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RESUMEN

Los metales liberados de residuos mineros (jales) son contaminantes ambientales
gue representan riesgos potenciales a la salud, principalmente para poblaciones
vulnerables, como la infantil. Las citocinas son proteinas solubles, reguladoras del
sistema inmunolégico y son un blanco sensible por la exposicion a metales. En nifios
expuestos ambientalmente a metales en una zona minera de Taxco Guerrero, se ha
encontrado que presentan niveles de metales por encima del valor de referencia para
Cr, Ni, Ba, Co, Mn, Pb, Cd, Cu y As, y estos afectaron los niveles de expresion del
RNAmM de citocinas tipo Th1/Th2. El objetivo de este estudio fue cuantificar en esta
poblacion, los niveles plasméticos de Interferén gamma (IFN-y) e Interleucina 4 (IL-4)
y evaluar su asociacion con las concentraciones de metales. Se estudiaron 48 nifios
(52% nifias) que viven cerca de jales mineros en cinco comunidades de Taxco
Guerrero, con una edad de 6 a 11 afios (8.4 £ 1.4 afos). Los niveles de citocinas
INF-y e IL-4, fueron determinadas por la técnica de ELISA. Los niveles promedio para
IFN-y fue 0.32 pg/ml (rango de 0.04-13.4 pg/ml) y para IL-4 de 0.04 pg/ml (rango de
0.04 -12.5 pg/ml). Los modelos lineales generalizados ajustados por edad, genero y
talla, mostraron una asociacion positiva entre los niveles de IFN-y y las
concentraciones de Cd en orina (f=62.97, p=0.0003), asi como una asociacion
negativa entre los niveles de IL-4 y las concentraciones de Ni en orina (f=-3.63,
p=0.05). Estos resultados sugieren, que la exposicion ambiental a Cd y Ni influye en
los niveles plasméticos de estas citocinas al provocar un incremento de IFN-y y
probablemente, esto sea la manifestacion de algun proceso inflamatorio ligado a
efectos toxicos tempranos por estos metales que eventualmente estén asociados al
desarrollo de hipersensibilidades. Sin embargo, es necesario comprobar la existencia
de una asociacién causal y los mecanismos que la provocan, a través de estudios
subsecuentes. En conclusion, los nifios que viven expuestos a metales liberados de
jales mineros en Taxco Guerrero, pueden desarrollar desequilibrios inmunologicos

gue ponga en riesgo su salud.

Palabras clave: nifios, Interferon-y, Interleucina-4, jales mineros, metales.



ABSTRACT

The metals released from mining waste (tailings) are environmental pollutants that
represent potential risks to health, especially for vulnerable populations such as
children. Cytokines are soluble proteins, regulators of the immune system and are a
sensitive target by exposure to metals. In children exposed to environmentally metals
in a mining area of Taxco Guerrero, found that levels of metals above the reference
value for Cr, Ni, Ba, Co, Mn, Pb, Cd, Cu and As, which affect the levels of RNAmM
Th1/Th2 cytokine. The aim of this study was determined in this population, the
plasma levels of interferon gamma (IFN-y) and Interleukin 4 (IL-4) and evaluated its
association with the concentrations of metals. We studied 48 children (52% qirls)
who live near miners tailings in five communities, aged between 6 to 11 years
(8.4 £ 1.4 years). The levels of IFN-y and IL-4, were determined by the ELISA. The
average Levels of cytokines INF-y was 0.32 pg/ml (range 0.04-13.4 pg/ml) for IL-4
0.04 pg/ml (range 0.04-12.5 pg/ml). The generalized linear models adjusted for age,
gender and height, showed a positive association of levels IFN-y, and concentrations
of Cd in urine (B = 62.97, p = 0.0003), as well a negative association between levels
of IL-4 and concentrations of Ni in urine (B =- 3.63, p = 0.05). These results suggest
that environmental exposure to Cd and Ni, can influence the plasmatic levels of these
cytokines and probably the manifestation of inflammatory damage linked to toxic
effects early by these metals, or eventually by development hypersensitivity.
However, it is necessary to verify the existence of a causal association and the
mechanisms of the effect, through further studies. In conclusion, children living
exposed to the metal released from the mining tailings in Taxco Guerrero,

immunological can develop imbalances that endanger their health.

Keywords: children, Interferon-y, Interleukin-4, mining tailings, metals.



INTRODUCCION

La explotacion minera es causa de contaminacion ambiental por metales debido a la
acumulacion de toneladas de residuos mineros (jales) que son abandonados sin
ninguna medida de bioremediacion™?. La liberacién de metales desde estos sitios,
ocurre al oxidarse minerales sulfurados a través de la descarga de lixiviados, lo que
contamina rios y suelos, esto representa un serio problema ambiental y de impacto a

la salud sobre todo para poblaciones que viven cerca de zonas mineras®®: refinerias

[7-9]

y complejos de fundicién en areas urbanas''™'. Se conocen algunos efectos agudos

gl10-16

ocasionados por la exposicidn a altos niveles de metale I, Existen reportes que

el cadmio (Cd) y el arsénico (As) afectan al sistema urinario®®*: el As, el niquel

(Ni), el cobalto (Co) y el cromo (Cr) producen alteraciones dérmicas*****: el As, el Ni,

el Co, el Cr, el Cd y el mercurio (Hg) desarrollan toxicidad a nivel respiratoriot*>?; el

ol21-23]

Hg y el plomo (Pb) inducen alteraciones en el sistema nervios y el zinc (Zn), el

Pb, el As, el Ni, el Co, el Cr, el Pb, el Auy el Hg producen efectos téxicos sobre el

sistema inmunel’ 924401,

Existe evidencia insuficiente sobre efectos toxicos de los metales ocasionados por la
exposicién crénica a concentraciones bajas de metales. Estudios recientes han

sugerido que dentro de éstos efectos esta la inmunotoxicidad (inmunosupresion y/o

24-30]

inmunoestimulacion)! . Se ha propuesto que la activaciéon inmunolégica es un

factor asociado a un aumento en el riesgo para el desarrollo de alergias y
enfermedades autoinmunes; mientras que la inmunosupresion puede condicionar a

un incremento en el riesgo para el desarrollo de infecciones y algunos tipos de

[17.18,26-29]

cance . Con relacién a la exposicion a metales, el Ni y el Cr han sido

asociados a dermatitis por contacto™®**: el Pb y el Hg a autoinmunidad®’*?;

mientras que el Cd y As, se han asociado a inmunodeficiencial’334,

Algunos
autores explican estos efectos por el desbalance que provocan los metales en la

razon Th1/Th2[26:35361



Las citocinas han sido usadas como biomarcadores de efectos inmunotdxicos

si*"® En ese sentido, Lemarie et al., ** en un

tempranos ocasionados por metale
modelo in vitro, en el que evalua el efecto del As sobre células mononucleares de
sangre periférica, encuentra que a concentraciones no citotoxicas de 0.5 — 1 uM
provoca alteraciones fenotipicas y funcionales, sobre los monocitos/macréfagos,
debido a que disminuye la diferenciacion celular y la capacidad fagocitica; sugieren
que estos efectos inmunosupresores podrian deberse a que el As induce la
activacion de proteinas que tienen que ver con la retraccion de la actina del
citoesqueleto. También observaron que la estimulacion de estas células con
lipopolisacéaridos bacterianos (LPS) indujo niveles incrementados en la expresion de
RNA mensajero (RNAmM) de citocinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a), IL-8 y una disminucion en marcadores de adhesion celular
como CD1b y CD29. Por otro lado, Pineda et al.,!”! en un estudio en poblacion infantil
ambientalmente expuesta por el consumo de agua contaminada con As (>50 ug/l As
en orina), reportan efectos inmunosupresores sobre la respuesta tipo Thl al alterar la
funcién fisiolégica del macréfago activado por la disminucion en la produccion de
oxido nitrico. También se ha reportado una disminucion significativa en la
proliferacion celular, en la secrecibn de IL-2 y en la razén linfocito T
colaborador/Linfocito T citotéxico (Th/Tc), asi como una disminucion en los niveles de
expresion del RNAm de IL-21°3%%% Con relacién a esto, se ha reportado que el As
tiene efectos inhibitorios a dosis de 1 a 10 uM, no solo en la diferenciacion de
monocitos, sino también en la activacion de linfocitos T, al alterar la fosforilacion de
cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK) que intervienen en la

transcripcion del gen de IL-252,

Otro tipo de inmunosensibilizaciones han sido investigadas en ganglios popliteos de
ratones albinos (BALB/C), expuestos de 1 a 50 ug de CdCl, PbCl y HgCl, donde se
encontré un incremento significativo en la proliferacién celular en el siguiente orden
Pb>Hg>Cd. Sin embargo, al exponer estas células a un mitdogeno, el Cd incremento
significativamente la proliferacion celular, pero solo con respecto a los controles.

Para los tres casos, la respuesta inmunoestimulada fue de tipoTh2, lo que sugiere
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que pueden estar involucrados en el desarrollo de alergias por el contacto con

fuentes de exposicion a estos metales 1.

Minang et al.,'*?! encontraron que pacientes alérgicos a Ni, producen una mezcla de
citocinas Thl (IL-2 e INF-y) y Th2 (IL-4 e IL-13) producidas in vitro en cultivos de
PBMC, también observaron que estas células al ser expuestas a Co, Cr, oro (Au) y
paladio (Pd) producen un perfil similar al desarrollado por el Ni, esto sugiere que los
metales actian como haptenos y pueden desarrollar una reactividad cruzada en la
respuesta, ya que presentan propiedades fisicas y quimicas muy parecidas®®. Por
otro lado, Misrha et al.,'® encontraron un incremento significativo de IFN-y en los
sobrenadantes de PBMC estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) de trabajadores
expuestos a plomo, pero no se encontré diferencia significativa en los niveles de
IFN-y de suero y de sobrenadantes de cultivos de células PBMC no estimulados en

el mismo grupo de estudio.

Recientes estudios han descrito que las poblaciones infantiles son mas vulnerables a
efectos adversos por la exposicién a téxicos ambientales que los adultos!*¥. La
disminucién del coeficiente intelectual se ha encontrado en nifios con niveles de Pb

21431 Por otro lado, se ha

menores al valor de referencias (5 a 10 ug/dl en sangre
reportado una relacion positiva entre los niveles de Pb con los niveles de IgE en
nifios de 9 meses a 6 anos de edad, expuestos a ambientes urbanos, con niveles de
1 a 45 pug/dl de Pb en sangre. Esto sugiere que los nifios expuestos a fuentes de Pb

pueden desarrollar alergias, por la estimulacién en la produccién de IgE "),

La region de Taxco, ubicada al norte del estado de Guerrero México, ha sido desde
la época colonial una zona de explotacion minera, lo que ha generado la
acumulacion de cuatro depositos de jales contiguos a comunidades rurales®. Se ha
evaluado el potencial de contaminacién en esta zona, reportandose que los jales
liberan metales como Cd, Cu, hierro (Fe), manganeso (Mn), Zn, Pb y As en forma de
iones libres a través de la formacion de drenaje &cido y lixiviado™™®!. Estos ultimos se

utilizan como fuente de agua alternativa para uso doméstico, conteniendo niveles de
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Fe, Pb y Mn que superan los limites permitidos para uso de agua potable. También
fue reportado que el Cu, Cd y As, se encuentran por encima de los estandares

permitidos para aguas residuales de origen industrial'*®!.

En un estudio de biomonitoreo en poblacion infantil realizado en el 2003, se muestra
gue nifios en edad escolar (6 a 11 afios) residentes de esta zona minera presentan
niveles de metales por arriba de los valores de referencia para Ni, Cd, Mn, Pb, As,
Hg, Cr, Co, y bario (Ba). Al evaluar el efecto sobre la respuesta inmune, en dicho
estudio se encontré una asociacion negativa de los niveles de Pb sobre los niveles
de RNAmM de IFN-y, en PMBC estimulados y no estimulados con PHA de esta
poblacién, asi como una asociacion negativa del Cd con los niveles del RNAmM de
IL-12, en cultivos no estimulados; interesantemente, en ese estudio, no se encontrd
asociacion significativa de los niveles de expresion de las citocinas tipo Th2
evaluadas (IL-4 e IL-10) con los niveles de exposicidn a metales encontrados en la
poblacién. Por ello, se sugiri6 que la exposicion a metales en esta poblacion
disminuy6 la respuesta Thl, sin afectar la expresion de los mensajeros de la
respuesta de tipo Th2, que probablemente resultaria en un incremento en el riesgo
de padecer infecciones ocasionadas por patdégenos intracelulares y procesos

alérgicos "1,

Todas estas investigaciones sustentan la sensibilidad del sistema inmunoldgico a los
efectos por la exposicion a ambientes contaminados por metales. Sin embargo, es
escasa aun la informacion que se conoce acerca de las posibles alteraciones
inmunoldgicas a nivel de proteina, que pueden desarrollar los nifios expuestos a
mezclas heterogéneas de metales, por vivir cerca a jales mineros. Por tanto, el
objetivo de este estudio, fue cuantificar los niveles plasmaticos de citocinas IFN-y e
IL-4 y evaluar su asociacion con los niveles de metales determinados en la poblacion
infantil residente de localidades de Taxco Guerrero. Esta informacion sera util en el
desarrollo de nuevas estrategias y directrices para la deteccién y prevencién de
enfermedades causada por la contaminacién ambiental por metales en nifios que

viven cercanos a zonas mineras.



MATERIAL Y METODOS
Disefio metodoldgico.

El estudio se realizo6 en una muestra de 48 nifios de ambos sexos, de 6 a 11 afios de
edad, originarios de las comunidades de Cacalotenango, Santa Béarbara, El Fraile,
Santa Rosa y Dolores, todos ellos del municipio de Taxco de Alarcén Gro., que
asistian a escuelas primarias oficiales de las comunidades mencionadas, que
aceptaron participar en el estudio y contaban con el consentimiento informado de sus

padres o tutores.

Los criterios considerados al momento del muestreo fueron: no presentar
inmunosupresion primaria 0 secundaria, infecciones virales o0 bacterianas,
tratamiento con antibiéticos e inmunizacion dos semanas antes de la toma de la
muestra. Las concentraciones de metales que previo a este estudio fueron
determinadas y que se presentaron como antecedentes de cada uno de los nifios,
fueron Ba, Co, Cu, Mn, Cd, Cr, Ni, Mo, Fe, Zn y estroncio (Sr), que se cuantificaron
en la primera orina de la mafana, a través de espectrofotometria de emisién éptica
por plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). ElI As se determiné por
espectrometria de absorcién atdbmica con generacion de hidruro (HG-AAS) y los
niveles de Hg se midieron por espectrometria de absorcién atdbmica por vapor frio
(CVAAS). El Pb fue el unico metal determinado en sangre y las concentraciones
fueron medidas por espectrofotometria de absorcion atdbmica con horno de grafito
(GFAAS) 17,

Los tamafios de muestra para Ba, Co, Cu, Mn, Cd, Cr, Ni, Mo, Fe, Zny Sr, fue de 34
(20 nifas) y para Hg, Pb y As fue de 48 (25 nifias). Los valores de referencia
considerados para cada metal fueron los siguientes: As 15 pg/Li“®: Pb 5 pg/di™?;
Hg 0.7 ug/L™®: cd 0.5 pg/L ¥ Cr 0.59 pg/L 9 Ni 7.3 pg/L “*"; Ba 5.4 pg/L 49
Co 2.2 pg/L ¥ Cu 26 pg/L % Mn 0.25 pg/L % Mo 117 pg/L ¥9); Sr 394 pg/L 4 Fe

(No existen valores de referencia en orina ); Zn 1026 pg/L %,



Cuantificacion de IFN-y e IL-4.

La cuantificacion de los niveles de IL-4 e IFN-y en plasma, se realizd por el método
de ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Asssay) de acuerdo a las instrucciones
de los kits comerciales utilizados (Biosource), kit IFN-y KHC4022 vy kit IL-4 KHC0042,
con una sensibilidad de <4 y <2 pg/ml, respectivamente. Cada experimento se realizd
por duplicado y se consideré un coeficiente de variacion intra e inter ensayo menor
al 10%.

Se usaron anticuerpos especificos anti-citocina, dirigidos contra epitopes
secuenciales fijos a microplacas de 96 pozos (anticuerpo de captura). Se adicioné
plasma a cada uno de los pozos y un segundo anticuerpo policlonal conjugado con
biotina (anticuerpo de detecciébn) que reconoce un segundo sitio antigénico
secuencial de la citocina. La presencia del complejo inmunoldgico se detecté con
estreptavidina unida a la enzima perédxidasa y se reveld6 mediante la adicion del
sustrato. El producto final se midid6 a una longitud de onda de 450 nm en un
espectrometro de microplacas (Espectra Max 250), contra un blanco. Las
concentraciones fueron calculadas a partir de una curva estandar para cada una de

las citocinas.

Andlisis de datos

Para el analisis descriptivo de los datos, se muestran frecuencias para variables
cualitativas, media o mediana y desviacion estandar o rangos, para las cuantitativas.
Para el analisis descriptivo de los niveles de las citocinas, se definieron dos grupos
considerando como punto de corte el valor de la mediana para cada citocina. Las
comparaciones de la distribucion de los datos entre los grupos se hicieron aplicando
las prueba de t de student’s y Mann-Whitney. En la estimacion de la relacion lineal
entre los niveles de citocinas con parametros como edad, talla y metales se aplicé

correlacion de Spearman.



Modelos lineales generalizados™®, fueron aplicados para evaluar la asociacién entre
los metales y las citocinas, ajustando cada modelo con edad, genero y talla. Los
coeficientes se reportan en datos no transformados. Para fines del analisis los
valores de citocinas que estuvieron por debajo del limite de cuantificacién (LC) se
consideraron como LC/2. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo. Todo el analisis se realizd con el programa Stata version 9.2.



RESULTADOS

La poblacion infantil estudiada consistio de 52% nifias, con una edad promedio de
8.4 (6£1.4 afios) y con una talla de 1.29 £ 0.08 m.

Los niveles de metales determinados en la poblacion a través del biomonitoreo en
muestras de orina, excepto el Pb que se midié en sangre, realizado por Moreno et
al.,*” se muestran en la tabla 1, en donde se puede observar que el 100% de los
nifios presentaron niveles de Cr, Ni, Ba, Co y Mn por arriba de los valores de
referencia (VR) y mas del 46% presento niveles de Pb, Cd, As y Cu superiores a los
VR.

Tabla 1. Concentraciones de metales y porcentaje de nifios con niveles mayores a
los valores de referencia, que viven en localidades de una zona minera del
municipio de Taxco, Guerrero.

Metal » % De nifios con concentraciones > VR
ug/L | n Conaiegn/tl_r;‘mon Total Nifios Nifias
% n(%) n(%)
Ba | 34 18.4+4.22 100 14(100) 20(100)
Co 34 18.4+9.87 100 14(100) 20(100)
Cu 34 29.4+6.90 65 11(79) 11(55)
Mn | 34 5.1+0.71 100 14(100) 20(100)
Pb 48 9.3+3.4 92 21(91) 23(91)
As 48 15(4.2-35.4) 46 11(48) 11(44)
Hg 48 0.7(<LOQ-3.9) 31 8 (35) 7(28)
Cd 34 4(<LOQ-14) 91 14 (100) 17 (85)
Cr 34 15(10-29) 100 14(100) 20(100)
Ni 34 83(25-124) 100 14 (100) 20 (100)
Mo | 34 52(17-142) 3 3(7) 0(0)
Sr 34 45(25-162) 0 0(0) 0(0)
Fe | 34 25(25-101) ND ND" ND"
Zn 34 628(25-2605) 9 0 (0) 3(15)

VR Valores de referencia para los metales.

LOQ: Limite de cuantificacién con el método analitico.

? Los datos representan la media + DE 6 mediana y (rango).
® ND no existen valores de referencia para el Fe en orina.



Niveles de citocinas en plasma

Las concentraciones promedio para IFN-y en las muestras de plasma en los nifios
fueron 0.32 pg/ml (rango 0.04 - 12.53 pg/ml) y para IL-4 de 0.04 pg/ml (rango
0.04-13.4 pg/ml). La tabla 2 resume la distribucion de las concentraciones de
metales en dos grupos definidos por el punto de corte que corresponde al valor de la
mediana de la concentracion de citocinas, estos resultados muestran que alrededor
del 50% de los nifios presentd niveles menores al valor de la mediana para ambas
citocinas. Los datos mostraron una diferencia significativa entre los grupos en los
niveles de Pb y Fe, observando que los nifios con mayores niveles de Pb, tienen
menores niveles de IFN-y (p=0.04) y aquellos con mayores niveles de Fe tuvieron
mayores niveles de IFN-y (p=0.03). Esto sugiere, que niveles incrementados de
estos metales, pueden influenciar los niveles plasmaticos de IFN-y; sin que se hayan
identificado ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los grupos para el

caso de IL-4.

El IFN-y es una citocina tipo Thl e IL-4 de tipo Th2. Para evaluar la razon Th1/Th2y
la confiabilidad de nuestras mediciones, evaluamos la distribucion de los niveles
plasméticos de IFN-y y de IL-4 en cada uno de los nifios (datos no mostrados). Se
encontré que el 16% (8 nifios) presentaron niveles de IL-4 por encima del percentil
75 y niveles de IFN-y muy proximos al percentil 25; por el contrario 25% (12 nifios)
presentaron niveles por encima del percentil 75 para IFN-y y niveles de IL-4 préximos
al percentil 25. Esto sugiere que la respuesta inmunolégica de poco menos de la
mitad (41.5%) de la poblacién, presentan una polarizacion hacia un tipo de respuesta

(Thl o Th2), siendo la de tipo Thl donde se ubicd una proporcion mayor (25%).

Andlisis de asociacion de los niveles de IFN-y y de IL-4 con los niveles de metales.

Con el propésito de determinar las potenciales relaciones lineales, se evalluo la
correlacion entre los metales con la edad, talla y las citocinas estudiadas, no se

encontré ninguna asociacion significativa entre estos parametros, excepto con el Co,
9



gue mostrd una asociacion positiva marginal (p = 0.05) con la talla de los nifios
(Tabla 3).

En la evaluacion de la asociacion cruda (no ajustada) y ajustada por edad genero y
talla, se encontré un incremento en los niveles promedio de IFN-y asociado a los
niveles urinarios de Cd (B= 62.97, p= 0.003)

promedio de IL-4 asociado a los niveles urinarios de Ni (3= -3.63, p= 0.05) (Tabla 4

y una disminucion en los niveles

y 5), lo que podria sugerir que la exposicion a estos metales afecta negativamente la
respuesta inmune tipo Th2 al alterar positivamente los niveles plasmaticos de IFN-y y

negativamente los niveles plasmaticos de IL-4.

Tabla 2. Niveles de citocinas y concentraciones de metales, en muestras de nifios que
viven en localidades de una zona minera del municipio de Taxco, Guerrero.

IFN-y (pg/ml) IL-4(pg/ml)
Metal n(o/(z).32(0.04-13.4r)]i%) valor n(OOA.)()J4(O.O4-12.5r2"’£%) Valor
Hg/L 25(52) 23(48) P 27(56) 21(44) P
<0.32 >0.32 <0.04 >0.04
Ba® 19+4.5 18+4 0.7 19+4 17+4 0.1
CoP 19+13 18+7 0.7 17+10 21+9 0.1
cuP 308 29+6 0.7 29+7 30+7 0.6
Mn® 5+0.7 5+0.6 0.3 5+0.7 5+0.6 0.1
Pb® 10+3 8+4 0.04* 9+3 9+4 0.2
As 15(7-35.4) 14(4.2-31.1) 0.1 16(4.2-35.4) 13(7-31.1) 0.8
Hg 0.7(<LOQ -3.9) | 0.7(<LoQ-2.6) | 08 | 0.7(<L0Q-3.9) | 0.7(0.7-35) | 0.6
Cd 4(<LOQ -11) 4(<LOQ -14) 0.5 4(<LOQ-11) 4<LoQ-14) | o7
Cr 15(10-29) 154(10-20) 0.3 15(10-29) 15(10-23) 0.5
Ni 89(25-124) 75(25-108) 0.3 88(25-120) 75(25-124) 0.5
Mo 50(20-99) 52(17-142) 0.9 52(17-99) 52(27-142) 0.4
Sr 38(25-94) 47(25-162) 0.9 44(25-94) 49(25-162) 0.4
Fe 25(25-101) 26(25-101) 0.03* [ 25(25-101) 25(25-101) 0.6
Zn 684(25-1200) | 594(230-2605) | 0.3 | 560(25-1200) | 628(25-2605) | 0.6

4 Mediana (rango), los datos se compararon con la prueba de Mann-Whitney.

® Media + DE, los datos se compararon con la prueba de y t de Student’s.

*p<0.05
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Tabla 3. Correlacion entre la concentracién de metales con edad, talla corporal y
niveles de IFN-y e IL-4, en nifios que viven en localidades de una zona minera del
municipio Taxco, Guerrero.

Citocinas
Metal Edad Talla (pg/mh)
IFN-y | IL-4
r p r p r p r p
Ba -0.25 0.15 -0.07 0.66 -0.03 0.82 -0.21 0.21
Co 0.05 0.75 -0.32 0.05* 0.08 0.63 0.16 0.34
Cu -0.06 0.72 0.05 0.77 -0.10 0.56 0.14 0.41
Mn 0.09 0.58 -0.14 0.42 0.12 0.48 -0.09 0.60
Pb 0.24 0.09 0.14 0.30 0.05 0.69 -0.08 0.55
As -0.19 0.17 -0.10 0.48 0.07 0.60 -0.06 0.63
Hg 0.12 0.39 -0.07 0.61 0.02 0.88 0.11 0.43
Cd -0.18 0.30 -0.11 0.51 0.23 0.18 0.03 0.85
Cr 0.10 0.54 0.16 0.35 -0.07 0.66 0.00 0.97
Ni 0.03 0.85 -0.15 0.39 0.15 0.38 -0.26 0.13
Mo 0.11 0.51 0.17 0.33 -0.05 0.74 0.14 0.41
Sr 0.01 0.92 0.19 0.25 0.00 0.97 -0.00 0.96
Fe 0.22 0.19 0.21 0.21 0.01 0.93 0.15 0.37
Zn -0.13 0.46 0.09 0.58 -0.11 0.51 -0.10 0.55
r Coeficientes de correlacion de Spearman.
*p<0.05

Tabla 4. Asociacién entre la concentracion de metales y los niveles plasmaticos de
IFN-y, en nifios que viven en localidades de una zona minera del municipio de Taxco,
Guerrero.

Niveles de IFN-y
(pg/ml)

Metal Modelo no ajustado Modelo ajustado®

(ng/l) B° IC 95% p B"° IC 95% p
As -0.62 -0.18, 0.16 0.94 -0.60 -0.16, 0.15 0.94
Pb -10.47 -0.49, 0.28 0.59 -13.63 -0.49, 0.22 0.46
Hg -57.44 -2.1, 0.98 0.47 -85.28 -2.32, 0-61 0.25
Cd 60.68 0.14, 1.06 0.01* 62.97 0.21,1.04 0.003*
Cr -30.12 -0.60, 0.00 0.05 -25.90 -0.55, 0.03 0.08
Ni 0.11 -0.04, 0.04 0.96 -0.83 -0.05, 0.03 0.70
Ba 3.27 -0.30, 0.36 0.84 4.07 -0.27, 0.35 0.80
Co 2.31 -0.12, 0.16 0.75 11.72 -0.01, 0.25 0.09
Cu 4.40 -0.16, 0.24 0.67 7.48 -0.11, 0.26 0.77
Fe -2.70 -0.10, 0.05 0.49 -3.62 -0.11, 0.03 0.34
Mn 143.37 -0.48, 3.34 0.14 109.98 -0.74, 2.94 0.24
Mo 0.97 -0.03, 0.05 0.69 3.29 -0.01, 0.07 0.16
Sr 1.42 -0.03, 0.05 0.54 2.82 -1.39, 7.05 0.19
Zn 0.18 -0.00, 0.00 0.24 0.21 -0.00, 0.00 0.15

B Coeficiente de regresion que expresa el cambio promedio en las unidades de las citocinas.
IC 95% Intervalo de confianza.

® Ajustados por edad, genero Vy talla.

®Los valores de B fueron multiplicados por 100.
*p<0.05
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Tabla 5. Asociacion entre la concentracion de los metales y los niveles plasmaticos de
IL-4, en niios que viven en localidades de una zona minera del municipio de Taxco,
Guerrero, México.

Niveles de IL-4

Metal y (pg/m) y -

(ug/) Modelo no ajustado Modelo ajustado

B" IC 95% p B IC 95% p

As -4.36 -0.14, 0.06 0.33 -5.79 -0.17, 0.05 0.32
Pb -9.06 -0.32, 0.13 0.44 -8.86 -0.32, 0.14 0.46
Hg 30.12 -0.62, 1.24 0.51 47.78 -0.48, 1.44 0.33
Cd 5.66 -0.33, 0.44 0.77 8.92 -0.31, 0.47 0.65
Cr -3.40 -0.28, 0.21 0.78 -10.55 -0.35, 0.14 0.40
Ni -4.10 -0.07, -0.003 0.03* -3.63 -0.06, 0.01 0.05*
Ba -10.63 -0.36, 0.14 0.41 -11.15 -0.37, 0.14 0.40
Co 3.25 -0.07, 0.14 0.56 0.23 -0.11, 0.11 0.96
Cu 5.28 -0.10, 0.21 0.51 6.85 -0.08, 0.22 0.39
Fe 0.01 -0.06, 0.06 0.97 1.44 -0.05, 0.08 0.68
Mn -91.73 -2.4, 057 0.22 -64.97 -2.19, 0.89 0.40
Mo 2.45 -0.01, 0.06 0.18 3.01 -0.00, 0.07 0.12
Sr 1.25 -0.02, 0.04 0.48 1.17 -0.02, 0.04 0.51
Zn -0.03 -0.00, 0.002 0.77 -0.06 -0.00, 0.001 0.58

B Coeficiente de regresién que expresa el cambio promedio en las unidades de las citocinas.
IC 95% Intervalo de confianza.

@ Ajustados por edad, genero vy talla.

® Los valores de B fueron multiplicados por 100.

*p<0.05

DISCUSION Y CONCLUSION

Los metales pesados como contaminantes ambientales han sido implicados en la
induccion o exacerbacion de disfunciones inmunolégicas como alergias e
inmunosupresion, asociado este Ultimo como un factor de riesgo importante para el
desarrollo de cancer. Las citocinas han sido usadas como marcadores tempranos de

alteraciones inmunolégicast®"%.

Entre las poblaciones expuestas a ambientes contaminados, existen diferentes
susceptibilidades!*®!. Los nifios debidos a que presentan patrones de exposicion y de
susceptibilidad diferentes a los adultos, los hace recibir dosis de tdéxicos ambientales
mas altas'**. En nuestro estudio, el total de nifios presentaron concentraciones de

Cr, Ni, Ba, Co y Mn en orina por encima de los valores de referencia y mas del 46%
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tuvieron concentraciones en orina de Cd, Cu, As y de Pb en sangre también por
arriba de los VR. Esto podria estar relacionado con lo reportado por Armienta et al.
[l y Talavera et al.,”® quienes sugieren que los jales de Taxco, Guerrero, pueden ser
fuentes de exposicidn a metales ya que el pH acido que los caracteriza permite la
liberacion de iones metalicos como Fe, As, Mn, Cd, Cu y Pb; y que para As, Pb y Cd,

superan los lineamientos para las aguas residuales de origen industrialt®’;

lo que da
idea del grado de exposicion crénica a la que se encuentran las poblaciones vecinas
a estos jales. No se han determinado las concentraciones de metales como Ni, Ba 'y
Co, en los jales o lixiviados de éstos, sin embargo, es probable su coexistencia con
otros metales presentes, ademas de que la mineralogia de Taxco los reporta®; o
también es probable que puedan existir fuentes alternas de contaminacion que aun

no han sido identificadas.

El efecto del cadmio sobre los niveles promedio de IFN-y en los nifios, sugiere un
incremento en la respuesta inmune celular por la exposicion a este metal.
Resultados similares a los nuestros han sido reportados previamente por Yucesoy et
al.,® en trabajadores expuestos a Cd (niveles en sangre 8.23 + 1.44ug/dl ) y Pb
(niveles en sangre de 5.352+3.19 ug/dl). Otros estudios en modelos experimentales
sugieren que el Cd afecta negativamente la respuesta inmune humoral al inhibir la
proliferacion de linfocitos B, la sintesis de IgE, a concentraciones de 1 a 10 uM en
cultivos celulares®®, sin embargo, se ha observado una respuesta
inmunoestimuladora por la exposicion a concentraciones mayores a 10 uM y la
expresion de marcadores CD69, CD28 y CD23, implicados en respuestas
inflamatorias al inducir la secrecién de TNF-a e IFN-y*3!. Aun cuando no se conocen
con claridad los mecanismos de estos efectos, se sabe que el Cd al interactuar con
receptores tipo hormonal, activa cascadas de sefalizacion del trifosfato inositol
(Ins(1,4,5)P3/Ca®") que provocan el incremento en la concentracién gradual del Ca**
libre intracelular; esto induce la activacion por fosforilacion de proteinas dependientes
de Ca®* como las proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPK) responsables de

[54,55]

fosforilar factores de transcripcion . En este sentido, la produccion de IFN-y por

células inmunoldgicas, responde a la sefalizacion de IL-12, activAndose MAP
13



cinasas como p38, responsables de fosforilar factores de transcripcion como ATF-2

381 Asi es posible

que participa en la regulacién de la expresion del gen de IFN-y
entonces, que el Cd permita la activacion de p38 cinasas, lo que podria repercutir en
un incremento en la respuesta de tipo Thl y probablemente, como consecuencia, en
el desarrollo de posibles padecimientos. Ramos et al.,®” han documentado la
asociacion significativamente positiva entre la prevalencia de enfermedades
dermatolégicas como dermatitis de contacto y dermatitis seborreica en poblacion
adulta, asi como dermatitis atdpica y xerosis en nifios de 3 a 11 afios de edad, en
poblaciones rurales cronicamente expuestas a jales mineros, al compararlos con

poblacién no expuesta.

La disminucion promedio de los niveles de IL-4 por efecto de la exposiciobn a Ni
encontrada en nuestro trabajo, sugiere una disminucion de la respuesta humoral
(Th2). Al respecto, otros estudios han reportado una mezcla de citocinas de tipo
Th1/Th2 en cultivos de PBMC de pacientes alérgicos***?. Por otro lado, se han
encontrado también linfocitos T con fenotipo CD4" y CD8" que responden a la

exposicion a Ni en personas alérgicas™®.

Previos resultados de modelos experimentales, sugieren que los efectos
inmunosupresores del Ni no afectan la via interleucina 2/receptor soluble de IL-2 (IL-
2/sIL-2R)®. Ademas, se ha hipotetizado que el Ni estimula la respuesta tipo Thi al
actuar como hapteno®®. En ese sentido, se ha sugerido que en la presentacién de
péptidos, el Ni se une a una histidina del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (MHC-II) con genotipo preferencial HLA-DR (el IFN-y es un fuerte inductor en
la expresibn de este genotipo), esta unidon constituye un péptido antigénico

(61621 "ginigaglia et al.,

haptenado, que activa la proliferacion de células reactivas a Ni
3] caracterizaron el perfil de citocinas que secretan células reactivas a Ni y
encuentran que éstas sintetizan altos niveles de IL-2 e IFN-y. Por otro lado
Kapsenberg et al.,'** sugiere que el infiltrado celular en la epidermis de personas
alérgicas a niquel se caracteriza por ser de tipo inflamatorio. Un estudio reciente de

estimulacién in vitro con Ni en cultivos de células PBMC provenientes de pacientes
14



alérgicos a este metal, encontraron una respuesta a nivel de proteina caracterizada
por la produccion de IFN-y a diferencia de la produccion de IL-10 encontrada en el
grupo control®®. Los mecanismos de estas respuestas aun son desconocidos. Pero
se ha documentado que el Ni provoca en células presentadoras un incremento en la
fosforilacién de las MAP cinasas p38 y ERK1/2, que estimula la liberacion de TNF-a,

citocina que es potencialmente inflamatorial®®.

Un estudio complementario al nuestro, fue realizado por Moreno et al.,'*”) en células
PBMC de esta misma poblacion infantil de Taxco, Guerrero, al evaluar in vitro la
expresion de RNAm de algunas citocinas, en condiciones basales y de estimulacion
con PHA, encontrando una asociacion negativa del Pb con los niveles basales y
estimulados de IFN-y, asi mismo del Pb y Cd con los niveles basales del RNAmM de
IL-12 y del As con el RNAm de IFN-y en cultivos estimulados con PHA, sin
encontrarse ningun efecto sobre el RNAm de IL-4. Estos resultados muestran la
expresion ex vivo de los mensajeros de las citocinas al evaluar un posible efecto
inmunomodulatorio. Mientras que en nuestro estudio, se evaluaron los niveles
plasmaticos de dos citocinas representativas de la respuesta inmune que se
encuentran in vivo bajo condiciones fisiolégicas que solo son moduladas por los
factores externos. En la evaluacion de la asociacion, la permanencia de la
significancia estadistica al hacer los ajustes, revelan la asociacion atribuible a la
exposicién al metal y no a las variables cuyo efecto se substrajo. Luego entonces, la
disminucién de IL-4 asociado a los niveles de Ni podria explicarse como un evento
secundario al incremento de IFN-y asociado a la exposicion a Cd, esto nos ofrece un
panorama general de la regulacion de las citocinas IFN-y e IL-4 que modulan la
respuesta Th1/Th2, siendo el IFN-y un marcador potencial de inflamacion que sugiere
la presencia de una respuesta inflamatoria en esta poblacién infantil. No obstante,
estudios en un tamafio de muestra mas grande, la contribucidén de otras variables y
el significado de otros biomarcadores sensibles y tempranos de dafio subclinico, se

requieren para establecer con mayor certeza estos hallazgos.

15



En conclusién, los hallazgos encontrados en este trabajo, mostraron un incremento
del IFN-y y una disminucion de IL-4 por la exposicion a Cd y Ni respectivamente, esto
sugiere un desbalance de la respuesta inmune asociada a estos metales que podria

favorecer la aparicion de hipersensibilidad retardada en la poblacion estudiada.
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