 grupos de trata-
miento con 10 ejemplares cada uno:

e Lote 1: Sacarosa al 5%, concentracion co-
rrespondiente a un control negativo
concurrente.

* Lote 2: 166.00 mg/1 de Tri6xido de Cromo
(CrO,) (Garcia-Rodriguez et al., 2002), con-
centracion correspondiente a un control po-
sitivo concurrente.

* Lote 3: 0.5 mg/1 de Arseniato de Sodio
(Na,HAsO,), concentracion correspondiente
de aguas de Zimapan, ya que es de inte-
rés para el presente trabajo el conocer sus
efectos teratégenos en el sistema 6seo de
R. norvegicus.

* Lote 4: 943.95 mg/1 de Na,HAsO,, concen-

tracion correspondiente a la cuarta parte de
la concentracién subtéxica CL,..

* Lote 5:1887.91 mg/1 de Na,HAsO,, con-
centracién correspondiente a la mitad de la
concentracion subtoxica CL .

La administracion del compuesto para todos los
lotes experimentales se realiz6 por via oral con una
exposicion crénica. La administraciéon se realizé du-
rante la organogénesis de R. norvegicus, del 7° al 15°
dia de gestacion. Los ejemplares se examinaron to-
dos los dias para detectar signos notorios de toxici-
dad, aborto inminente o parto prematuro. En los al-
timos dos caso, los ejemplares se sacrificaron antes
del dia 19° de gestacién.

Sacrificio: Los animales de todos los lotes se sacrifi-
caron el dia 19° de gestacién por inhalaciéon de clo-
roformo (Garcia, 1999).

Histerectomia y registro de dafio reproductor en la rata
progenitora: Después del sacrificio de ejemplares,
se practico una histerectomia a cada ejemplar pre-
fiado, valorando el dafio reproductivo a través de
la evaluacion del ntimero de fetos, niimero de im-
plantaciones, reabsorciones tempranas y tardias.
De forma independiente, se extrajeron los fetos, re-

Tabla 1. Técnica de transparentado de Dawson modificada por Staples (Garcia, 1999).

Anormalidades Esqueléticas Control Tratamientos experimentales
Sacarosa CrO, Na,HAsO,
% mg/| mg/|
5 166 0.5 943.95 1887.91

Total de fetos analizados 85 85 85 85 85
*Costillas

No. Supernumerarias 0 17117 0 2/2.35 2/2.35

Falta de Osificacion #/% 0 43/50.58* 21/24.70% 17/20.00%* 5/5.88
*Esternebras

No. Fusionadas 0 0 0 0 0

Falta de osificacion #/% 0 70/82.35% 49/57 .64* 32/37.64* 50/8.82*
*Metacarpos

No.Ausencia 0 0 0 0 0

Falta de osificacion #/% 0 40/7.05* 30/35.29* 32/37.64* 8/9.41
*Falanges Anteriores

No.Ausencia 0 0 0 0 0

Falta de osificacion #/% 0 66/77.64* 56/65.88* 65/76.47* 48/56.47*
*Metatarsos

No.Ausencia 0 0 0 0 0

Falta de osificacion #/% 0 40/47.05* 31/36.47* 32/37.64* 8/9.41
*Falanges Posteriores

No.Ausencia 0 0 0 0 0

Falta de osificacion #/% 0 76/89.41* 75/88.23* 69/81.17* 66/77.64*
Vértebras Sacras

No.Ausencia 0 0 0 0 0

Falta de osificacion #/% 1/1.17 71/83.52* 76/89.49* 70/82.35% 69/81.17*

* Diferencia significativa respecto al lote testigo, prueba de Dunnett, p < 0.05
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gistrando el ntimero de éstos y colocandolos en al-
cohol al 96% para evaluar posteriormente el dafio
teratogénico en estos.

Transparentado de fetos: Para evaluar dafo teratogé-
nico a través de anormalidades esqueléticas, y falta
de osificaciéon del tejido dseo, se realizé el andlisis
del tejido 6seo segtn la técnica de Dawson modifi-
cada por Staples, con el fin de detectar dafio indu-
cido por el tratamiento (Tabla 1) (Garcia, 1999).

Andlisis y registro de alteraciones en el tejido dseo en fe-
tos: Para el registro de las alteraciones esqueléticas
presentes se tomaron en cuenta el niimero y condi-
cién de costillas, esternebras, metacarpos, falanges,
metatarsos y vértebras sacras debido a que son los
principales centros de osificacién (Fig. 3) recomenda-
dos para su analisis (Kaufman, 1992; Garcia, 1999).

¢ Costillas: Se registr6 si hay falta de osifica-
cién (segun la tincion de las esternebras); asi
como si son numerarias o no.

* Esternebras: Se registro si hay falta de osifi-
cacion (segun la tincion de las esternebras);
asi como si se presentan o no fusionadas.

* Metacarpos: Se registro si hay falta de osifi-
cacion (segun la tincion de los metacarpos),
asi como la ausencia o no de metacarpos.

* Falanges de las extremidades anteriores: Se
registro si hay falta de osificacion (segtn la
tincién de las falanges), asi como la ausencia
o no de falanges.

* Metatarsos: Se registro si hay falta de osi-
ficacion (segtn la tincion de las falanges
metatarsos), asi como la ausencia o no de
metatarsos.

* Falanges de las extremidades posteriores: Se
registr6 si hay falta de osificacién (segtin la
tincion de las falanges), asi como la ausencia
o no de falanges.

* Vértebras sacras: Se registro si hay falta de
osificacion (segtin la tincién de las falanges),
asi como la ausencia o no de estas.

Analisis estadistico: Se realizaron dos pruebas esta-
disticas una prueba no paramétrica y una paramé-
trica; porque no se puede determinar previamente
si los datos presentan o no una distribucién normal.

1. Anélisis Kruskal-Wallis: una prueba no paramé-
trica para determinar si existe uno o mas trata-
mientos diferentes al testigo, que se aplica a da-
tos que no siguen una distribucién normal.
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Figure 3. Principales centros de osificacién en ratas.
A. metatarsos; B. falanges posteriores; C. costillas; G. es-
ternebras; D. vértebras sacras; E. falanges anteriores;
F. metacarpos.

2. Analisis de Varianza (ANOVA): una prueba
paramétrica para determinar si existe uno o
mas tratamientos diferentes al testigo, que
se aplica a datos que siguen una distribucién
normal.

3. Prueba de Dunnett: una prueba a posteriori de
“comparaciéon multiple” para determinar que
un tratamiento es diferente al control nega-
tivo, la cual sirve para determinar las diferen-
cias significativas entre el lote testigo y el resto
de los tratamientos (Ronal, 1999; Infante-Gil y
Zarate de Lara, 2000).

Resultados

Analisis de dario reproductor en la rata progenitora: En
la Tabla 2, se presenta el efecto de los tratamientos
y el nivel de dafio reproductor en ejemplares hem-
bras de R. norvegicus. El nimero total de fetos (134)
e implantaciones (89) en la concentraciéon 0.5 mg/1
es estadisticamente significativo, independiente del



EFECTOS TERATOGENICOS DEL ARSENICO EN AGUAS DE ZIMAPAN, HIDALGO, MExIco 109

Tabla 2. Efecto de Arseniato de Sodio (Na,HAsO,) y Triéxido de Cromo (CrO,) a nivel de dafio reproductor en Rattus norvegicus.

Variable Control (-) Tratamientos experimentales

Sacarosa CrO, Na,HAsO,

(%) (mg/l) (mg/l)
5 166 0.5 943.95 1887.91

No. hembras gestantes 10 10 10 10 10
No. total de fetos 88 1 134 19 85
Relacion fetos/ madre * 8.8+2.4 11.1£3.4 13.4+2.71 11.9+4.2 8.5+3.2
No. total de implantaciones 89 113 136* 119 113
Relacion implantaciones /madre * 8.9+2.2 11.2+3.25 13.6+2.9 11.9+4.2 11.3£2.0
No. total de reabsorciones tempranas | | 2 0 25%%
Relacion reabsorciones tempranas/madre * 0.1£1.3 0.1£1.3 0.2+0.4 0 2.5+2.46
No. total de reabsorciones tardias 0 | 0 0 3
Relacion reabsorciones tardias/madre * 0 0.1£0.3 0 0 0.3+0.9

Nota: * = promedio * la desviacién estandar; ** = diferencia significativa respecto al lote testigo, prueba de Dunnett, p < 0.05.

tratamiento, debido a que no se ve reflejado un au-
mento en el nimero de reabsorciones. Asi mismo,
en Tabla 2 se presenta la diferencia estadisticamente
significativa en el total de reabsorciones tempranas
en la concentracién mas alta (1887.91 mg/l), lo que
indica que hay un efecto toxico al inicio del desarro-
llo embrionario, el cual se ve reflejado en el nimero
total de fetos obtenidos en dicha concentracion. Par-
ticularmente es importante resaltar que el terato-
geno de referencia CrO,, que se ha reportado en ra-
tones, no presenta ningin dafio estadisticamente
significativo en hembras prefiadas de R. norvegicus a
la concentracion evaluada.

Figura 4. Efecto de los tratamientos en el proceso de osi-
ficacién. A. Testigo. B. Falta de osificacion en costillas,
esternebras, metacarpos, falanges anteriores, metatarsos,
falanges posteriores y vértebras sacras, producidas por
administracién de Triéxido de Cromo (CrO,). C. Falta de
osificacion en costillas, esternebras, metacarpos, falanges
anteriores, metatarsos, falanges posteriores y vértebras
sacras, producidas por administracién de 0.5 mg/1 de
Arseniato de Sodio (Na HAsO ). D. Falta de osificacion
en costillas, esternebras, meta4carpos, falanges anterio-
res, metatarsos, falanges posteriores y vértebras sacras,
producidas por administracion de 943.95 mg/1 de Arse-
niato de Sodio (Na HAsO ). E. Falta de osificaciéon en es-
ternebras, falanges anteriores, falanges posteriores y vér-
tebras sacras, producidas por administraciéon de 1887.91
mg/1 de Arseniato de Sodio (Na HAsO ). Nota: magni-
ficacion no es igual en cada foto; flechas' indican puntos
sin osificacion.

Analisis de alteraciones en el tejido dseo en fetos: El
efecto teratogénico en fetos (Tabla 2), de los siete
marcadores de anormalidades esqueléticas con sus
dos variables cada uno, se determind estadistica-
mente a través de la prueba de Dunnett. La falta de
osificacion en la variable relevante, siendo no signi-
ficativas las variables de costillas supernumerarias,
esternebras fusionadas, ausencia de metacarpos, de
falanges anteriores, de metatarsos, de falanges pos-
teriores y de vértebras sacras.

Para el 166.00 mg/1 de CrO, (Fig. 4B), el 0.5 mg/1
Na,HAsO, (Fig. 4C) y el 943.95 mg/1 Na,HAsO,
(Fig. 4D), las variables significativas estadistica-
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Tabla 3. Efecto de Arseniato de Sodio (Na,HAsO,) y Triéxido de Cromo (CrO,) en el desarrollo del sistema 6seo de fetos trata-

dos en periodo prenatal.

Anormalidades esqueléticas Control - Tratamientos experimentales
Sacarosa CrO, Na,HAsO,
(%) (mgfl) (mg/l)
5 0.5 943.95 1887.91

Total de fetos analizados 85 85 85 85
*Costillas

No. supernumerarias 0 17117 0 2/2.35 2/2.35

Falta de osificacion (#/%) 0 43/50.58* 21/24.70% 17/20.00%* 5/5.88
*Esternebras

No. fusionadas 0 0 0 0

Falta de osificacion (#/%) 0 70/82.35% 49/57 .64* 32/37.64* 50/8.82*

No. ausencia 0 0 0 0
*Metacarpos

Falta de osificacion (#/%) 0 40/7.05* 30/35.29* 32/37.64* 8/9.41
*Falanges anteriores

No. ausencia 0 0 0 0

Falta de osificacion (#/%) 0 66/77.64* 56/65.88* 65/76.47* 48/56.47*
*Metatarsos

No. ausencia 0 0 0 0

Falta de osificacion (#/%) 0 40/47.05%* 31/36.47* 32/37.64* 8/9.41
*Falanges posteriores

No. ausencia 0 0 0 0

Falta de osificacion (#/%) 0 76/89.41* 75/88.23* 69/81.17* 66/77.64*

No. ausencia 0 0 0 0
Vértebras sacras

Falta de osificacion (#/%) 1/1.17 71/83.52* 76/89.49* 70/82.35% 69/81.17*

Nota: * = diferencia significativa respecto al lote testigo, prueba de Dunnett, p < 0.05;# = nimero de ejemplares.

mente fueron las faltas de osificacién en las cos-
tillas, esternebras, metacarpos, falanges anterio-
res, metatarsos, falanges posteriores y en vértebras
sacras (Tabla 3). Para la concentracién mas alta de
Na,HAsO, (1887.91 mg/l) (Fig. 4E), las variables
que mostraron significancia estadistica fueron la
falta de osificaciéon en esternebras, falanges anterio-
res, falanges posteriores y vértebras sacras (Tabla 3).

Discusion

Con base en los resultados obtenidos, se determiné
que el Na,HAsO, induce dafio reproductivo en
hembras progenitoras de R. norvegicus y dafio tera-
togénico en fetos, debido a que presenta toxicidad
estadisticamente significativa en la rata madre a la
concentracién mas alta de 1887.91 mg/1, lo cual se
estableci6 con base en la relaciéon de el namero de
implantaciones y el ndmero de fetos obtenidos.
Ademas, se determind que el efecto téxico actda
en las primeras etapas del desarrollo embrionario,
lo cual indica que una de las posibles causas de es-
tas reabsorciones es el Na,HAsO, y no un metabo-

lito de este, y que actta a nivel téxico. Asi mismo, se
demuestra que existe una diferente sensibilidad en
cada una de las etapas del desarrollo embrionario.

El dafio teratogénico en fetos causado por
Na,HAsO, es estadisticamente significativo en el
proceso de osificacion en los siete marcadores ana-
lizados en dos de las tres concentraciones probadas
(0.5 mg/1y 943.95 mg/1), que son las concentracio-
nes mas baja e intermedia probadas. Siendo de rele-
vante importancia mencionar que la concentracién
mas baja es la encontrada en el agua utilizada para
consumo humano en Zimapan, Hidalgo. Por lo que
el efecto provocado por el Na,HAsO, puede estar
asociado a una problema social y de salud en éste
municipio. Con base en estos resultados, se reco-
mienda realizar mas estudios utilizando Na,HAsO,
y probarlo en diferentes clases de organismos y ni-
veles troficos.

Lo anterior sustenta los diferentes mecanismos
y factores previamente descritos que pueden afec-
tar la expresion de un efecto teratogénico y por lo
tanto la dificultad de sus evaluacion. Los resulta-
dos pueden variar de un organismo experimental
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a otro, por la susceptibilidad genética de cada orga-
nismo; por la influencia del genoma materno por-
que éste puede interactuar de manera distinta con
el metabolismo de los compuestos que lleguen de
la madre al feto. Asi como participar en la resisten-
cia a infecciones, procesos bioquimicos y molecula-
res que pueden incidir sobre el producto. Otro fac-
tor que puede afectar la respuesta teratogénica es la
susceptibilidad de los organismos, la cual puede va-
riar entre las diferentes etapas de desarrollo embrio-
nario en el momento de la exposiciéon. Ademads, hay
que contemplar los diferentes mecanismos de ac-
cién que pueden presentarse en células y tejidos por
diferentes tipos de agentes teratégenos; de ahi la im-
portancia de la seleccion de un buen bioensayo, la
concentracion, la via de administracién y el tiempo
de exposicién (Sadler, 2000).

En cuanto al CrO,, se comprob¢6 su efecto en el
testigo positivo a nivel de falta de osificaciéon en el
tejido 6seo a la concentracion probada, lo que per-
mite corroborar la sensibilidad de este bioensayo
ante un agente quimico. Esto enfatiz6 el potencial
del CrO, para inducir, al menos, falta de osificacién
en el tejido éseo y sirve como indice de comparacién
con otros agentes quimicos con efecto por determi-
nar (Garcia-Rodriguez et al., 2002).

El Na,HAsQO, a la concentracion mas alta usada,
causa dafo reproductor en ratas progenitoras. Su
efecto en la osificacién solo fue significativo en cua-
tro de los siete marcadores (falta de osificacién en
las esternebras, falanges anteriores, falanges pos-
teriores y vértebras sacras). Con lo que se eviden-
cia que estos marcadores, también llamados cen-
tros de osificacién, son sensibles al Na,HAsO, a las
concentraciones probadas; los otros tres marcado-
res (falta de osificacion en las costillas, metacarpos
y metatarsos) no son sensibles a este compuesto, lo
que evidencia una diferente sensibilidad aparente
de acuerdo al compuesto quimico y/o su concentra-
ciéon. Lo anterior apoya los reportes de algunos me-
tales pesados que, a pesar de manifestar un efecto
fetotoxico a altas concentraciones, a concentracio-
nes bajas son capaces de inducir diversas alteracio-
nes a nivel del desarrollo embrionario (Earl y Vish,
1979; Vega-G., 1985). Por lo que se recomienda rea-
lizar mas experimentos a diferentes concentracio-
nes y con otros compuestos para evaluar el nivel del
riesgo de las poblaciones humanas.

Conclusiones
ElNa,HAsO,, a concentraciones altas (1887.91 mg/1),

es capaz de inducir dafio reproductor en ratas ma-
dres. En concentraciones desde 0.5 mg/1 hasta 943.95

mg/1, provoca falta de osificacion en costillas, ester-
nebras, metacarpos, falanges anteriores, metatarsos,
falanges posteriores y vértebras sacras. La concentra-
ciéon de 0.5 mg/1, encontrada en el agua de consumo
humano en Zimapan, Hidalgo, es capaz de inducir
falta de osificacion en costillas, esternebras, metacar-
pos, falanges anteriores, metatarsos, falanges poste-
riores y vértebras sacras en R. norvegicuas por admi-
nistracion oral. Estos resultados son una llamada de
atenciéon importante, por el potencial de un riesgo
para los pobladores de la region.

Es importante resaltar que el As no es el tnico
elemento en el agua de Zimapan; pudiendo exis-
tir efectos sinérgicos o antagoénicos. Independiente-
mente de que, el As es un elemento que sobrepasa
los limites méximos permisibles por la Norma Ofi-
cial Mexicana (Secretaria de Salud, 2000). Por lo
tanto, es necesario realizar investigacion con otros
compuestos encontrados en el agua de Zimapéan
para probar efectos sinérgicos y/o antagénicos.
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