UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS

Efecto del aluminio en la inestabilidad gendmica relacionado a cancer
de mama inducido con N-metil-N-nitrosourea (MNU) en ratas Sprague-
Dawley

TESIS

Que para obtener el grado de

Doctor en Ciencias
(Quimico Bioldgicas y de la Salud)

Presenta

Alejandro Monserrat Garcia Alegria

Hermosillo, Sonora Diciembre de 2017



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMA DE APROBACION

Los miembros del Jurado Calificador designado para revisar el trabajo de Tesis
de Alejandro Monserrat Garcia Alegria, lo han encontrado satisfactorio y
recomiendan que sea aceptado como requisitq;é{arcial para obtener el grado de

Doctor en Ciencias. /

Dr. Humberto Fra is¢o Astiazaran Garcia
Difector

¢y i
%//;/jvg%w LJ/W@

/ Dr. Agustin Gémez Alvarez “
/ Secretario

Dr. Eduardo Ruiz Bustos
Sinodal

/ VAR Am%m (o)raqg\

Dr. Ivan Anduro Corona
Sinodal

Dr. Armando Burgos Hernandez
Singdal



AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS
Agradecimientos
A la Universidad de Sonora y al Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
por todos estos afios de vida laboral y por la oportunidad de emprender y culminar
esta etapa de estudios de doctorado.
A mis sinodales por todo el apoyo recibido durante estos cuatro afios de estudios
y de trabajo experimental, escritos, ponencias, articulos y todo lo que se ha

generado con este trabajo, ademas de su amistad y compafierismo.

A todas y cada una de las personas que de una u otra manera participaron en la
realizacion de este trabajo de investigacion.

A todos Gracias
Dedicatoria
A toda la familia Garcia Alegria y asociados, en especial a mis queridos padres,
Manuel Garcia Ramirez (1) y Lydia Alegria Borboa. Enhorabuena y dentro de lo
gue cabe, sigamos disfrutando los encuentros familiares. Los quiero a todos.

A mi familia, Marina, Alex y Aldo. Los quiero mucho.

A mi...



INDICE

LISTA DE TABLAS
LISTA DE FIGURAS
OBJETIVOS
Objetivo General
Objetivos Especificos
RESUMEN
INTRODUCCION
ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
Aluminio y Riesgos a la Salud Humana
Aluminio y Cancer de Mama
Etiologia del Cancer de Mama: Agentes Carcin6genos
Agentes carcinégenos quimicos
Carcinégenos completos
Carcindgenos incompletos
Carcinégenos de accion directa
Carcinégenos de accion indirecta
Etiologia del Cancer de Mama: Metales
MATERIALES Y METODOS
Disefio Experimental
Animales de Experimentacion
Tratamientos Experimentales
Induccion de Cancer de Mama en Ratas
Condiciones de Manejo de Bioterio
Dieta
Evaluacion Dietaria
Colecta de las Muestras (Sangre y Tejido Mamario)
Muestras Sanguineas
Muestras de Tejido Mamario



Optimizacion de las Condiciones Analiticas Ideales Para
Cuantificar Aluminio Mediante Espectroscopia de Absorcion
Atémica

Preparacion del Material de Laboratorio

Calibracién de Balanza Analitica, Material Volumétrico y
Micropipetas

Calibracién del Equipo de Espectroscopia de Absorcion
Atomica (EAA)

Evaluacion de Pardmetros Analiticos en Condiciones
Ideales Mediante Espectroscopia de Absorcion Atémica
por Flama (EAAF)

Linealidad

Exactitud

Precision
Exactitud y Precision a Partir de un Material de Referencia
Certificado (MRC)

Validacion del Método Analitico Para Cuantificar Aluminio en
Ratas Sprague Dawley Mediante Espectroscopia de Absorcion
Atémica por Flama y Horno de Grafito

Equipo

Reactivos, Estandares y Materiales de Referencia
Certificado

Validacion del Método Analitico

Linealidad

Exactitud y Precision

Repetibilidad

Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacién (LC)
Aplicabilidad del Método Analitico Validado

Descomposicion de las Muestras de Tejidos de Ratas
Sprague-Dawley Fortificadas con Aluminio, Controles y del
Material de Referencia Certificado (NIST 1566b)

Estimacion de la Incertidumbre Expandida de un Método
Analitico para Cuantificar Aluminio en Tejidos de Ratas
Sprague Dawley Mediante EAAF y EAAHG

22
22

22

23

23
23
25
25

26

26
26

28
28
28
30
30
30
31

31

32



Fuentes de Incertidumbre

Estimacioén de la Incertidumbre Estandar en las Mediciones

Incertidumbre de la Concentracion de Masa del Elemento
Medido en el Instrumento a Través de la Curva de
Calibracion

Incertidumbre del Material Volumétrico

Incertidumbre del Factor de Dilucion

Incertidumbre de la Repetibilidad (rep) de las Mediciones
Incertidumbre del Estandar de Aluminio

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado CRM-

S-B

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado NIST

1566b

Incertidumbre Estandar Combinada (IEC)
Incertidumbre Estandar Relativa Combinada (IERC)
Incertidumbre Expandida (IE)

Determinacion de la Concentracion de Aluminio en Tejido
Mamario

Efecto del Aluminio en la Inestabilidad Gendmica
Quimicos
Evaluacion de la Inestabilidad Gendmica
Evaluacion Histopatolégica
Andlisis de Micronucleos

Ensayo de Electroforesis Alcalina en Células Individuales

(Ensayo Cometa)
Ensayo de Expresién Genética Mediante RT-qPCR
Analisis Estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién Dietaria

Optimizacion de las Condiciones Analiticas Ideales Para
Cuantificar Aluminio Mediante Espectroscopia de Absorcion
Atomica (EAA)

Calibracion de Balanza Analitica y Material Volumétrico

33
33

35
36
37
38
39

39

40
41
41
42

42
44
44
44
44
44

46
47
48
51
51

51
51



Evaluacion de Pardmetros Analiticos en Condiciones
Ideales Para Cuantificar Aluminio Mediante EAA por Flama

Linealidad

Exactitud

Precision

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion

Exactitud y Precision a Partir de un Material de Referencia
Certificado (MRC)

Validacion del Método Analitico Para Cuantificar Aluminio en
Ratas Sprague Dawley Mediante Espectroscopia de Absorcion
Atémica por Flama y Horno de Grafito

Validacion del Método

Linealidad

Exactitud y Precision

Repetibilidad

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion
Aplicabilidad del Método Validado
Consideraciones Adicionales

54
54
54
54
54

58

58
58
58
60
62
62
64
66

Estimacion de la Incertidumbre Expandida de un Método
Analitico para Cuantificar Aluminio en Tejidos de Ratas
Sprague Dawley Mediante EAAFy EAAHG

Concentracion de Masa del Elemento Medido en el
Instrumento a Través de la Curva de Calibracion

Incertidumbre del Material Volumétrico
Incertidumbre para el Factor de Dilucién (fd)
Incertidumbre para la Repetibilidad de las Mediciones

Incertidumbre de la Pureza del Estandar de Aluminio (1000
+ 2 mg/L)

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado CRM-
S-B (700 £ 4 mg/L)

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado NIST
1566b (197.2 + 6 mg/L)

Vi

66
66
69
69

69

69

69



Incertidumbre Estandar Combinada, Relativa, Porcentaje de
Incertidumbre Relativa y Expandida Para la Concentracion

de Al Cuantificado Mediante EAAF 72
Incertidumbre Estandar Combinada, Relativa y Expandida
para la Concentracion de Al Cuantificado Mediante EAAHG 73
Determinacion de la Concentracion de Aluminio en Tejido
Mamario 78
Efecto del Aluminio en la Inestabilidad Genomica 80
Evaluacion de la Inestabilidad Gendémica 80
Evaluacion Histopatolégica 80
Andlisis de Micronucleos 84
Ensayo de Electroforesis Alcalina en Células Individuales
(Ensayo Cometa) 87
Ensayo de Expresion Genética Mediante RT-qPCR 90
CONCLUSIONES 92
BIBLIOGRAFIA 93

ANEXOS 112

vii



Tabla

Vi

VII

VIlI

LISTA DE TABLAS

Condiciones de operacion del equipo Perkin Elmer, modelo
AAnalyst 400

Comportamiento biologico (media + EE) de ratas Sprague
Dawley, mediante la evaluacién dietaria a través de un
analisis de varianza con un nivel de significancia del 5 % (a =
0.05)

Resultados de la calibracion de la balanza analitica (por
triplicado) con masas patron y material volumétrico
(*desviacion estandar)

Resultados de la exactitud y de la precision para un estandar
de Al a tres concentraciones y para un material de referencia
certificado (CRM-S-B US), cuantificados por EAA por flama,
por triplicado

Porcentajes de recuperacion de Al para muestras de tejidos
de ratas, agua y alimento, fortificadas con 100 mg/L de Al,
digeridas por via humeda y cuantificadas mediante EAA por
flama, por triplicado

Estimacion de la exactitud y la precision de un material de
referencia certificado (CRM-S-B) por EAAF y EAAHG

Andlisis de precision bajo condiciones de repetibilidad para
tres concentraciones diferentes de Al, determinadas por
EAAF y EAAHG, respectivamente

Porcentaje de recuperacion para muestras de tejido de ratas
fortificadas con 100 mg/L de Al para EAAF, y fortificadas con
200 pg/L de Al para EAAHG, control sin fortificar y MRC

Resumen de los componentes de incertidumbre y sus valores
para estimar la incertidumbre estandar y relativa de la
concentracion de aluminio obtenida a partir de la curva de
calibracion en respuesta al instrumento, para EAAF vy
EAAHG, respectivamente

Resumen de los componentes de incertidumbre y sus valores
para estimar la incertidumbre estandar y relativa del volumen
del material volumétrico

viii

Pagina

27

52

53

55

57

61

63

65

67

68



Xl

Xl

Xl

XV

XV

XVI

Resumen de la incertidumbre estandar y relativa para el factor
de dilucion utilizado para realizar la curva de calibracion para
aluminio, determinado por EAAF y EAAHG, respectivamente

Resumen de cada uno de los componentes de incertidumbre
y sus valores para estimar la incertidumbre estandar y relativa
para la repetibilidad (rep) en la determinacion de aluminio
mediante EAAF y EAAHG, (mg/L y ug/L), respectivamente

Resumen de los componentes de incertidumbre y sus valores
para determinar la incertidumbre estandar y relativa para la
pureza de un estandar de aluminio y para dos materiales de
referencia certificados de aluminio, determinados mediante
EAAF y EAAHG, respectivamente

Resumen de los valores obtenidos para la incertidumbre
estandar combinada, la incertidumbre estandar combinada
relativa, el porcentaje de incertidumbre estandar relativa y la
incertidumbre expandida asociada con la concentracién de
aluminio determinado por EAAF y EAAHG, respectivamente

Concentracion de aluminio (medianas) en tejidos de ratas
Sprague Dawley cuantificados por EAAHG, evaluados
mediante chi cuadrada (X2) y con la prueba de comparacion
multiple de Tukey-Kramer, con un nivel de significancia del
5% (a = 0.05)

Genotoxicidad causada por los tratamientos experimentales
mediante el conteo de micronucleos (MN) en eritrocitos de
sangre periférica de ratas Sprague Dawley hembras, a los 5,
10 y 15 dias de exposicion

70

70

71

77

79

85



Figura

10
11
12

13

14

15

LISTA DE FIGURAS

Administracion de tratamientos experimentales por via
intragéstrica

Induccion de cancer de mama con MNU por via
intraperitonea

Jaulas de confinamiento de las ratas Sprague Dawley

Obtencion de sangre de ratas por puncion intracardiaca
Cortes quirurgicos de tejido mamario de ratas Sprague

Dawley

Equipo de espectroscopia de absorcion Atdmica Perkin
Elmer AAnalyst 400

Horno de microondas MARSxpress 5 CEM

Diagrama de Ishikawa (causa-efecto) en el que se
involucran las fuentes de incertidumbre de este estudio

Horno de microondas TITAN MPS (A). Residuo &cido de
muestra de tejido mamario (B). Residuo acido de muestra
control (agua) (C)

Tejido mamario de ratas Sprague Dawley
Equipo para RT-gPCR marca StepOne (Applied Biosystem)

Curva de calibracion para Al mediante EAAF

Curva de calibracion para aluminio cuantificado por EAAF
(mg/L)

Curva de calibracion para aluminio cuantificado por EAAHG
(Hg/L)

Contribucion gréafica de las fuentes de incertidumbre en la
cuantificacion de aluminio mediante espectroscopia de
absorcion atémica por flama EAAF y EAAHG

Pagina

15

16
18

20
21

24

29

34

43
45
49

55
59

59

75



16

17

18

19

20

Cortes histoldgicos de la glandula mamaria de ratas
Sprague Dawley, tefiidos con hematoxilina y eosina (A 40X
y B 400X)

Evaluacion histopatolégica de tejido mamario de ratas
Sprague Dawley expuestas a los tratamientos
experimentales. Se puede apreciar que el efecto de los
tratamientos es de tipo hiperplasico (proliferacién celular
intraductal). HE 400X

Genotoxicidad (1 micronucleo/eritrocito) causada por los
Tratamientos experimentales en sangre periférica de ratas
Sprague Dawley a los 5, 10 y 15 dias de exposicion

Efecto genotoxico provocado por el tratamiento +2000Al/-
MNU en sangre periférica de ratas Sprague Dawley a los 5,
10 y 15 dias de exposicion, evaluado mediante ensayo
cometa

Efecto genotoxico provocado por el tratamiento +2000Al/-
MNU en sangre periférica de ratas Sprague Dawley a los 5,
10 y 15 dias de exposicién, evaluado mediante ensayo
cometa, comparado contra el control negativo (-Al/-MNU)

Xi

81

83

85

88

89



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto genotoxico del aluminio, en su forma de AIClIs, en la inestabilidad
genomica relacionada con el desarrollo de cancer de mama inducido con N-metil-

N-nitrosourea (MNU), en ratas Sprague-Dawley como modelo experimental.

Objetivos Especificos

Optimizar las condiciones analiticas para la validacion y estimacién de la
incertidumbre expandida del método analitico para cuantificar aluminio en tejido
de ratas Sprague Dawley, mediante espectroscopia de absorcion atémica por
flama y horno de grafito (EAAF y EAAHG).

Determinar la concentracién de aluminio en glandulas mamarias de ratas,

mediante espectroscopia de absorcidon atdmica por flama y horno de grafito.

Identificar alteraciones celulares y tisulares provocadas por aluminio en tejido

mamario de ratas Sprague Dawley, mediante técnicas histoldgicas.
Evaluar la inestabilidad gendmica mediante analisis de micronucleos, ensayo

cometa y expresion de genes BRCA 1y SCL11a2, para explorar su relacion con

cancer de mama en el modelo animal.
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RESUMEN

Las formas solubles de aluminio (Al) para uso o consumo humano recientemente
han sido consideradas potencialmente toxicas, debido a que han sido
relacionadas con alteraciones en higado, cerebro, médula 6sea, hematoldgicas
y neoplasicas, entre otras. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto
genotdxico del aluminio (AICI3) en la inestabilidad genomica relacionada con el
desarrollo de cancer de mama inducido con N-metil-N-nitrosourea (MNU) en
ratas Sprague Dawley. Se evalué el comportamiento dietario de las ratas y
posteriormente se determind la concentracién de aluminio en glandula mamaria
mediante espectroscopia de absorcion atdbmica (EAA). La inestabilidad genémica
se determin6 en cortes histolégicos de glandula mamaria tefiidos con
hematoxilina y eosina. También se realizO ensayo de micronucleos y ensayo
cometa en sangre periférica. Los resultados de la evaluacion dietaria indican que
no existe diferencia significativa entre los tratamientos experimentales. La
concentracion de Al en tejido mamario fue mayor en el tratamiento +2000Al/-
MNU. Este tratamiento experimental produce proliferacion celular intraductal
moderada, hiperplasia de ganglios linfaticos y adenoma de glandulas serosas.
Los resultados para el ensayo de micronucleos y el ensayo cometa indican que
+2000Al/-MNU causa efecto genotéxico a partir de los 10 dias de exposicion y
que el dafio es mas evidente a partir de los 15 dias de exposicion al tratamiento.
Se puede concluir que hay inestabilidad genomica y que las condiciones

experimentales evaluadas no se relacionan con cancer de mama.
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INTRODUCCION

El aluminio (Al) es uno de los elementos metélicos mas abundante en la
naturaleza, ya que representa el 8 % de los metales que conforman la corteza
terrestre y la forma mas comun en que se encuentra es asociado a minerales tipo
bauxita (Krewski y col., 2007). Entre las propiedades fisicoquimicas mas
importantes del aluminio se encuentran: numero atébmico 13, masa atomica de
26,981 u, densidad de 2.700 Kg/m?®y, debido a estas razones, no se le considera
un metal pesado (Breckle, 1991; Nies, 1999). Aunque no existe consenso sobre
estos criterios de clasificacion para los metales pesados, recientemente se ha
propuesto el término de metales toxicos, con base en su alta solubilidad y su
potencial toxico a la salud humana y, en este grupo, asociado a toxicidad se

encuentra el aluminio (Prozialeck y col., 2008; Tchounwou y col., 2012).

El aluminio en sus formas metalicas tiene una gran diversidad de usos y
aplicaciones, debido a que es un metal ligero, tiene alta resistencia fisica y
mecénica, asi como alta resistencia a la corrosién u oxidacién quimica, que lo
hace ideal para la fabricacion de componentes en la industria de la construccién
(puertas, ventanas, marcos, chapas), componentes de la industria aeroespacial
(aviones), metalmecanica (motores, valvulas), autopartes (rines, chapas, vistas),
utensilios de cocina (ollas, coladores, cucharas), asi como latas contenedoras de
bebidas (jugos, refrescos, cervezas), entre otros usos (Hoyle, 1995; Shinzato e
Hypolito, 2005; Silva-Martinez y col., 2005; Verran y Kurzawa, 2008; Yoshimura
y col., 2008; Cui y Roven, 2010; Gaustad y col., 2012; Hatayama y col., 2012).

Ademas de estas aplicaciones industriales, el aluminio tiene otra gran

diversidad de usos, pero aquellos que se les considera de mayor relacion con el
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consumo humano son los de servir como floculante en el proceso de purificacion
del agua potable, adyuvante en la preparacion de vacunas, aditivo de bebidas,
dulces, quesos, comidas, antitranspirantes y desodorantes, entre otros (Lopez y
col., 2002; Darbre, 2005; Kohara y col., 2007; Yamamoto y col., 2007; Yokel y
col., 2008; Gil y col., 2013; Guven y col., 2013).

Estimaciones hechas recientemente en Estados Unidos de Norteamérica,
establecen que una persona adulta joven y de clase media consume alimentos y
bebidas que contienen aluminio, y sefialan que la cantidad ingerida oscila entre
105 y 150 mg de Al/dia, en promedio. Esto significa que las personas estan
expuestas constantemente al uso o consumo frecuente de aluminio en sus
diferentes formas o presentaciones de manera rutinaria. Este factor del medio
ambiente circundante de las personas ha hecho que este metal sea objeto de
multiples investigaciones debido a su potencial toxicidad en la salud humana
(Yamamoto y col., 2007; Department of Health and Human Services, USA, 2008;
Yokel y col., 2008).

Por las razones antes expuestas, es importante realizar trabajos de
investigacién que permitan ahondar en los posibles efectos relacionados con el
uso o consumo de materiales que contienen aluminio y los riesgos que esto
conlleva en la salud humana, sobre todo en relacion a inestabilidad cromosomica,

gendmica y cancer.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que en 2008 se
presentaron 12.7 millones de nuevos casos de cancer, con 7.6 millones de
defunciones. Entre los principales tipos de céncer estan los de pulmon,
estdmago, higado, colon y mama. El cancer de mama es el tipo de cancer mas
comun entre las mujeres en todo el mundo (excluyendo el cancer de piel no
melanoma), pues representa el 16 % de todas las neoplasias femeninas. La OMS
sefala que en este mismo afio, fallecieron 458,000 mujeres por cancer de mama
y, aunque este cancer estd considerado como una enfermedad de paises
desarrollados, la mayoria (69 %) de las defunciones por esa causa, se registran

en los paises en vias de desarrollo (OMS, 2013).

Segun datos de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), durante
el 2011 en América Latina se diagnosticaron 400,000 nuevos casos de cancer de

mama y 120,000 mujeres fallecieron por esta enfermedad (OPS, 2011).

El cancer de mama en México representa la segunda causa de muerte de
mujeres entre 30 y 54 afios de edad productiva y reproductiva (Knaul y col.,
2006). Mas recientemente, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2012) sefald que de cada 100 mujeres en México que presentan tumores
malignos, 24 tienen cancer de mama, en tanto que 14 mueren por este tipo de

cancer.

Estudios clinicos en 2004, reportaron niveles incrementados de
inestabilidad gendmica en regiones alrededor de la glandula mamaria en tejidos
histolégicamente sanos de mujeres (Ellsworth y col., 2004a), lo cual sugiere que
es el resultado de la exposicién a productos quimicos en esta area del cuerpo

3



(Ellsworth y col., 2004b). En este sentido, la inestabilidad gendémica contribuye
de manera importante a alteraciones moleculares que conducen a procesos
carcinogénicos y esto puede provocar mayor susceptibilidad al desarrollo del
cancer de mama. Por otro lado, también se ha encontrado asociacion entre los
quistes mamarios y el uso de antitranspirantes con sales de aluminio, sobre todo
si se han utilizado por largos periodos de tiempo (Darbre, 2005b). Incluso se han
encontrado niveles incrementados de aluminio en quistes tipo 1 comparado con
los niveles de aluminio en suero humano o en leche materna, que aunque no sea
de esperarse que los niveles de aluminio no sean similares en los diferentes
tejidos, este hallazgo indica que la aplicacion topica del antitranspirante que
contiene aluminio esta muy relacionado con los quistes tipo 1 que se encuentran

en la region axilar, muy cercana al tejido mamario (Manello y col., 2009).

Por otro lado, algunas investigaciones clinicas sefialan que no existe
argumentacion experimental ni biolégica, que permita inferir que el cancer de
mama sea provocado por aluminio presente en antitranspirantes y/o
desodorantes, debido principalmente a que los resultados que muestran los
investigadores que argumentan que si existe relacion, no son concluyentes
(Harvey, 2003; Gikas y col., 2004; Namer y col., 2008), ademas, se ha encontrado
gue el aluminio de los antitranspirantes no provoca inestabilidad genémica en los
genes ERBB2, C-MYC y CCND1, relacionados con el cancer de mama en
humanos, de manera similar a como estan relacionados los genes BRCAL vy
BRCA2 con la carcinogénesis mamaria. Tampoco se ha encontrado diferencia en
la concentracion de aluminio entre el tejido mamario sano y tumoral (Rodrigues-
Peres y col., 2013a,b).

Ante la incertidumbre del papel que pueda jugar el aluminio en la
inestabilidad gendmica relacionada con la génesis del cancer de mama, es

importante y necesario empezar este tipo de proyectos de investigacion, con un
4



modelo experimental que permita explorar si el aluminio provoca inestabilidad
genomica y si esta se encuentra relacionada con cancer de mama. Por esta
razon, se utilizaron ratas Sprague Dawley tratadas con soluciones de aluminio y

con N-metil-N-nitrosourea (MNU) para induccion de cancer de mama.

Aluminio y Riesgos a la Salud Humana

El aluminio es un metal al que no se le ha encontrado participacion en el
funcionamiento corporal ni en el mantenimiento de la homeostasis. Sin embargo,
debido a la gran cantidad de usos y aplicaciones como aditivo en bebidas y
alimentos, hace que los seres humanos estemos expuestos constantemente a
este metal y por consiguiente se pueden presentar riesgos a la salud humana
(Yumoto y col., 2009).

Algunos investigadores a nivel mundial, han enfocado sus proyectos de
investigaciéon en demostrar la posible participacion del aluminio como agente
genotdxico promotor de inestabilidad gendmica y esta a su vez, se pueda
relacionar directamente con la carcinogénesis (Balasubramanyam y col., 2009;
Mahieu y col., 2009; Di Virgilio y col., 2010). La genotoxicidad es la capacidad
relativa de un agente de ocasionar dafio no solo en el material genético, sino
también en todos aquellos componentes celulares que se encuentran
relacionados con la funcionalidad y comportamiento del genoma dentro de la
célula, originando efectos biologicos adversos. Al agente que provoca
genotoxicidad se le llama genotdxico y el dafio que provocan se le llama
mutagénesis, carcinogénesis o teratogenesis (Nowak y col., 2002; Storchova y
Pellman, 2004). Por otro lado, la inestabilidad genomica se refiere a un
incremento subito en la tasa de mutacion y el dafio afecta a todo el genoma, a tal
grado de que existen manifestaciones fenotipicas importantes a nivel de la

estructura y nimero de cromosomas y/o de alteraciones a nivel nuclear en forma
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de micronucleos o, en el arreglo y/o la distribucion de la cromatina (Cahill y col.,
1999).

Se ha encontrado que el aluminio provoca alteraciones
neurodegenerativas asociadas con Alzheimer en animales de experimentacion
como las ratas (Walton, 2007; Zhang y col.,, 2013). Estas alteraciones
neuroldgicas pueden presentarse también en humanos (Yumoto y col., 2009;
Percy y col.,, 2011). Los mecanismos moleculares que desencadenan las
alteraciones neurodegenerativas no se conocen, pero se ha encontrado que el
aluminio provoca estrés oxidativo relacionado con la produccion de radicales
libres de oxigeno, asi como la produccién y acumulacion de la proteina B-amiloide
lo que acelera el dafio neurologico (Walton, 2007; Yumoto y col., 2009; Percy y
col., 2011; Walton, 2012; Zhang y col., 2013).

También se ha encontrado asociacion entre aluminio dietario y
alteraciones en la actividad de macromoléculas que contienen fésforo, ya que el
aluminio tiene una gran afinidad por este tipo de moléculas (ADN, ATP, ADP,
moléculas H y M de los neurofilamentos, proteina tau y enzimas como las
fosfoesterasas cerebrales). El aluminio desencadena reacciones de fosforilacion,
desfosforilaciéon e hiperfosforilacién, que alteran el funcionamiento de estas
moléculas en el cerebro y el dafio provocado también esta asociado a demencia
senil o Alzheimer (Nayak y Chatterjee, 2001).

Por otro lado, en investigaciones recientes también se ha encontrado que
el aluminio provoca dafo a nivel de médula 6sea lo que genera alteraciones en
la eritropoyesis que se traducen en anemias microciticas, hipocrémicas y
ferropénicas (Vittori y col., 1999). Uno de los tejidos donde se deposita la mayor
cantidad de aluminio es la médula 6sea y, algunos investigadores sostienen que

la anemia es debida a que el aluminio secuestra o acompleja al hierro
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disminuyendo su disponibilidad para el proceso normal de la eritropoyesis (Farina
y col., 2002). Asi también se ha encontrado que la presencia de aluminio en
médula 0sea se relaciona con la formacion de micronucleos en eritroblastos, asi
como la presencia de alteraciones en la cromatina (Vittori y col., 1999; Farina y
col., 2002; Lambert y col., 2010).

En otros estudios clinicos, se ha determinado que existe asociacion entre
aluminio y alteraciones en higado, ya que en este 6rgano, la presencia de Al
también provoca estrés oxidativo que altera la actividad de las enzimas lactato
deshidrogenasa (LDH), fosfatasa alcalina (FA), transaminasas (TGO y TGP), asi
como enzimas del complejo citocromo P450 de la fraccion microsomal hepatica
(Kumar y col., 2009; Zhu y col., 2013). Estas alteraciones en la actividad de las
enzimas hepéticas, hacen que el higado no pueda realizar sus funciones de
desintoxicacion de manera normal. Asi mismo, se ha encontrado que existe
relacion entre la presencia de Al y la inestabilidad genémica en higado, ya que
se han observado alteraciones en p53, Rb y ciclina D1, que provoca citotoxicidad
hepética (Kumar y col., 2009; Di Virgilio y col., 2010; Zhu y col., 2013).

En los estudios de reproduccion de ratas hembra y macho se ha
encontrado que el aluminio provoca alteraciones en la produccion de hormonas
sexuales, como estrogenos y testosterona, las cuales estan directamente
involucradas con el proceso de diferenciacién sexual, asi como con la fertilidad
y/o con la capacidad reproductiva de estos animales de experimentacion (Bellés
y col., 2001; Hirata-Koizumi y col., 2011; Wang y col., 2012). De esta forma, se
le ha asociado con alteraciones en la reproducciéon en ratas, observando dafio

testicular, azoospermia e infertilidad en ratas macho (Wang y col., 2012).



Aluminio y Cancer de Mama

El cancer, en lo general, se considera una enfermedad en si misma y al mismo
tiempo se le considera un conjunto de enfermedades, aunque también se debe
considerar que es la etapa final de un proceso microevolutivo en el que interviene
la seleccidn natural de células que estan en constante division, y que por lo tanto,
deben tener mecanismos precisos que permitan la regulacion de sus ciclos
celulares, en coordinacion con los procesos de proliferacion y muerte celular
(Alberts y col., 2004; Oliva y col., 2008; Read y Donnai, 2009).

Las células que han sido transformadas en carcinogénicas, no han
respondido a los mecanismos de control genético del ciclo celular, sino que han
evadido al sistema inmunoldgico, logrando aumentar su tasa de proliferacion
celular. Estas células han evitado la muerte celular por apoptosis, convirtiéndose
en células inmortales in situ y, que posteriormente han logrado desarrollar
estrategias para invadir tejidos vecinos y distantes, de tal manera y en un grado
que, invariablemente podran provocar la muerte del organismo en donde se
desarrollan. Sin embargo, al mismo tiempo niegan el proceso de seleccion
natural, ya que lograron proliferar con mayor velocidad que sus células vecinas,
pero se convierten en células finales al no poder mantener con vida al organismo
en el que se reproducen y niegan su capacidad de perpetuarse mediante los
mecanismos de reproduccion celular natural (Sudbery, 2004; Novo, 2006).

La génesis del cancer esta asociada a factores fisicos, quimicos y
biolégicos. Independientemente del factor antes sefialado, todos ellos impactan
y alteran el funcionamiento de grupos de genes relacionados con los mecanismos
de control y regulacion del ciclo celular y/o de genes que controlan los
mecanismos de reparacion de dafios al &cido desoxirribonucleétido (ADN). Entre

estos grupos de genes se encuentran los protooncogenes y los genes supresores
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de tumor (Klug y Cummings, 1999; Guizar-Vazquez, 2001; Lodish y col., 2005;
Strachan y Read, 2006).

Etiologia del Cancer de Mama: Agentes Carcindgenos

Agentes Carcindgenos Quimicos

A pesar de que la radiacion ionizante, las infecciones virales y los determinantes
genéticos juegan un papel importante en la etiologia del cancer, actualmente se
conoce gue la mayor incidencia de cancer es provocada por efecto del ambiente
(Marquardt, 1999). La correlacion entre el cancer y los carcinGgenos quimicos es
conocida desde largo tiempo. La primera referencia historica de la carcinogénesis
quimica la constituyen las observaciones clinicas de Percival Pott en 1775, quien
atribuyd correctamente el cancer de piel escrotal de los deshollinadores, a la
exposicion cronica al hollin. Hubo que esperar 140 afios para obtener la primera
prueba experimental de la carcinogénesis quimica. En 1915, Yamagiwa e
Ichikawa comunicaron la aparicion de tumores cutaneos en la oreja del raton
mediante aplicaciones reiteradas de alquitran. Desde entonces, se han
identificado una gran variedad de compuestos quimicos carcinégenos.
Actualmente la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)
tiene catalogadas 107 sustancias quimicas como carcindgenos humanos (IARC,
2017). Basandose en la actividad quimica y bioldgica, los carcinégenos quimicos

son clasificados en diferentes grupos (Marquardt, 1999; IARC, 2017):

Carcin6genos Completos

Sustancias que inducen el proceso completo de la carcinogénesis cuando son

dados en dosis suficientes (inductores y promotores).



Carcindgenos Incompletos

Sustancias que solo producen una de las etapas de la carcinogénesis quimica

(inductores o promotores).

Carcindgenos de Accion Directa

Sustancias que no requieren conversion metabdlica para desarrollar su accion.
Los carcinbgenos de accion directa son lo suficientemente reactivos
inherentemente para unirse de forma covalente a macromoléculas celulares.
Algunos de ellos son farmacos quimioterapicos (como ciclofosfamida, cisplatino,
bisulfano), otros como metilnitrosourea (MNU), que son agentes alquilantes que
transfieren grupos alquilo (metilo, etilo, entre otros) a macromoléculas como las

guaninas del ADN.

Carcindgenos de Accidn Indirecta

Sustancias que requieren la conversion metabdlica a un compuesto final, mas
activo. Entre éstos se pueden mencionar los siguientes:

Hidrocarburos aromaticos policiclicos: Carcinégenos quimicos indirectos
mMas potentes, se encuentran principalmente en combustibles fésiles. Entre ellos
se encuentran compuestos como el benzo[a]pireno, el 3-metilocolantreno y el
dimetilbenzantraceno. Estos compuestos tienen un amplio espectro de érganos
diana y pueden causar cancer en el lugar de su aplicacién. Los hidrocarburos
policiclicos son metabolizados, por oxidasas de accidon mixta dependientes del
citocromo P450, a epoxidos electrofilos que, a su vez, reaccionan con proteinas
y acidos nucléicos (Marquardt, 1999, IARC, 2017).

Aminas aromaticas y colorantes azoicos: Estas sustancias son otra clase
de carcindégenos de accion indirecta. A diferencia de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, no suelen ser carcinGgenos en el punto de aplicacion. No obstante,
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suelen producir tumores vesicales y hepaticos, respectivamente, cuando los
ingieren animales de experimentacion. Un agente implicado en los céanceres
humanos fue la B-naftilamina, que tras su ingesta se detoxifica por conjugacion
con el acido glucurénico. Cuando se excreta por la orina, el conjugado no toxico
se escinde (descompone) por la enzima urinaria glucoronidasa para liberar otra
vez el reactivo electrdfilo, induciendo asi el cancer de vejiga. Antes de identificar
su carcinogenicidad, la B-naftilamina fue responsable de una incidencia 50 veces
aumentada de cancer de vejiga en los trabajadores expuestos a los colorantes
de anilina e industrias del caucho (Talaska, 2003). Los colorantes aminoazoicos
también son carcindgenos. En un tiempo se utilizé el dimetilaminoazobenceno
para dar color a la margarina, para que se pareciera a la mantequilla.

Nitrosaminas/nitrosamidas: Las nitrosaminas han demostrado ser
carcindgenos poderosos en animales. La dimetilnitrosamina produce tumores
renales y hepaticos en los roedores (Magee, 1956). Son también potentes
carcindgenos en los primates, aunque no existen datos fehacientes de induccién
de cancer en seres humanos. No obstante, la enormemente elevada incidencia
de cancer en la provincia china de Hunan (100 veces superior a la de otras zonas)
se ha relacionado con el elevado contenido en nitrosaminas en la dieta. También
preocupa que las nitrosamidas estén implicadas en la génesis de otros canceres
gastrointestinales, ya que los nitritos afiadidos habitualmente para conservar
carnes elaboradas y otros alimentos, son metabolizados por la flora endégena
formando nitrosaminas y nitrosamidas. La preocupacién sobre estos agentes ha
dado lugar al rechazo de los alimentos procesados que contengan nitratos
(Antén, 2001).

Etiologia del Cancer de Mama: Metales

Es bien sabido que los metales (pesados y traza) estan relacionados con cancer
de mama (Geraki y col., 2002; Wen y col., 2002; Al-Ebraheem y col., 2009; Silva
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y col., 2012), ya sea porque el mismo cancer provoca disminucién en los niveles
corporales de algunos metales traza o porque los mismos metales provocan o

estan asociados con la génesis del cancer (Greger y col., 1985; Darbre, 2005c).

Por otro lado, en relaciobn a la toxicidad provocada por metales,
recientemente se ha encontrado que muchos de ellos provocan alteraciones
genotoxicas y a su vez, esto se puede relacionar con inestabilidad morfoldgica,
cromosdmica 0 gendmica, que puede ser el preludio de mutaciones que se
asocian directamente con diferentes tipos de cancer en humanos y animales de
experimentacion (Diwan y col., 1997). Entre estos metales se encuentra el
arsénico el cual esta asociado a la inestabilidad genémica y cancer de pulmén
(Hubax y col., 2013). Deficiencias de manganeso en el metabolismo causa
desregulacion mitética asociada a inestabilidad genémica en humanos (Garcia-
Rodriguez y col., 2012). Por otro lado, el hierro también est4 asociado con la
generacion de inestabilidad gendmica y cancer de higado, pulmédn e intestino en
ratas de experimentacién (Diwan y col., 1997); en el caso de cobre se ha
demostrado que se asocia a inestabilidad gendmica en ratas y esto esta
relacionado a cancer de mama (Bobrowska y col., 2011). El cadmio esta
relacionado con cancer de mama en mujeres en todo el mundo (Rahim y col.,
2013).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental

Es una investigacion basica de tipo experimental con variables controladas por
disefio. Este proyecto de investigacion fue turnado al Comité de Bioética de la
Universidad de Sonora y ha sido avalado por dicha instancia. Este procedimiento
es importante obtener ya que se trabajé con ratas como animales de
experimentacion y existe una obligatoriedad por parte de los comités de bioética
nacional e internacional sobre el manejo, confinamiento, obtencion de muestras
y/o sacrificio de dichos animales (NOM-033-Z00-1995; NOM-062-Z00-1999).

Animales de Experimentacion

Ratas Sprague Dawley hembras divididas en seis grupos de 8 ratas cada grupo
con peso entre 180 y 230 g, que representan a los grupo control y a los grupos
con los tratamientos experimentales. La seleccion del sexo (hembras) es porque

se pretendi6 evaluar la inestabilidad gendmica y su relacion con cancer de mama.

Tratamientos Experimentales

Grupos de ocho ratas fueron asignadas completamente al azar a cada uno de los
siguientes tratamientos experimentales:
1) Tratamiento A, ratas no expuestas a aluminio y sin induccion de cancer de
mama (control negativo, -Al/-MNU).
2) Tratamiento B, ratas expuestas oralmente a aluminio (en su forma de
AlCl3z) a 500 mg/L (2.5 mg Al/Kg de peso corporal) e inducidas a cancer de
mama con MNU (+500AI/+MNU).
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3) Tratamiento C, ratas expuestas oralmente a aluminio (en su forma de
AICl3) a 1000 mg/L (5 mg de Al/Kg de peso corporal) e inducidas a cancer
de mama con MNU (+1000Al/+MNU).

4) Tratamiento D, ratas expuestas oralmente a aluminio (en su forma de
AICl3) a 2000 mg/L (10 mg de Al/Kg de peso corporal) e inducidas a cancer
de mama con MNU (+2000Al/+MNU).

5) Tratamiento E, ratas expuestas oralmente a aluminio (en su forma de
AICl3) a 2000 mg/L (10 mg de Al/Kg de peso corporal) y sin induccion de
cancer de mama (+2000Al/-MNU).

6) Tratamiento F, ratas no expuestas a aluminio y con induccién de cancer
de mama con MNU (control positivo, -Al/+MNU).

NOTA: las ratas sin aluminio y sin inductor de cancer de mama (MNU) fueron
tratadas con solucién salina fisiolégica al 0.98 % para igualar las condiciones de
manejo experimental de las ratas. A las ratas se les administré 1 mL de solucion
de AICI3, a las concentraciones antes especificadas, por cinco dias a la semana
durante 90 dias (12 semanas). (Balasubramanyam y col., 2009; Hirata-Koizumi y
col.,, 2011). La solucion de aluminio y la solucién salina fisiolégica fueron
administradas por via intragastrica por medio de sonda o canula de acero

inoxidable (Figura 1).

Induccion de Cancer de Mama en Ratas

Las ratas fueron tratadas con dosis de 50 mg/Kg de peso corporal con MNU (N-
metil-N-nitrosourea, N1517-1G Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) aplicado a los
50 y 70 dias de edad, para inducir cAncer de mama (Murad y von Haam, 1972;
Bobrowska-Korczak y col., 2012). EI MNU fue administrado por via intraperitoneal
(Figura 2).
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Figura 1. Administracién de tratamientos experimentales
por via intragastrica.
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Figura 2. Induccion de cancer de mama con MNU por
via intraperitoneal.
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Condiciones de Manejo de Bioterio

Ciclos de luz/oscuridad de 12 hr cada uno, humedad entre 40y 70 %, temperatura
entre 18 y 22 °C, agua y alimentos ad libitum (Casado y col., 1987). En la figura
3 se aprecia las jaulas individuales y el rack en el que estan confinadas las ratas,

bajo las condiciones de bioterio antes mencionadas.

Dieta

Dieta basal de alimento tipo pellets que contiene 23 % de proteina, 1 % de
vitaminas, 4 % de minerales, 4 % de fibra, 6.5 % de grasa, 0.2 % de bitartrato de
colina, 0.2 % de metionina, otros componentes menores de la dieta y almidon
hasta completar el 100 %. Humedad maxima 12 %. Este alimento es producido
por LabDiet de Estados Unidos de Norteamérica y comercializado por PetFood
de México (Wang y col., 2013).

Evaluacién Dietaria

Durante la experimentacion se evaluaron los siguientes parametros: consumo
diario de alimento (CDA), ganancia en peso semanal (GPS), conversion
alimenticia (CA) y eficiencia alimenticia (EF). El alimento y las ratas se pesaron
dos veces por semana en balanza granataria y con los valores obtenidos se

realizé la evaluacion dietaria (Wang y col., 2013).
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Figura 3. Jaulas de confinamiento de las ratas
Sprague Dawley.
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Colecta de las Muestras (Sangre y Tejido Mamario)

Muestras Sanguineas

Las muestras sanguineas fueron obtenidas por corte de cola para la
evaluacion de genotoxicidad mediante andlisis de micronucleos (MN) y por
puncion intracardiaca (figura 4) para evaluacion de genotoxicidad mediante
analisis de electroforesis alcalina en células individuales (ensayo cometa), de
ratas anestesiadas en camara de halotano y eutanizadas por dislocacion cervical,
de acuerdo a las normas NOM-033-ZO0O-1995 y NOM-062-Z00-1999, y para

evitar el sufrimiento animal.

Muestras de Tejido Mamario

Estas muestras fueron obtenidas mediante cortes quirdrgicos de glandulas
mamarias. A estas muestras se les cuantifico la concentracion de aluminio y para
la evaluacion histopatolégica (Figura 5) y extraccion de RNA total para evaluar
expresion genética de los genes BRCAL1 y SCL11a2. Las muestras que se
utilizaron para evaluacion histopatolégica se colocaron en recipientes de plastico

con formol al 20 %, previo a ser embebidas en bloques de parafina (Figura 7).
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| ‘ A
Figura 4. Obtencién de sangre de ratas por puncién
intracardiaca.
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Figura 5. Cortes quirdrgicos de tejido mamario de
ratas Sprague Dawley.
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Optimizacion de las Condiciones Analiticas Ideales Para Cuantificar
Aluminio Mediante Espectroscopia de Absorcion Atomica

Previo a la cuantificacion de la concentracion aluminio, mediante espectroscopia
de absorcién atémica por flama y horno de grafito, en gldndulas mamarias de
ratas Sprague Dawley de los seis tratamientos experimentales, se procedio a
optimizar las condiciones analiticas. Posteriormente, se llevo a cabo la validacion
del método analitico e inmediatamente después se realizd la estimacion de la
incertidumbre expandida. Todo esto se realizé con la finalidad de darle certeza'y
confiabilidad a los datos obtenidos en el proceso de cuantificacion de la
concentracion de aluminio en tejido mamario y en cumplimiento a lo establecido
por la Entidad Mexicana de Acreditacion (2009) y por lo dispuesto en la ISO/IEC
17025:2005.

Preparacion del Material de Laboratorio

El material fue sometido a un estricto control para evitar la contaminacion por
metales traza, siguiendo la metodologia recomendada por la Norma Mexicana
NMX-AA-115-SCFI-2001. Los materiales de trabajo de vidrio (pipetas serolégicas
y volumétricas, matraces volumétricos Pyrex, entre otros) se lavaron
exhaustivamente con detergente liquido comercial para después ser sumergidos
en una solucion de HNOs al 20 % (grado analitico 70 % ACS marca Fermont)
durante tres dias y posteriormente, enjuagados abundantemente con agua
deionizada. Una vez secado, el material se guardo en recipientes de plastico con

tapa hermética hasta su uso.

Calibracion de Balanza Analitica, Material Volumétrico y Micropipetas

La balanza analitica marca Vibra modelo AF-R220E 220/0.0001 g (Max/d) fue

calibrada utilizando un set de masas patron de laboratorio (0.2, 0.5, 1.0 y 100 g)
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marca Rice Like, certificadas por la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA).
Para ello, se realizaron 10 réplicas de cada una de las masas patrén y esto se
realizé por triplicado (Ruiz-Morer, 2006). Las micropipetas (0.5 y 1.0 mL, marca
High Tech Lab), las pipetas volumétricas (2.0, 5.0 mL Pyrex, clase A) y los
matraces volumétricos o de aforacion (100 mL Pyrex, tipo A) fueron calibradas
por el método gravimétrico, para lo cual se utilizo la balanza analitica calibrada
anteriormente. Se realizaron 10 réplicas de cada una de ellas y esto se realiz

por triplicado.

Calibracion del Equipo de Absorcion Atdmica (EAA)

Para la cuantificacién de Al se utilizé un equipo de Espectroscopia de Absorcién
Atomica (EAA), Perkin-Elmer Modelo AAnalyst 400 (Figura 6), bajo las

condiciones de operacién recomendadas por el proveedor (Perkin-Elmer 2012).

Evaluacion de Parametros Analiticos en Condiciones ldeales Mediante EAA
por Flama (EAAF)

Los parametros analiticos de calidad considerados son los siguientes (CENAM-
EMA AC, 2008):

Linealidad. Se estim6 a través de curvas de calibracion a partir de un
estandar de Al (AICI3) de 1000 mg/L (AccuTrace Reference Standard). Las
concentraciones de trabajo fueron de 10, 20, 50, 100 y 200 mg/L de Al. Para ello
se prepararon las disoluciones de trabajo, por lo que se tomé 1, 2,5, 10 y 20 mL
del estandar de Al de 1000 mg/L y se colocaron en matraces volumeétricos de 100
mL cada uno, se les agregd 2 mL de HNOs concentrado y 10 mL de KCl al 2 %.
Posteriormente se aforé a 100 mL con agua deionizada. Todo esto se realizé por

triplicado.
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Figura 6. Equipo de espectroscopia de absorcién
atomica Perkin Elmer AAnalyst 400.
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Se determind la concentracion de Al en el equipo de EAA y se obtuvo la curva de
calibracion (Concentracion contra absorbancia) y se estimé el coeficiente de
correlacion de Pearson (r). El criterio de aceptacién fue de r = 0.995 (CEMAM-

EMA AC 2009). El coeficiente de correlacion se determind mediante la siguiente

ecuacion:
_ la Zy+bTxy-n(¥)?]
"= Y y2-ny? (1)
Donde:
- X
v==r ()

Exactitud. Se estim6é mediante el porcentaje de recuperacion (% Rec)
para lo cual se prepararon soluciones a concentraciones de 20, 50 y 100 mg/L
de Al, a partir de una solucién madre de 1000 mg/L, con 5 réplicas y cada una
por triplicado. Estas tres concentraciones representaron los puntos intermedios
de la curva de calibracion. Las disoluciones se prepararon de la misma manera
en que se explicé en la seccion previa. El porcentaje de recuperacion se

determind a través de la siguiente ecuacion:

% Rec = valor medido %100 (3)

valor tedrico

El criterio de aceptacion es % Rec = 100 * 15 (rango: 85-115) (IUPAC 1999)

Precision. Se determind mediante el porciento del coeficiente de

variacion (% CV), para ello se prepararon soluciones de aluminio de 20, 50 y 100
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mg/L, a partir de una solucion stock de 1000 mg/L de Al, con 5 réplicas y cada
una por triplicado. El % CV se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

% CV = desviaciéon estandar %100 (4)

promedio

El criterio de aceptacion es % CV < 2 % para métodos instrumentales (Miller y
Miller, 2002).

Exactitud y Precision a Partir de un Material de Referencia Certificado (MRC)

Para evaluar de manera mas estricta las condiciones de optimizacion del método
analitico se determinoé la exactitud y la precisién a partir de una solucion acuosa
certificada (CRM-S-B, High-Purity Standards, Charleston, SC, US) que contiene
700 £ 4 mg/L de Al y pureza de 99.96 a 99.99 %, realizando 5 réplicas y cada
una por triplicado. La exactitud se determiné mediante el % Rec y la precision a

través del % CV, tal y como se describié anteriormente.

Validacion del Método Analitico Para Cuantificar Aluminio en Ratas
Sprague Dawley Mediante Espectroscopia de Absorcién Atémica por
Flamay Horno de Grafito

Equipo

Se utiliz6 un equipo de espectroscopia de absorcion atébmica Perkin Elmer
modelo AAnalyst 400, equipado con un horno de grafito Perkin EImer modelo HG
900 con automuestreador AS 800. Se utilizé lampara mono-elemento de
aluminio, sistema de correccion de fondo y tubos de grafito integrados con
plataforma Lvov (Perkin Elmer, 2012). Adicionalmente, se cuantific6 Al por
espectroscopia de absorcion atébmica por flama de 6xido nitroso-acetileno. Las

condiciones de operacion se indican en la tabla I. Para la descomposicion de las
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Tabla I. Condiciones de operacion del equipo Perkin ElImer, modelo
AAnalyst 400.

HORNO DE GRAFITO HG-900 PARAMETROS
Longitud de onda (A) 309.3 nm
Gas de Purga Argén
Rampas:
Secado 150 °C
Pirolisis 1700°C
Atomizacién 2400°C
Limpieza 2600 °C
Eliminacion de interferencias Mg(NOs)2 0.2 %
FLAMA PARAMETROS
Longitud de onda (A) 309.3 nm
Lampara Céatodo hueco de Al
Oxidante — comburente Oxido nitroso - acetileno
Ancho de rendija 0.7 mm
Eliminacion de interferencias KCI 0.2 %

Perkin Elmer, 2012.
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muestras de tejidos de animales, se utilizé un equipo de horno de microondas
MARSXxpress 5 (CEM Corporation. Mathews, NC, USA), el cual se puede apreciar

en la figura 7.

Reactivos, Estandares y Material de Referencia Certificado

Los reactivos Mg(NOs)2, HNO3 concentrado, KCI, fueron obtenidos de J.T. Baker.
Se utilizd un estandar de aluminio de 1000.0 + 2.0 mg/L (AccuStandard, New
Haven, CT, US), un material de referencia certificado (CRM-S-B) que contiene
700 = 4.0 mg/L de Al (High-Purity Standard, Charleston, SC, USA) y un material
de referencia certificado de tejido de ostion (NIST 1566b, Gaithersburg, MD, US)
que contiene 197.2 + 6.0 mg/kg de Al. Esto se hizo en sustitucion de tejido de
ratas ya que, actualmente, no existe un material de referencia certificado de tejido

mamario de ratas.

Validacion del Método Analitico

Los pardmetros analiticos de calidad que se han considerado para la validacion
del método, recomendados por la Entidad Mexicana de Acreditacion, por el
Centro Nacional de Metrologia, por la Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada y por la ISO/IEC 170125:2005, son los siguientes:

Linealidad. Se realiz6 a través de curvas de calibracion y estimacién del
coeficiente de correlacién (r) y de la pendiente (m). Para ello, se prepararon tres
curvas de calibracion a partir de un estandar de Al de alta pureza (Accustandard)
que contiene 1000.0 mg/L de Al. Las concentraciones de trabajo fueron: 10.0,
20.0, 50.0, 100.0 y 200.0 mg/L de Al, las cuales se acondicionaron con HNO3
al 2.0 % y KCI 0.2 % para su cuantificacion con una flama de 6xido nitroso-

acetileno.
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Figura 7. Horno de microondas MARSxpress 5 CEM.
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Adicionalmente se prepararon tres curvas de calibracion a concentraciones de
10.0, 20.0, 40.0, 60.0 y 80.0 pg/L de Al, se acondicionaron con HNOzal 2.0 % y

con Mg(NOs)2 0.2 % para su cuantificacion por la técnica de horno de grafito.

Exactitud y Precision. Se determinaron a través del porcentaje de
recuperacion (% Rec), y con el porcentaje de coeficiente de variacion (% CV),
respectivamente. Para ello, se utilizé6 un material de referencia certificado (CRM-
S-B) que contiene 700.0 £ 4 mg/L de Al, a partir del cual se prepar6 un estandar
de trabajo de 70 mg/L de Al el cual se acondicioné con HNO3s al 2.0 % y KCI 0.2
% para flama. Para horno de grafito, el estdndar de trabajo se prepar6 a 70 ug/L
de Al acondicionado con HNOsal 2.0 % y Mg(NO3)2 0.2 %.

Repetibilidad. Se realiz6 mediante un analisis de varianza, utilizando el
estadistico de prueba F con un nivel de significancia del 5 % (a = 0.05) y n = 25.
Es importante sefalar que esto fue realizado por el mimo analista, en el mismo
equipo de laboratorio, bajo las mismas condiciones experimentales y en tiempos
cortos (CENAM-EMA, 2009). Para esto, se prepararon estandares de trabajo por
quintuplicado por semana durante un tiempo total de cinco semanas a
concentraciones de 20.0, 50.0 y 100.0 mg/L de Al, los cuales se acondicionaron
con HNOs al 2.0 % y KCI 0.2 % para EAA por flama. Para EAA por horno de
grafito, se utilizaron estandares de trabajo a concentraciones por triplicado de
20.0, 40.0 y 60.0 pg/L de Al, que se acondicionaron con HNOs al 2.0 % y
Mg(NO3)2 0.2 %. El criterio de aceptacion de la repetibilidad es de que Fcalculada
< Ftablas (Blair y Taylor, 2007).

Limite de Deteccion (LD) y Limite de Cuantificacién (LC). Se
obtuvieron a partir de los datos de las curvas de calibracion para EAA por flama
y para EAA por horno de grafito. EI LD se calcul6 a partir de 3 s/m, donde s es la
desviacion estandar de 10 mediciones del blanco y m es la pendiente de la curva

de calibracion (NTC-ISO/IEC-17025:2005; Blair y Taylor, 2007). EI LC fue
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calculado como 10 s/m. El blanco para flama fue una solucién de HNOsz al 2 % y
con KCI 0.2 %, en tanto que el blanco para horno de grafito fue una solucion de
HNO3s al 2 % y Mg(NOs)2 0.2 % (NTC-ISO/IEC-17025:2005; Blair y Taylor, 2007).

El proceso de validacion del método analitico se completd mediante la
utilizacion de un material de referencia certificado de tejido de ostion (NIST
1566b) que contiene 197.2 = 6.0 mg de Al/kg de tejido y que reemplaza al tejido
de rata, ya que no existe este tipo de tejido de referencia certificado. En esta
etapa se evaluo la exactitud a través del porcentaje de recuperaciéon (% Rec) y la

precision a través del porcentaje del coeficiente de variacion (% CV).

Aplicabilidad del Método Validado

El método analitico validado se emple6 para cuantificar la concentracion de Al en
tejidos de ratas sin fortificar y fortificados con 100 mg/L de Al para EAA por flama

y con 200 pg/L de Al para EAA por horno de grafito.

Descomposicion de las Muestras de Tejidos de Ratas Sprague-Dawley
Fortificadas con Aluminio, Controles y del Material de Referencia
Certificado (NIST 1566b).

Los tejidos de rata, alimento, agua de beber y el material de referencia certificado
(Oyster tissue, NIST 1566b) se digirieron en un equipo de horno de microondas
MARSxpress 5 (CEM Corporation, Mathews, NC, USA). La concentracion de
aluminio se determiné mediante espectroscopia de absorcion atomica por flama,
para ello se pesaron por triplicado, en tubos de teflon de 20 x 4 cm, 0.50 £ 0.05
g de mama, higado, hueso y cerebro, asi como alimento, agua de beber y tejido
de ostion como controles. A estas muestras se les agregaron 10 mL de estandar
de Al de 1000 mg/L (Accustandard) y se digirieron con 10 mL de HNOs3
concentrado con un programa de digestion de 200 °C/35 bar/1600 watts/15". El
extracto acido resultante se aforé a 100 mL con agua deionizada.
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En tanto que para EAA por horno de grafito se pesaron 0.25 + 0.02 g de
tejido de rata, asi como alimento y agua de beber. A estas muestras se les agrego
1 mL de estandar de Al de 10 mg/L y se digirieron con 5 mL de HNOs concentrado
en horno de microondas MARSxpress 5, bajo las mismas condiciones de
digestion antes sefialadas. El residuo acido resultante se aforé a 50 mL con agua
deionizada. La concentracion de aluminio se cuantific6 mediante EAA por flama
y horno de grafito. Para flama se utilizé KCl al 0.2 % para eliminar la interferencia
de ionizacion y, para horno de grafito, se utilizé Mg(NO3)2 0.2 % como modificador
quimico. En esta etapa se evalud la exactitud a través del porcentaje de
recuperacion (% Rec) y la precision a través del porcentaje del coeficiente de
variacion (% CV). Adicionalmente, se prepararon tres réplicas de blancos de
digestidn con agua deionizada digeridas en horno de microondas bajo las mismas
condiciones de operacion que las muestras y los controles, acondicionadas con
HNOs 2.0 % y KCI 0.2 % para EAA por flama, en tanto que para EAA por horno
de grafito se acondicionaron con HNO3s al 2.0 % y Mg(NOs3)2 al 0.2 % (Perkin
Elmer, 2012).

Estimacién de la Incertidumbre Expandida de un Método Analitico para
Cuantificar Aluminio en Tejidos de Ratas Sprague Dawley Mediante EAAF
y EAAHG

La estimacion de la incertidumbre expandida se determind a partir del método
analitico previamente validado que se utilizé para cuantificar Al en tejido de ratas
Sprague Dawley mediante EAAF y EAAHG. Para ello se determind la linealidad
de ambos métodos mediante un estandar de alta pureza que contiene 1000 + 2
mg/L de Al. Las curvas de calibracion se realizaron utilizando las siguientes
concentraciones: 10, 20, 50, 100 y 200 mg/L de Al para EAAF en tanto que para
EAAHG las concentraciones empleadas fueron: 10, 20, 40, 60 y 80 ug/L de Al.

La exactitud y la precision se evaluaron mediante un material de referencia
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certificado CRM-S-B con 700 + 4 mg/L de Al. La precision bajo condiciones de
repetibilidad se determiné mediante un estandar de alta pureza de 1000 + 2 mg/L
de Al, y para ello se emplearon las siguientes concentraciones: 20, 50 y 100 mg/L
de Al para EAAF en tanto que para EAAHG las concentraciones fueron de 20, 40
y 60 pg/L de Al. Finalmente, la validacion del método se completd con un material
de referencia certificado NIST 1566b que contiene 197.2 + 6 mg/L de Al.

Fuentes de Incertidumbre

Se establecieron las fuentes de incertidumbre mediante el diagrama de Ishikawa
(Figura 8) (Meyer, 2003). Entre ellas se encuentra la concentracion del Al a partir
de la curva de calibracién, el material volumétrico empleado, los factores de
dilucion, la repetibilidad, pureza del estandar de Al y la concentracion de Al a
partir de los materiales de referencia certificados utilizados. La metodologia
utilizada en este trabajo para realizar la estimacion de la incertidumbre expandida
sigui6 el procedimiento recomendado por la guia de Eurachem-Citac (2012) y lo
que establece la ISO/IEC 17025:2005.

Estimacion de la Incertidumbre Estandar en las Mediciones

Para la medicién de la concentracion de masa del elemento quimico (Al) se

establecio el siguiente modelo matematico:

Yx@) = Yx-B) * fdn xf = fc (5)

Donde:

Yx@ = Concentracion de masa del mensurando obtenida por un método de
medicion.

Yx-p) = Concentracion de masa obtenida a través de la curva de calibracion.
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Curva de Repetibilidad
Calibracion de la Muestra
STD de Al \ Material de
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Respuesta del Certificado A
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>\ Concentracion de
Al
Calibracion Calibracion (mgL? o pgL™)
Micropipeta } < ¢ Matraz
AN Yolumétrico
Repetibilidad Repetibilidad
Calibracion Calibracion
Pipeta \ N J Balanza
Volumétrica 7 ] N Analitica
Repetibilidad | / [ Repetibilidad
Factor de
Dilucion
(Muestra)

Figura 8. Diagrama de Ishikawa (causa-efecto) en el que se involucran las
fuentes de incertidumbre de este estudio.
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fd, = Factor de dilucion aplicado a la muestra.

fe = Factor de correccion cuando el método lo indique.

Incertidumbre de la Concentracion de Masa del Elemento Medido en el
Instrumento a Través de la Curva de Calibracion

La incertidumbre estandar de la concentracion de masa de Al mediante la

respuesta del instrumento se calculd con la siguiente ecuacion:

2
S |1 1 (Yi — IMR)
U = by [P n + Sxx (6)
Donde:
u, = incertidumbre del mensurando (Al) obtenida por el instrumento
calibrado.
s = desviacion estandar residual del calculo de regresion.

b; = pendiente calculada.
= numero de réplicas de la muestra en estudio.
= numero de disoluciones (i) empleados en la curva de calibracion
multiplicado por el numero de réplicas (j) de cada disolucion (total de
datos) (i*}).
Y = concentracion de Al en estudio (mg/Lo pgL™).
yur = promedio de las concentraciones de masa de las disoluciones
empleadas en la curva de calibracion.
S.x = Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas.
Por otro lado, la incertidumbre estandar relativa para la concentracion de Al
obtenida a partir de la curva de calibracion, se determind con la siguiente

ecuacion:
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Ury, = (uﬂ) ’ (7)

Yx

Incertidumbre del Material Volumétrico

En cuanto a la estimacion de la incertidumbre de la medicion del volumen de la
alicuota (V1) y aforo (V2) en cualquier material volumétrico, se tienen tres
principales fuentes de incertidumbre:

1.-) La tolerancia del material volumétrico:

tol
Utor = % (8)

2.-) El efecto de la variabilidad o repetibilidad del volumen medido por el analista:

3.-) El efecto de la variacién de la temperatura en relacion a la temperatura de

calibracion:
[(T-Ty0) V]
Upr = —— (10)
Donde:
T = Temperatura del agua (°C) al momento de la medicion
T20 = Temperatura de calibracién del material volumétrico: 20°C
a = Coeficiente de expansion del volumen de agua °C*
\% = Volumen de la pipeta o matraz

Estas tres incertidumbres se combinaron y se calculé su valor mediante la

siguiente ecuacion:
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2
e o+ () w

Incertidumbre del Factor de Dilucion

Siguiendo la Guia de Eurachem-Citac (2012), a continuacion se presenta el
calculo de la incertidumbre debida a los factores de dilucién. Para obtener la
curva de calibracion de aluminio determinado por EAAF se realizé una dilucién
10:100 a partir de un estandar de aluminio de 1000 mg/L (primera dilucién), y a
partir de este estdndar de concentracion intermedia se prepararon las cinco
concentraciones empleadas para obtener la curva de calibracion. Estas cinco
concentraciones implican realizar cinco diluciones (1:100, 2:100, 5:100, 10:100 y
20:100) que generan factores de dilucion (FD) de 100, 50, 20, 10 y 5,
respectivamente. Para realizar la curva de calibracién de aluminio determinado
por EAAHG se realiz6 una dilucion 1:100 seguida de otra dilucion 1:100 (FD =
10000). Las diluciones restantes las realiza el software del equipo de manera
automatica, por lo que no es posible estimar las incertidumbres estandar ni

relativa.

gy = () + ()’ (12)

El factor de dilucién esta dado por:

fdn =2 (13)
Donde:
fd,, = Factor de dilucion n
V, =Volumen de aforo
V; =Volumen de alicuota
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La incertidumbre del factor de dilucion para EAAF se calculé a partir de la

siguiente ecuacion:

2 2 2 2 2
ufdn:\/ (Urares)” + (trase)” + (Uran,) + (Wrayo)” + (Wras) (14)

En tanto que la incertidumbre del factor de dilucién para EAAHG se calcul6 a

partir de la siguiente ecuacion:

2
Ura, = | (Urdy000) (15)

Incertidumbre de la Repetibilidad (rep) de las Mediciones

De acuerdo a la Guia de Incertidumbre (Eurachem.Citac, 2012), se debe de
incluir la incertidumbre relacionada con la repetibilidad de las mediciones; la cual

se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

oy = () () (B’ (16)

Es importante sefialar que la precisién bajo condiciones de repetibilidad para Al
se determing para tres concentraciones diferentes: 20, 50 y 100 mg/L de Al (rep
1, rep 2 y rep 3) cuando se determind su concentracion por EAAF, en tanto que
para EAAHG las concentraciones utilizadas fueron de 20, 40 y 60 pg/L (rep 1, rep
2 y rep 3). Para cada determinacion el tamafio de muestra fue de 25 (n = 25), en
tanto que s representa la desviacién estandar.

Por otro lado, la incertidumbre estandar relativa para la repetibilidad se calculd

con la siguiente ecuacion:
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2 2 2
ury — ( uVrepl) + ( uYrepz ) + ( uYrepS ) (17)
rep Yrep1 Yrep2 Yrep3

Incertidumbre del Estandar de Aluminio

El certificado del estandar de Al indica que su concentracion es de 1000 + 2 mg/L
de Al. El valor de * 2 representa la incertidumbre expandida, razén por la cual se
debe dividir la incertidumbre expandida (U) entre el factor de cobertura (K = 2)

para obtener la incertidumbre estandar, como se indica en la siguiente ecuacion:
Ustd Al = Uexpgtd Al/k (18)

Una vez obtenida la incertidumbre estandar, esta se divide entre /3, ya que se
asume una distribucion rectangular, para asi obtener la estimacion de la
incertidumbre final del estandar de Al, tal y como se sefiala en la siguiente
ecuacion:

u
UWstaa = S;;%Al (19)

En tanto que la incertidumbre estandar relativa para el estandar de Al se obtuvo

a partir de la siguiente ecuacion:

u 2
Upygoq = | (S04 (20)

Ystd Al

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado CRM-S-B

El certificado del material de referencia certificado CRM-S-B indica que la
concentracion de Al es de 700 + 4 mg/L. El valor de = 4 representa la

incertidumbre expandida, razon por la cual se debe dividir la incertidumbre
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expandida (U) entre el factor de cobertura (K = 2) para obtener la incertidumbre

estandar, como se indica en la siguiente ecuacion:
UcrM-5-B = Uexp/k (21)

Una vez obtenida la incertidumbre estandar, esta se divide entre v/3, ya que se
asume una distribucion rectangular, para asi obtener la estimaciéon de la
incertidumbre estandar real del material de referencia certificado CRM-S-B, tal y

como se sefala en la siguiente ecuacion:

_ U exp/ k
Uycrm-s-B = V3

(22)

En tanto que la incertidumbre estandar relativa para el material de referencia

certificado CRM-S-B, se obtiene a partir de la siguiente ecuacion:

- (uYCRM—S—B)Z (23)

Urycrm-s-B— YCRM—-S—B

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado NIST 1566b

El certificado del material de referencia certificado NIST 1566b indica que la
concentracion de Al es de 197.2 + 6 mg/L. El valor de + 6 representa la
incertidumbre expandida, razon por la cual se debe dividir la incertidumbre
expandida (U) entre el factor de cobertura (K = 2) para obtener la incertidumbre

estandar, como se indica en la siguiente ecuacion:
UNIST 1566b — Uexp/k (24)

Una vez obtenida la incertidumbre estandar, esta se divide entre /3, ya que se
asume una distribucion rectangular, para asi obtener la estimacion de la
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incertidumbre estandar real del material de referencia certificado NIST 1566b, tal

y como se sefiala en la siguiente ecuacion:

_ Uexp/k
Uynist 1566 V3 (25)

En tanto que la incertidumbre estandar relativa para el material de referencia

certificado NIST1566b, se obtiene a partir de la siguiente ecuacion:

_ uYlenseeb)Z (26)

Urynistisesh ( YNIST1566b

Incertidumbre Estdndar Combinada (IEC)

Se combinan en forma cuadratica las fuentes de incertidumbre consideradas para

este estudio, mediante la siguiente ecuacion:

2 2 2
Ucyy = \[(umz) + (ufdn) + (usea a)®* + (Ucrm-s—p)* + (Unistiseen ) + (uyrep) (27)

Incertidumbre Estandar Relativa Combinada (IERC)

Una vez obtenida la IEC, esta se divide entre la concentracion de Al para obtener
la incertidumbre estandar relativa combinada, para ello se utiliza la siguiente

ecuacion:

ey = | (22t)’ (28)

Y al

Por otro lado, el porcentaje de la incertidumbre estandar relativa combinada se

determina mediante la siguiente ecuacion:

% Upey,, = —2AL x 100 (29)

Uy a1
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Incertidumbre Expandida (IE)

La incertidumbre estdndar combinada obtenida, se multiplica por un factor de
cobertura Kk = 2 para obtener la incertidumbre expandida, cuyo valor es
equivalente a un intervalo de confianza del 95 % (Eurachem-Citac, 2012; Valcan,

2013). Para ello se utiliza la siguiente ecuacion:

Uexpar = Ueya” K (30)

Determinacion de la Concentracion de Aluminio en Tejido Mamario

Posteriormente de que el método analitico para cuantificar aluminio mediante
espectroscopia de absorcién atémica fue optimizado, validado y estimada su
incertidumbre expandida, se procedié a cuantificar la concentracién de aluminio
en tejido mamario de ratas Sprague Dawley expuestas a los tratamientos
experimentales. Las muestras obtenidas fueron digeridas en horno de
microondas TITAN MPS (Perkin Elmer, 2014) (Figura 9). Para ello se pesaron
0.40 £ 0.02 g de tejido mamario y se colocaron en tubos de digestién de teflén de
15 x 2.5 cm que contienen 7 mL de HNOs concentrado. Las condiciones de
digestién fueron 200 °C, 35 barr, 1600 watts, durante 47 minutos (Bohrer y col.,
2008). El residuo &cido resultante se aforé a 100 mL con agua deionizada para
posteriormente cuantificar la concentracién de aluminio. La determinacién de la
concentracion de aluminio en estandar, material de referencia certificado y tejido
mamario de las ratas, se realiz6 en un equipo de absorcion atomica AAnalyst 400
en modalidad horno de grafito o electrotérmica (EAAHG o EAAET), bajo las
condiciones de operacion recomendadas por el proveedor (Neiva y col., 2002,
Perkin Elmer, 2012). Previamente, el método analitico habia sido optimizado,
validado y estimado la incertidumbre expandida, para darle confiabilidad a la

cuantificacion aluminio en tejido mamario de ratas por EAAF y EAAHG.
42



Figura 9. Horno de microondas TITAN MPS (A). Residuo
acido de muestra de tejido mamario (B). Residuo acido de
muestra control (agua desionizada) (C).
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Efecto del Aluminio en la Inestabilidad Gendmica
Quimicos

El reactivo N-metil-N-nitrosourea (MNU) N1517-1G lot # SLBF6813V, fue
adqurido en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). El reactivo de Trizol fue
adquirido de Life Technologies. El reactivo QuantiTec Rev. Transciption kit es de
la marca Qiagen (Cat. No. 205311). Los ensayos de expresion genética Tagman
fueron obtenidas de Applied Biosystems (Cat. No. 4331182 y 4308313). El cloruro
de aluminio (AICIs) utilizado, fue adquirido en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Todos los demés productos quimicos utilizados son grado analitico.

Evaluaciéon de la Inestabilidad Gendmica

Evaluacion Histopatoldgica. La inestabilidad morfolégica se evalud
mediante preparaciones de cortes histolégicos de glandulas mamarias de ratas
(Figura 10), montados en laminillas fijas, utilizando un micrétomo vy el tefiido de
las preparaciones mediante la tincion con hematoxilina y eosina, que fueron
observadas al microscopio 6ptico marca LEICA modelo DME a 40 y 100X
(Esendagli y col., 2009).

Andlisis de Micronucleos. Para la evaluacion de micronucleos (MN) se
utilizaron tres ratas Sprague Dawley hembras de 200 + 20 g de peso corporal por
grupo (Tratamiento). La colecta de muestras de sangre periférica se realizé de
acuerdo a lo establecido en la normatividad vigente (NOM-033-ZO0O-1995 y
NOM-062-Z00-1999), a los 5, 10 y 15 dias de los tratamientos experimentales.
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Figura 10. Tejido mamario de ratas Sprague Dawley.
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Para ello se recolectaron 0.5 mL de sangre periférica en tubos Ependorff de 1.5
mL de cada rata y se realizaron tres frotis (extensiones) en portaobjetos limpios.
Los frotis fueron tefildos con colorante de Wright (Balasubramanyam y col., 2009)
y posteriormente se procedio a contar el numero de MN en 2000 eritrocitos (1
MN, 2 MN o0 méas de 2 MN) (Balasubramanyam y col., 2009) en un microscopio
compuesto de la marca LEICA modelo DME (Buffalo, NY, 14240 USA).

Ensayo de Electroforesis Alcalina en Células Individuales (Ensayo
Cometa). Para corroborar la genotoxicidad, mediante andlisis de micronudcleos,
causada por aluminio en forma de AICl3, se realiz6 un ensayo cometa
exploratorio, que permite observar y cuantificar el dafio al DNA (Singh y col.,
1991). Para ello, la viabilidad celular se evalu6 con el colorante azul de tripan y
conteo de células en camara de Neubauer/hematocitometro (Garcia-Medina y
col., 2011; Pereira y col., 2013). El ensayo cometa se realiz6 de acuerdo al
método de Singh (Singh y col., 1991). Para ello se utilizaron tres ratas hembra
Sprague Dawley de los tratamientos A (-Al/-NMU) y E (+2000AI/-NMU), las cuales
fueron anestesiadas en camara de halotano para extraccion de 3 a 4 mL de
sangre mediante puncién intracardiaca y posteriormente eutanizadas por
dislocacion cervical. Un volumen de 30 uL de sangre completa se agregé a 300

UL de agarosa de bajo punto de fusién al 1 % a 37 °C.

De esta mezcla se tomaron 75 pL y fueron colocados sobre un
portaobjetos pre-cubierto con una capa de 150 pL de agarosa regular al 1% e
inmediatamente fue cubierta con un cubreobjetos y mantenidas a 4 °C durante 10
minutos. Se retird el cubreobjetos y se agregaron 75 L de agarosa de bajo punto
de fusién al 1% a 37 °C para formar otra capa y hacer una forma tipo sandwich
que fue cubierto con un cubreobjetos y mantenidas a 4 °C durante 10 minutos.
Posteriormente, las células fueron lisadas en solucioén de lisis (2.5 mM de NacCl,
KOH 1 %, 100 mM de EDTA, 10 mM de Trizma base, Triton X-100 al 1 % y DMSO
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al 10 %) durante 1 hora a 4 °C. Seguidamente, las muestras se colocaron en
camara de electroforesis oscura conteniendo buffer de corrida alcalino frio a pH
> 13 (300 mM de NaOH, 1 nM de EDTA, ajustando el pH > 13). Se dejaron
reposar las muestras durante 20 minutos en frio. Las condiciones de la corrida

electroforética fueron 25 mV, 300 mA, durante 20 minutos.

Después de la electroforesis se retiraron las laminillas y fueron lavadas
tres veces con buffer de neutralizacion (0.4 mM de buffer Tris ajustado el pH a
7.5) durante 5 minutos por cada lavado. Finalmente, las laminillas fueron lavadas
dos veces con alcohol etilico absoluto anhidro durante 5 minutos cada lavado. Se
elimind el exceso de alcohol y se dejaron secar. Se tifieron las laminillas con 25
pL de bromuro de etidio (20 pg/mL en agua deionizada) y se cubrieron con
cubreobjetos. Todas las etapas del ensayo cometa se llevaron a cabo bajo luz
indirecta amarilla o en la oscuridad. Las observaciones de los cometas se hicieron
con un microscopio de fluorescencia marca LEICA modelo DM2500 equipado con
un filtro de excitacion de 515-560 nm y un filiro de barrera de 590 nm. Las
fotografias fueron tomadas con una camara digital enfriada con luz
monocromatica, marca LEICA modelo DFC450C de 5 megapixeles, con
adaptador C-mount. Las evaluaciones de los cometas se realizaron en el
software CometScore de Tritek. El dafio del ADN se reporta como momento de
cola Olive (Olive y col., 1990).

Ensayo de Expresidén Genética Mediante RT-qPCR. Para la extraccion
de RNA total se utiliz6 el método basado en la metodologia propuesta por
Chomczynski y Sacchi (1987). Para ello se pesaron 0.050 £ 0.008 g de tejido
mamario de las ratas, que se utilizé para la extraccion de ARN total usando Trizol.
Para homogenizar las muestras se utilizé el equipo PolyTron. Al RNA total
obtenido se le estimé la pureza y la concentracion mediante las lecturas de
absorbancia a 260/280 nm en el equipo Nanodrop (Desjardins y Conklin, 2010).
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La integridad se determind mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5
% en condiciones desnaturalizantes y tefiidos con bromuro de etidio al 1.5 %
(Jacobs, 2007).

Con el RNA obtenido de cada muestra se realizd la reaccion de
transcripcion inversa para obtener el ADNc, y para ello se utilizd el reactivo
QuantiTect Reverse Transciption, bajo las condiciones de operacion
recomendadas por el proveedor (Qiagen, 2016 Cat. No. 205311). Una vez
obtenido el ADNc se procedié a evaluar la expresion de los genes BRCAL
(Fluoroforo FAM) y SCL11a2 (Fluoréforo FAM) utilizando 30 ng totales de ADNc
y ensayos de expresion genética Tagman (Applied Biosystems). Las reacciones
de RT-gPCR se llevaron a cabo en el equipo StepOne™ v2.3 (Figura 11). El gen
de referencia fue GAPDH (Fluoréforo VIC). Las reacciones duplex
(BRCA1/GAPDH y SCL11a2/GAPDH) se realizaron bajo las condiciones

recomendadas por el proveedor (Applied Biosystems, 2016).

Analisis Estadistico

La prueba de Kolmogorov-Smirnov fue utilizada para verificar la normalidad de
los datos de la evaluacion dietaria y las concentraciones de aluminio en tejidos.
Los datos de las variables que si cumplieron con los supuestos de normalidad,
fueron analizados mediante un andlisis de varianza de una via por el
procedimiento de modelos lineales generales (GLM ANOVA), donde el efecto
principal fueron los tratamientos experimentales. En el caso de la variable del
namero de micronucleos, solo se utilizaron los conteos obtenidos para células

con un micronucleo, ya que no se presentaron registros para 2 o mas MN.
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Figura 11. Equipo para RT-gPCR marca
StepOne (Applied Biosystem).
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Los datos de micronucleos y genotoxicidad fueron analizados mediante un
andlisis de varianza por modelos lineales (ANOVA-GLM) para un disefio de
bloques completos al azar. EI modelo incluyé los efectos fijos de los tratamientos
y el tiempo de muestreo (Bloques). Cuando existieron diferencias entre las
medias, se realiz6 la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer (Blair y
Taylor, 2007). Las significancias estadisticas fueron consideradas a una
probabilidad en el error Tipo | de 0.05 (P<0.05). Todos los datos fueron

procesados en el paquete estadistico NCSS version 2007.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciéon Dietaria

La evaluacion dietaria se realiz6 para determinar si los tratamientos
experimentales o el manejo de los animales de experimentacion afecta su
comportamiento bioldgico. Esto se considerd prudente determinar ya que no se
tenia la certeza de que las soluciones de aluminio (AICI3) administrado con sonda
por via intragastrica (Gavage) o la administraciéon de MNU por via intraperitoneal,
podrian afectar este comportamiento bioldgico en las ratas Sprague Dawley. En
la tabla Il se puede apreciar que no existe diferencia significativa (a = 0.05) entre
los tratamientos experimentales y cada uno de los parametros dietarios
evaluados, por lo que se puede considerar que ni los tratamientos experimentales
ni el manejo de los animales de experimentacion afectaron el comportamiento
dietario de las ratas. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros
investigadores quienes trabajaron con dietas que contienen hierro, asi como
dietas con zinc o cobre en ratas Sprague Dawley (Diwan y col., 1997; Bobrowska
y col., 2011; 2012).

Optimizacion de las Condiciones Analiticas Ideales Para Cuantificar
Aluminio Mediante Espectroscopia de Absorcion Atomica (EAA)

Calibracion de Balanza Analitica y Material Volumétrico

En la tabla Ill se presentan los resultados de la calibracion de la balanza analitica
(masa patron de 0.50 g) y el material volumétrico (pipeta de 5 mL y matraz
volumétrico de 100 mL), en donde se puede apreciar que la calibracion es
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Tabla Il. Comportamiento biolégico (media + EE) de ratas Sprague Dawley, mediante la evaluacién dietaria a través
de un analisis de varianza con un nivel de significancia del 5 % (a = 0.05).
TRATAMIENTOS*

Variables -Al/-MNU +500 Al/+MNU +1000 Al/+MNU +2000 Al/+MNU +2000 Al/-MNU -Al/+MNU Valor de P**
Consumo denalimento 1567.238i 64.16 1603.7251 81.16 1801.9371 68.59 1734.918i 64.16 1710.8981 64.16 1747.0971 68.59 NS
(ng)anancia total en peso| 84.50+ 7.61 80.68 + 9.63 75.78 +8.14 83.29+7.61 82.80+7.61 76.20+8.14 NS
g()mversién alimenticia 20.10 + 2.26 22.43+2.86 2442 +2.41 22,18 +2.26 22,14 +2.26 23.46+2.41 NS
Eficiencia alimenticia 0.06 + 0.01 0.05 + 0.01 0.04 £0.01 0.05 +0.01 0.05 £ 0.01 0.04 £0.01 NS

* = AI/MNU = + Aluminio/+ Metilnitrosourea. ** = Valor de P, NS = no significativo, significativo P < 0.05. n = ndmero de datos. EE = Error experimental
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Tabla Ill. Resultados de la calibracién de la balanza analitica (por
triplicado) con masas patron y material volumétrico (*desviacion
estandar).

Réplica Balanza Pipeta Matraz
Analitica Volumétrica Volumétrico
(masa 0.50 g) (5.0 mL) (100.0 mL)

1 0.499 4.986 99.777

2 0.499 4.999 99.635

3 0.499 4.989 99.648

4 0.499 4.986 99.668

5 0.499 4.988 99.709

6 0.499 5.003 99.673

7 0.499 4.987 99.692

8 0.499 5.012 99.745

9 0.499 4.995 99.814

10 0.499 4.994 99.849

Promedio 0.499 4.994 99.721

*DesvEst 0.000 0.008 0.072
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aceptable, ya que la desviacion estandar obtenida se encuentra por debajo de
0.10 en las tres mediciones del proceso de calibracién (CENAM-EMA, 2008). En
la seccién de anexos se muestran los valores obtenidos de la calibracion del

resto del material volumétrico empleado.

Evaluacion de Parametros Analiticos en Condiciones Ideales Para
Cuantificar Aluminio Mediante EAA por Flama

Linealidad. Este parametro se evalu6 mediante el coeficiente de
correlacion o coeficiente de Pearson (r). Para ello, se grafico la absorbancia
contra la concentracion de aluminio (Figura 12). La absorbancia graficada es el
promedio de las absorbancias obtenidas de las tres curvas de calibracién
analizadas. El valor del coeficiente de correlacion obtenido fue r = 0.9998, por lo
gue se considera aceptable la linealidad, ya que el valor obtenido esta por arriba
del valor recomendado (r = 0.995) (CENAM-EMA AC, 2009).

Exactitud. Los resultados obtenidos a partir de concentraciones de 20,
50 y 100 mg/L de Al fueron 101, 98 y 97 % (Tabla IV), los cuales se consideran
dentro del rango recomendado de 100 + 15 % por la IUPAC (Thompson y col.,
2002) y por el CENAM-EMA AC (2008).

Precision. Los resultados obtenidos del porcentaje de variacion (% CV)
para las concentraciones de 20, 50 y 100 mg/L de Al fueron de 2.15, 1.05y 1.16
% (Tabla IV), los cuales estan dentro de los criterios de aceptacidon que debe ser
< 2 % para métodos instrumentales (CENAM-EMA AC, 2009).

Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion. El limite de deteccion
de Al fue de 0.0579 mg/L, y el limite de cuantificacion fue de 0.1911 mg/L. Estos
resultados son similares a los reportados por la Compafiia Perkin EImer (2012),
y a los reportados por Correia y col. (2006), en otro tipo de muestras biolégicas,

cOmo uvas, aceitunas, entre otras.
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Figura 12. Curva de calibracién para Al mediante EAAF.

Tabla IV. Resultados de la exactitud y de la precisién para un estandar
de Al a tres concentraciones y para un material de referencia
certificado (CRM-S-B US), cuantificados por EAA por flama, por

triplicado.

Corrida STD 20 STD 50 STD 100 MRC 700

mg/L mg/L mg/L mg/L

1 20.3 49.0 92.8 707.0

2 19.7 47.9 99.1 704.0

3 20.0 49.7 100.1 702.0

4 20.3 49.3 93.8 701.0

5 20.1 49.5 100.5 708.5

Promedio 20.0 48.9 97.3 704.0

DesvEst 0.4 0.5 1.1 4.3

%REC 101.0 97.7 97.3 100.6

%CV 2.2 1.1 1.2 0.6

STD = Estandar. MRC = Material de Referencia Certificado.
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Una de las ventajas de utilizar métodos instrumentales, como lo es la
absorcién atomica, es que pueden detectar y cuantificar cantidades de metales
mucho mas pequefas que los métodos de analisis tradicionales, por ejemplo

colorimetria.

Esta ventaja analitica permite apreciar la importancia de las
concentraciones a nivel de trazas en muchos materiales, por ejemplo en
muestras biologicas y ambientales, contribuyendo asi al desarrollo de muchas
otras técnicas en las cuales los limites de deteccion altos son el mejor criterio

para aplicarlas con éxito (Miller y Miller, 1993).

Por otro lado, los resultados para determinar el porcentaje de recuperacion
de muestras fortificadas con Al, se muestran en la tabla V. Se puede apreciar que
los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron: mama (100.9), higado (103.5),
hueso (100.6), agua (103.0) y alimento (99.3 %), los cuales se encuentran dentro
del rango 85 a 115 % como lo establece la IUPAC (Thompson y col., 2002). Esto
indica que el método de descomposicion utilizado en las muestras de ratas
Sprague Dawley fue adecuado para cuantificar Al; ademas de que no existen
pérdidas por volatilizacion y/o precipitacién. Sin embargo, las muestras de
cerebro estan fuera del rango permitido (120.5 %), lo cual se puede deber a que
las ratas, contienen y/o almacenan cantidades importantes de Al en el cerebro
provenientes de otra fuente, por lo que se debe de considerar esto de manera

objetiva y analitica.
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Tabla Ill. Porcentajes de recuperacion de Al para muestras de
tejidos de ratas, agua y alimento, fortificadas con 100 mg/L de Al,
digeridas por via himeda y cuantificadas mediante EAA por flama,
por triplicado.

Muestra Control sin Fortificar |Muestra Fortificada con Al
con Al (mg/L) (% Recuperacion)
Mama 1.0 101.0
Higado 1.0 103.5
Hueso 0.8 100.6
Cerebro 2.3 120.5
Agua 1.0 107.0
Alimento 1.1 99.3
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Exactitud y Precision a Partir de un Material de Referencia Certificado (MRC)

Como se puede apreciar en la tabla 1V, el porcentaje de recuperacion obtenido
fue de 100.62. Este valor se considera aceptable se encuentra muy cercano al
100 % de recuperacion. La precision se determind mediante el porcentaje del
coeficiente de variacion (% CV), obteniéndose un valor de 0.61, por lo se
considera aceptable debido a que para métodos instrumentales se acepta un
valor menor del 2 % (IUPAC, 2012). Con base en los resultados obtenidos de los
pardmetros analiticos evaluados, es importante sefialar que aun falta por evaluar
estos mismos parametros analiticos a través de espectroscopia de absorcion
atomica por horno de grafito, con la finalidad de analizar con cantidades de
muestra muy pequefias y/o con concentraciones de Al que no se pueden detectar
por flama. Por otra parte, se sugiere realizar la descomposicion de las muestras
a través de horno de microoondas, que tienen una mejor eficiencia en el proceso

de descomposicion (Bohrer y Col., 2008).

Validacién del Método Analitico Para Cuantificar Aluminio en Ratas
Sprague Dawley Mediante Espectroscopia de Absorcién Atémica por
Flamay Horno de Grafito.

Validacion del Método

Linealidad. EI proceso de validacién del método analitico se realizo
primeramente a partir de la linealidad, la cual se llevo a cabo por EAAF y por
EAAHG. En la figura 13 se puede apreciar que el coeficiente de correlacién (r)
fue de 1.000 lo cual indica que la asociacion entre concentracion de Al y la
absorbancia es lineal para las concentraciones de 10, 20, 50, 100 y 200 mg/L, en
la variante analitica de EAAF. En la figura 14, la linealidad mediante el coeficiente

de correlacion (r) fue de 0.9993, para la variante analitica de EAAHG.
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Ambas pendientes (m) tienen el mismo valor de 0.004. Estos resultados indican
que este parametro analitico es aceptable, ya que el criterio de aceptacion es de
r 2 0.995 (Thompson y col., 2002). Los resultados obtenidos para la linealidad
son similares a los obtenidos por otros investigadores en el proceso de validacion
de un método para la cuantificacion de Al como adyuvante en vacunas,
cuantificado por EAA por flama (Mishra y col., 2007). El resultado para linealidad
también es similar al obtenido por otros investigadores quienes evaluaron cuatro
métodos diferentes para la digestion de tejido de ratones albinos Swiss y posterior

cuantificacion de Al mediante EAA por horno de grafito (Bohrer y col., 2008).

En otro trabajo de investigaciéon se valido un método analitico para
determinar Al, Cu y Pb en uvas, mediante EAA por horno de grafito (Correia y
col., 2006). Sin embargo, ellos no evaluaron la linealidad mediante el
coeficiente de correlacion, lo que hicieron fue establecer el rango de linealidad
para Al que fue de 1.1 a 50.0 pg/L. A diferencia del presente trabajo en el cual se

establecio el rango de linealidad de 10 a 80 pg/L de Al.

Exactitud y Precision. En la tabla VI se muestran los resultados
obtenidos para exactitud y precision para ambos métodos. Se puede apreciar que
la exactitud evaluada mediante el % Rec fue de 100.62 y 97.75 % para EAAF y
por EAAHG, respectivamente. Por su parte, la precision evaluada mediante el %
CV fue de 0.610 y 1.301 para EAA por flama y horno de grafito, respectivamente.
Los resultados obtenidos se consideran aceptables ya que para la exactitud el
criterio de aceptaciéon es de 100 + 5 % para el porcentaje de recuperacién cuando
se utiliza un material de referencia certificado (CRM-S-B), y para la precision el
criterio de aceptacion es % CV < 2 % para métodos instrumentales (Thompson y
col., 2002).

60



Tabla IVI. Estimacién de la exactitud y la precisién de un
material de referencia certificado (CRM-S-B) por EAAF
EAAHG.

REPLICA* [Al] [Al]
(70 mg/L) (70 pgl/L)
EAAF EAAHG
1 70.2 69.5
2 71.2 68.9
3 70.4 69.1
4 70.4 68.7
5 70.0 68.8
6 70.4 67.8
7 70.2 67.1
8 70.0 66.9
9 71.2 69.2
10 70.4 68.3
PROMEDIO 70.4 68.4
DS 0.4 0.89
%Rec 100.6 97.8
%CV 0.6 1.3

*Cada réplica fue realizada por triplicado. DS = Desviacion
estandar. %oRec = % de Recuperacion. %CV = Coeficiente de
Variacion.
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Estos resultados son similares a los obtenidos por otros investigadores
(Mishra y col., 2007) para Al en vacunas (porcentaje de recuperacion entre 93.3
y 103.4 %, con un coeficiente de variacion de 1.6) y similares a los obtenidos
durante la validacion del método para cuantificar cobre y otros metales (entre
ellos Al) en frutos del olivo (aceituna), mediante EAA por horno de grafito, con
porcentajes de recuperacion superiores al 95 % y coeficientes de variaciéon del
3.0 % (Soares y col., 2006); sin embargo en el presente trabajo los resultados

mostraron una mayor precision (% CV menor a 1.4 % en comparacion al 3.0 %).

Repetibilidad. La precision también se evalué bajo condiciones de
repetibilidad, que es la evaluacién de la precision realizada bajo las mismas
condiciones de trabajo (el mismo analista, el mismo equipo, tiempos cortos)
(Liang y col., 2013). Los resultados obtenidos para la repetibilidad se muestran
en la tabla VII. Como se puede apreciar, el método es repetible para las tres
concentraciones de Al determinado por EAA por flama y para las tres
concentraciones de Al determinadas mediante EAA por horno de grafito, con un
nivel de significancia del 5 % (a = 0.05), para n = 25. Los resultados de
repetibilidad obtenidos son similares a los obtenidos durante la validacién del
método para determinar la concentracion de Al en uvas (Correia y col., 2006).

Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacién. Los resultados
obtenidos de LD y LC para Al determinado por EAAF fueron de 0.06 y 0.19 mg/L
y de 0.05 y 0.18 pg/L determinado por EAAHG, respectivamente. Estos
resultados obtenidos para LD y LC son mas pequefios que los reportados por
Mishray col. (2007) para Al como adyuvante en vacunas, determinado por EAAF,
ya que reportan LD de 0.229 mg/L y LC de 1.11 mg/L, asi también son mas
pequefios que los reportados en otras investigaciones que reportan LD de 1.11
pg/L y LC de 3.70 pg/L de Al determinado por EAAHG (Soares y col., 2007).
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Tabla VII.- Analisis de precision bajo condiciones de
repetibilidad para tres concentraciones diferentes de Al,
determinadas por EAAF y EAAHG, respectivamente.

[Al] F calculada F tablas Decision
EAAF
20 mg/L* 1.4144 2.8660 Repetible
50 mg/L* 2.3872 2.8660 Repetible
100 mg/L* 2.5780 2.8660 Repetible
EAAHG
20 pg/L* 1.3070 2.8660 Repetible
40 pg/L* 1.6787 2.8660 Repetible
60 pg/L* 2.1921 2.8660 Repetible

* n = 25. Cinco réplicas por semana durante cinco semanas. a =
5%.
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El proceso de validacion del método se realizo utilizando un material de
referencia certificado de tejido de ostion (NIST 1566b), ya que no fue posible
utilizar un material de referencia certificado de tejido de ratas. Este material de
referencia certificado contiene una concentracion de Al de 197.2 + 6.0 mg/Kg.
Los resultados obtenidos para la exactitud a través del % Rec fueron de 100.60
% para flama y de 100.5 para horno de grafito. El criterio de aceptacion para un
material de referencia certificado es 100 = 5 % (CENAM-EMA AC, 2012). Estos
resultados representan un valor muy cercano a 100 % y representa un rango mas
estrecho con respecto a los resultados obtenidos en otro trabajo al utilizar hojas
de espinacas (NIST 1570a) como material de referencia certificado que sustituye
a las uvas (Correia y col., 2006). El porcentaje de recuperacion que obtuvieron
fue de 97 % para aluminio. Sin embargo, en otra investigacién obtuvieron un
porcentaje de recuperacion entre 89 y 121 % (105 + 16) para aluminio al utilizar
higado de pollo como material de referencia certificado, para sustituir a tejido de

ratén albino Swiss (Bohrer y col., 2008).

Aplicabilidad del Método Validado

El método validado se utilizd en tejidos de ratas (mama, higado, hueso y
cerebro), agua de beber y alimento para ratas sin fortificar y fortificados con 100
mg/L de estandar de Al, previa digestion en horno de microondas. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla VIII. Como se puede apreciar, los porcentajes
de recuperacion de Al en los diferentes tejidos de rata, alimento, agua y controles
se encuentran dentro del rango de 100 + 15 %, recomendado (Thompson y col.,
2002). Es importante mencionar que los blancos de digestion para EAA por flama
no se les detectd presencia de Al, ya que los valores se encuentran menores al

l[imite de cuantificacion.
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Tabla VII. Porcentaje de recuperacion para muestras de tejido de ratas
fortificadas con 100 mg/L de Al para EAAF, y fortificadas con 200 pg/L de Al
para EAAHG, control sin fortificar y MRC.

Muestra Control sin | Muestra fortificada | Muestra fortificada
fortificar (% Rec) (% Rec)
(mg/L) EAAF EAAHG
Mama 0.3 100.9 109.0
Higado 0.2 103.5 93.5
Hueso 0.4 100.6 105.0
Cerebro 0.3 109.0 104.0
Alimento para ratas 0.5 99.3 101.2
Agua de beber 0.0 101.0 100.2
Blanco de digestion 0.1 100.4 100.1
MRC (NIST 1566b)* 100.6 100.5

*MRC = Material de Referencia Certificado (Tejido de ostion)

65




Consideraciones Adicionales

Una vez validado un método analitico y demostrado su aplicabilidad (Kaur
y col., 2006), lo que procede es estimar la incertidumbre para darle plena
confiabilidad a los resultados obtenidos, por lo que es un requisito que establece
la normatividad internacional (NTC-ISO/IEC-17025:2005). Si bien es cierto, existe
una gran cantidad de articulos cientificos relacionados con diversas
metodologias analiticas para cuantificar Al en diferentes tipos de tejidos de
animales de experimentacion o en humanos, la mayoria de ellos no lo realizan o
no consideran el proceso de validacion del método empleado. En la literatura
cientifica existen pocos trabajos que se han enfocado a este proceso de
validacion y son menos aun los trabajos en los cuales después de validar el
método analitico, estiman la incertidumbre (Sharma y Mishra, 2006;
Theodorsson, 2012).

Estimacién de la Incertidumbre Expandida de un Método Analitico para
Cuantificar Aluminio en Tejidos de Ratas Sprague Dawley Mediante EAAF
y EAAHG

Concentracion de Masa del Elemento Medido en el Instrumento a Través de

la Curva de Calibracion

La incertidumbre estandar y relativa de la concentracion de masa de
aluminio mediante la respuesta del instrumento se calcul6 con la ecuacion 6. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla IX.

Incertidumbre del Material Volumétrico

Los resultados obtenidos de la estimacion de la incertidumbre estandar y
relativa para el material volumétrico empleado (matraz de 100 mL, pipetas
volumétricas de 1, 2, 5, 10 y 20 mL) considerando la tolerancia del material
volumétrico (Tol), la temperatura de la medicion (T en °C) y la repetibilidad de la

calibracion del material volumétrico (rep) se resumen en la Tabla X.
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Tabla IX. Resumen de los componentes de incertidumbre y sus valores para
estimar la incertidumbre estandar y relativa de la concentracion de aluminio
obtenida a partir de la curva de calibracion en respuesta al instrumento, para

EAAF y EAAHG, respectivamente.

Abreviatura EAAF EAAHG
(Ecuacion 6y 7)

S 8.281 x 106 1.893 x 102
b1 0.004 0.004

p 5 5

n 15 15

Y xi 49.275 61.150
YMR 76 60

Sxx 24120 4000
Uyx 1.132 x 102 2.425 x 10t
Uryx 2.296 x 10 3.966 x 103
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Tabla X. Resumen de los componentes de incertidumbre y sus valores para estimar
la incertidumbre estandar y relativa del volumen del material volumétrico.

Abreviatura Matraz Pipeta Pipeta Pipeta Pipeta Pipeta
(Ecuacion 8,9,10,11)| 100 mL 1mL 2mL 5 mL 10 mL 20 mL
Tol 0.08 0.006 0.010 0.01 0.02 0.03
T 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
a 21x10%|21x10%|21x10*|21x10%| 2.1x10* | 2.1x10*
V (mL) 100 1 2 5 10 20
Srep 1.894x101|5.263x103 | 8.020x103 | 1.549x102 | 1.398x102 | 3.285x102
Vi V30 | 30 | 30 | 3 | 30 V30
Uv100 7.705x102| - | e | e | e | e
Urv100 7.710x10%| - | e | e [ e ] e
Ui | - 2.700x103| - | e [ |
Uvi | - 2.700x103| - | e [ e | e
Uz | - | e 4504x10%| - | |
Uve | - | - 2.257x103| - | |
Us | === | e e 5.819x103| - | -
Uvs | == | e | 1.164x103| - | -
Uvio | = | e | e 1.017x102| -
Uvio | = | e | e ] e 1.017x103 | -
Uveo | | e | e e e 1.821x1072
Uvz2o | === | == | e | e e 9.106x10*
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Incertidumbre para el Factor de Dilucion (fd)

Los resultados obtenidos para la incertidumbre estandar y relativa para
los factores de dilucion empleados se muestran en la tabla XI.

Incertidumbre para la Repetibilidad de las Mediciones

Los resultados obtenidos para la repetibilidad de las mediciones se
resumen en la tabla Xll. Es importante senalar que la repetibilidad se determind
utilizando cinco réplicas por semana durante cinco semanas (n = 25) y que las
concentraciones que se utilizaron fueron de 20, 50 y 100 mg/L para EAAF y de
40, 60 y 80 pg/L para EAAHG, respectivamente.

Incertidumbre de la Pureza del Estdndar de Aluminio (1000 + 2 mqg/L)

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla XIlII.

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado CRM-S-B (700 £ 4 mg/L)
Los resultados obtenidos se resumen en la tabla XIlII.

Incertidumbre del Material de Referencia Certificado NIST 1566b (197.2 + 6
ma/L)

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla XIII.

Es importante sefialar que los valores obtenidos de incertidumbre estandar
y relativa de ambos materiales de referencia certificados para EAAF y EAAHG,
son menores a los obtenidos por Patriarca y col. (2004) cuyo valor de
incertidumbre relativa para un material de referencia fue de 0.026. Gates y col.
(2009) y Krouwer (2003), sugieren que se debe de tomar muy en cuenta las
fuentes de incertidumbre que se seleccionan para estimar la incertidumbre de un
material de referencia certificado, ya que han demostrado que la masa y la
densidad del material de referencia certificado (MRC) influyen mucho en los
valores obtenidos de incertidumbre para este tipo de materiales, que repercuten
en la evaluacion de la concentracion del mensurando y por lo tanto en la

estimacioén de la incertidumbre.
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Tabla XI. Resumen de la incertidumbre estandar y relativa para el factor
de dilucion utilizado para realizar la curva de calibracion para aluminio,
determinado por EAAF y EAAHG, respectivamente.

Factor de dilucion Incertidumbre estandar | Incertidumbre relativa
(Ecuacion 12,13,14,15) | (Ecuacion 12,13,14,15)

100 (1:100) 7.710x102 7.710x10*

50 (2:100) 7.718x10%? 1.543x10®

20 (5:100) 7.705x10%? 3.959x103

10 (10:100) 7.772x102 7.772x103

5 (20:100) 7.707x102 1.541x10°

10000 (1:100 + 1:100) 1.090x101 1.090x10°

Tabla VIII. Resumen de cada uno de los componentes de incertidumbre y
sus valores para estimar la incertidumbre estandar y relativa para la
repetibilidad (rep) en la determinacién de aluminio mediante EAAF y
EAAHG, (mg/L y ug/L) respectivamente.

Componente EAAF EAAHG
(Ecuacion 16,17)
Svrept 0.433 0.486
Svrep2 0.241 0.353
Svyreps 0.760 0.480
Vn V25 V25
Yrep1 20.02 40.04
Yrep2 49.49 60.36
Y'rep3 99.62 80.26
Uvrep 1.814x10* 1.537x10?
Uryrep 2.321x107 1.537x102
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Tabla VIl . Resumen de los componentes de incertidumbre y sus valores para
determinar la incertidumbre estandar y relativa para la pureza de un estandar
de aluminio y para dos materiales de referencia certificados de aluminio,
determinados mediante EAAF y EAAHG, respectivamente.

Componente EAAF EAAHG
(mg/L) (na/L)
Pureza de STD de Al (Ecuacion 18,19,20)
Yal 1000 1000000
k 2 2
Uexp 2 2
Uystd Al 5.773x10* 5.773x10*
Urvstd Al 5.773x10* 5.773x10
CRM-S-B (Ecuacién 21,22,23)
Yal 700 700000
k 2 2
Uexp 4 4
Uystd Al 2.240x10* 2.240x10?
Urvstd Al 3.200x10* 3.200x10
NIST 1566b (Ecuacion 24,25,26)
Yal 197.2 197200
k 2 2
Uexp 6 6
Uystd Al 1.732 1.732x103
Urvstd Al 8.783x10°3 8.783x10°®
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Incertidumbre Estandar Combinada, Relativa, Porcentaje de incertidumbre

relativa y Expandida para la Concentracién de Al Cuantificado mediante
EAAF

Los valores obtenidos de cada una de las fuentes de incertidumbre
estandar se sustituyen en la ecuacion 27 para obtener la incertidumbre estandar

combinada de la concentracion de aluminio:

Upy,, = +/(0.01131)% + (0.07742)2 + (0.5773)2 + (0.2240)2 + (1.7321)2 + (0.1814)2 =
1.8547 mg/L

La incertidumbre estandar relativa combinada para la determinacién de Al

mediante EAAF se obtiene sustituyendo los datos obtenidos en la ecuacién 28:

u _ (1.8547 mg/L
reral 49.275 mg/L

2
) =3.7639 x 102

Sustituyendo el valor de la incertidumbre estandar combinada y la
concentracion de Al en la ecuacion 29, multiplicado por 100 se obtiene el

porcentaje de la incertidumbre estandar relativa combinada:

% Upey,, = ot x 100 = 3.76

49.275

Finalmente, la incertidumbre expandida (U) se obtiene sustituyendo el
valor obtenido de la incertidumbre estandar combinada y multiplicandolo por el
factor de cobertura kK = 2, que permite obtener un intervalo de confianza del 95
%, como se sefiala en la ecuacion 30:

Uc,, = 1.8547 mg/L * 2 = 3.7093 mg/L
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En la tabla XlII se resumen los resultados de los valores obtenidos para cada una
de las fuentes de incertidumbre estandar y relativas evaluadas para la
determinacion de Al mediante EAAF. Por otro lado, como se puede apreciar en la
figura 23, la principal fuente de aportacion de incertidumbre es la relacionada con
el factor de dilucidn. En buena medida, hasta cierto punto es justificable debido a
que en esta etapa del analisis intervienen cinco factores de diluciéon cuando se
determina aluminio mediante EAAF, y esto de alguna manera influye en el
resultado. De manera puntual, el factor de dilucion contribuye con el 74.2 % de

la incertidumbre estandar relativa.

Incertidumbre Estandar Combinada, Relativa y Expandida para la

Concentracion de Al Cuantificado mediante EAAHG

Los valores obtenidos de cada una de las fuentes de incertidumbre
estandar se sustituyen en la ecuacion 27 para obtener la incertidumbre estandar
combinada de la concentracion de Al:

Uy, = +/(0.2445)% + (0.1090)% + (1.5366x102)2 + (0.2240)% + (1.7321)2 =
1.8585 pg/L
La incertidumbre estandar relativa combinada para la determinacién de Al

mediante EAAHG se obtiene sustituyendo los datos obtenidos en la ecuacién 28:

_|r1.8585 pg/L\%_ B
ey, = | (oot ug/L) =3.0392 x 10

Sustituyendo el valor de la incertidumbre estandar combinada y la

concentracion de Al en la ecuacidon 29 se obtiene el porcentaje de la

incertidumbre estandar relativa combinada:
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_1.8585 _
% urcyAl = m x 100 = 3.03

Finalmente, la incertidumbre expandida (U) se obtiene sustituyendo el
valor obtenido de la incertidumbre estandar combinada y multiplicandolo por el
factor de cobertura kK = 2, que permite obtener un intervalo de confianza del 95

%, como se sefala en la ecuacion 30:

Uc,, = 1.09 pg/L*2 = 3.717 pg/L

En la tabla Xlll se resumen los resultados de los valores obtenidos para
cada una de las fuentes de incertidumbre estandar y relativas evaluadas para la
determinacion de Al mediante EAAHG. En la figura 15, se puede apreciar que
cuando se determina Al mediante EAAHG, la principal fuente de aportacién de
incertidumbre es la relacionada con la repetibilidad de las mediciones. De manera
puntual, la repetibilidad de las mediciones contribuye con el 50.6 % de la
incertidumbre estandar relativa. Forte y Bocca (2007), encontraron una respuesta
similar al determinar el porcentaje de incertidumbre relativa con respecto a la
reproducibilidad del método analitico para determinar cadmio y plomo para
visceras de pollo cuantificados por SF-ICP-MS. Particularmente su resultado fue
que la reproducibilidad contribuye con el 50 % de incertidumbre para cadmio y
con el 75 % para plomo. Esto se puede hasta cierto punto entender, ya que la
reproducibilidad es la determinacion de la precision del método con respecto a

un diferente analista, en diferente equipo de cuantificacion de Cd y Pb, y tiempos
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Figura 15. Contribucion grafica de las fuentes de incertidumbre
en la cuantificacion de aluminio mediante EAAF v EAAHG.
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diferentes. En tanto que la repetibilidad es el mismo analista y el mismo equipo,
en tiempos cortos (Eurachem-Citac, 2013, ISO/IEC 17025:2005).

En la tabla XIV se resumen los valores obtenidos para la incertidumbre
estandar relativa combinada y la incertidumbre expandida. Si bien es cierto los
valores de estos dos ultimos parametros son similares en magnitud para ambos
meétodos, también indican que los valores son relativamente bajos por lo que se
puede considerar que son valores aceptables. Patriarca y col. (2004), obtuvieron
porcentajes de incertidumbre relativa entre 17 y 20 % para la determinacion de
plomo en sangre. Sin embargo y a pesar de estos resultados, la normatividad
internacional relacionada con los mecanismos y las guias para estimar la
incertidumbre expandida de una medicion analitica, aun no ha establecido los
valores deseables o que se pudieran considerar dentro de un rango aceptable o
un valor menor o igual a una cantidad establecida. Por lo que se considera
trabajar en ello para poder establecer un criterio internacional que pueda indicar
que valores de incertidumbre se consideran aceptables para los métodos
analiticos y/o las técnicas que se emplean para determinar la incertidumbre de
algun mensurando en particular (Eurachem-Citac, 2013; ISO/IEC 17025:2005;
Hall, 2007). Ademas, resulta imperativo revisar la terminologia y la forma de
estimar la incertidumbre ya que algunos autores consideran que la Guia para la
Expresion de la Incertidumbre en las Mediciones (GUM, por sus siglas en inglés)
debe ser analizada y actualizada (Hall, 2008; Ellison, 2014; Ehrlich, 2014). Por
otro lado, son escasos los trabajos en los que se estima la incertidumbre
expandida en la determinacion de aluminio a partir de tejidos biol6gicos mediante
EAAF y EAAHG o ICP-EOS (Espectroscopia de emision con plasma acoplado
inductivamente), por lo que resulta complicado discutir y/o comparar resultados.
El unico articulo que se ha encontrado en el que estiman el porcentaje de
incertidumbre del método analitico para cuantificar Al en desodorantes mediante

el método complejométrico es el de Kayal y col. (2009).
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Tabla XIV. Resumen de los valores obtenidos para la incertidumbre estandar
combinada, la incertidumbre estandar combinada relativa, el porcentaje de
incertidumbre estandar relativa y la incertidumbre expandida asociada con la

concentracion de aluminio

determinado  por

EAAF 'y EAAHG,

respectivamente.

Parametro EAAF EAAHG
(Ecuacién 27,28,29,30)

Incertidumbre estandar 1.9 mg/L 1.9 pg/L
combinada

Incertidumbre estandar 3.764x1072 3.309x1072
combinada relativa

Porcentaje de incertidumbre 3.8 3.0

estandar combinada relativa

Incertidumbre expandida
(k=2)

49.3 £ 3.7 mg/L

61.2 + 3.7 uglL
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Estos autores obtuvieron un resultado entre 1.2 y 2 % de incertidumbre,
en tanto que en el presente trabajo el porcentaje es de 3.76 y 3.03 % para EAAF

y EAAHG, respectivamente.

En otras investigaciones, se han realizado trabajos de estimacion de la
incertidumbre expandida para otros metales y tejidos de diferente origen como el
de plomo en sangre humana (Patriarca y col., 2004); As, Hg, Pb, Cd y Cu en
tejido de peces (Entwisle y Hearn, 2006; Psoma y col., 2014; Santanay col., 2011;
2015); Cd y Pb en menudencias de pollo (Forte y Bocca, 2007); Fe en cerebro
de oveja (Douglas y col., 2016); Cd, Cu, Fe, Pb, Sn y Zn en pasta de tomate
(Yenisoy-Karakas, 2012); Zn y Cu en tejido de plantas (Mestek y col., 2001;
2002); As, Cd y Pb en leche de vaca y formulada para infantes (Frazzoli y Bocca,
2018); contaminantes inorganicos a nivel traza en productos alimenticios (Coelho
y col., 2013); elementos esenciales y no esenciales en planta medicinales y sus

extractos acuosos (Senilay col., 2014), entre otros.

Todos se apegan a lo que establece la guia de EURACHEM-CITAC y de
manera general los resultados obtenidos son similares a los encontrados en la

presente investigacion.

Determinacién de la Concentracion de Aluminio en Tejido Mamario

En la tabla XV se reportan los resultados de la concentracion de Al en tejido
mamario de ratas Sprague Dawley, asi como la evaluacién a través de las
pruebas de Chi-cuadrada y comparaciéon multiple de Tukey-Kramer. Se puede
apreciar que existe diferencia significativa (a = 0.05) entre el tratamiento
+2000AIl/-MNU con respecto a los demas tratamientos experimentales, con un

valor de 38.17 + 2.49 ug de Al/g de tejido mamario.
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Tabla XV. Concentracion de aluminio en pg/L (medianas) en tejidos de ratas
Sprague Dawley cuantificados por EAAHG, evaluados mediante chi cuadrada
(X?) y con la prueba de comparaciéon multiple de Tukey Kramer, con un nivel de
significancia del 5 % (a = 0.05).

TRATAMIENTOS*

Variables

-Al/-MNU

+500AI/+MNU

+1000Al/+MNU

+2000Al/+MNU

+2000Al/-MNU

-Al/+MNU

Valor de
P**

n

8

5

7

8

Mama

11.41#8

7.83%

11.72%

12.312

38.17°

17.92%

0.0001

* = AI/MNU = + Aluminio/+ Metilnitrosourea.

** = Valor de P, NS = no significativo, significativo P < 0.05
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Otros estudios reportan que la concentracion de aluminio es mayor en
glandula mamaria de ratas Sprague Dawley, en relacién a otros tejidos, al
cuantificar la concentracion de varios metales suministrados por la dieta (Oogoshi
y col., 1994). Por otro lado, estos resultados indican que no existe un efecto
sinérgico en los tratamientos que contienen aluminio y MNU (+500Al/+MNU,
+1000AI/+MNU, +2000Al/+MNU), por lo que se puede sospechar que los efectos
que produce la administracion de MNU no requieren aluminio como
microelemento esencial para la tumorigénesis, o que el MNU provoca
alteraciones en el mecanismo de transporte de aluminio. Este efecto ha sido
observado al determinar que la administracion de MNU en ratas, produce
alteraciones en el transportador de zinc ZnT-1 y esto genera una falla en el

mecanismo de transporte de zinc (Lee y col., 2003; Lee y col., 2004).

Efecto del Aluminio en la Inestabilidad Gendmica

Evaluaciéon de la Inestabilidad Gendmica

Evaluacion Histopatologica. Las preparaciones histolégicas de glandula
mamaria de rata Sprague Dawley se aprecian en la figura 16. En la figura 18A,
se pueden observar los diferentes estratos que lo conforman. En la figura 18B,
se aprecia el tejido mamario en el cual hay tejido adiposo, arteriolas, conductos
mamarios y lobulilos mamarios. La evaluacion histologica de la glandula
mamaria, para los fines de la presente investigacion, presenta elementos bien
definidos los cuales pueden calificarse segun el tratamiento estimulador de la
proliferacion celular de conductos y lobulillos mamarios. Esto es muy importante
desde el punto de vista comparativo, ya que al inducir cancer de mama en ratas
Sprague Dawley y/o administrar soluciones de aluminio, se pueden evaluar las
alteraciones mas frecuentes asociadas con cancer de mama, ya que el cancer

del tipo carcinoma ductal invasivo que se desarrolla en el conducto mamario, es
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4 Epidermis

Dermis

Muscular

Tejido mamario

Figura 16. Cortes histologicos de la glandula mamaria de ratas
Sprague Dawley, tefiidos con hematoxilina y eosina (A 40X y B
400X).
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el que representa alrededor del 80 % de los casos de cancer de mama. En tanto
gue el carcinoma lobular invasivo representa alrededor del 10 % de los casos de
éste.

Los resultados histopatoldgicos obtenidos se muestran en la figura 17. En
esta figura se muestra que el efecto de los tratamientos experimentales es de tipo
hiperplasico y que no existe evidencia de desarrollo de cancer (adenocarcinoma)
(Thompson y col., 2000; Ensendagli y col., 2009; PerSe y col., 2009). A pesar de
gue se sabe que el MNU es un inductor de cancer de mama en ratas de
laboratorio, en la presente investigacion y bajo las condiciones experimentales
propuestas, este agente no causd cancer de mama, solo o con AICI3 a las
concentraciones evaluadas (Lee y col., 2001; Sharma y col., 2005; Vegh and
Enriquez, 2007; Goss y col., 2007; Krishnan y col., 2009; Faustino-Rocha y col.,
2013). Sin embargo, en nuestra investigacion este compuesto solo provocé
minima proliferacion celular intraductal (F), bajo las condiciones experimentales
evaluadas. Trabajos previos indican que los adenocarcinomas aparecen después
de 140 dias de aplicacion del MMU (Rajmani y col., 2011). En el tratamiento -Al/-
MNU (A) se puede apreciar que no existe proliferacion celular intraductal, lo cual
es de esperarse ya que este tratamiento representa el control negativo de este
estudio. El hallazgo histopatolégico mas significativo es que el aluminio del
tratamiento E, es capaz de provocar proliferacion celular intraductal comparado
contra los demas tratamientos (B, C, D y F). Estudios histopatolégicos previos
han demostrado que el aluminio en forma de AICls, cuando es administrado por
via oral durante 30 dias, es capaz de provocar dafio hepatico en ratas Sprague
Dawley (Turkez y col., 2010).
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-AlI-NMU +500A1+NMU +1000AI+NMU |

+2000Al/+NMU +2000Al/-NMU -Al/+NMU

Figura 17. Evaluacion histopatolégica de tejido mamario de ratas Sprague
Dawley expuestas a los tratamientos experimentales. Se puede apreciar que el
efecto de los tratamientos es de tipo hiperplasico (proliferacion celular
intraductal). HE 400X.
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Andlisis de Micronucleos. El analisis de micronucleos (MN) es un indicador
valioso para evaluar genotoxicidad mediante roturas de cromosomas (Turkez y
col., 2010; Geyikoglu y col., 2012). Los resultados completos obtenidos para el
conteo de micronucleos (MN) se muestran en la tabla XVI y muestran que en el
control negativo (-Al/-MNU) no se detecto la presencia de MN a los 5, 10 y 15
dias. En el caso de los conteos con 1 MN/eritrocito, se encontré un efecto del
tratamiento y el tiempo de exposicion (P < 0.05), tal como se aprecia en la figura
18. Los resultados indican que los tratamientos con Al y MNU (500AI/+MNU,
1000Al/+MNU y 2000AI/+MNU) causaron un efecto aparente intermedio. Lo
anterior significa que no hubo un efecto sinérgico entre aluminio y MNU, tal y
como ya se observé en los resultados obtenidos para concentracién de aluminio

en glandula mamaria y en la evaluacion histolégica de mama.

Los tratamientos en donde se observa una mayor (P < 0.05) cantidad de
MN/eritrocito son los de +2000Al/-MNU y -Al/+MNU vy, aunque la media de los
MN sea mayor en el tratamiento +2000Al/-MNU comparada contra la media
del tratamiento -Al/+MNU, no hubo diferencia (P > 0.05); y esto se debe a que la
varianza entre las réplicas para el tratamiento +2000Al/-MNU es grande. Cabe
destacar que el tratamiento que solo contiene aluminio, por si mismo es capaz
de producir genotoxicidad en las ratas Sprague Dawley. También es importante
sefalar que los efectos genotoxicos comienzan a manifestarse de manera
significativa (P < 0.05) a partir del dia 10 y mostrandose valores mayores al dia
15 (efecto del tiempo de exposicion), lo cual indica un efecto subagudo por
bioacumulacién de aluminio. En trabajos previos se ha determinado que agentes
genotoéxicos como la ciclofosfamida povocan una aparicion de MN en sangre
periférica de ratas, antes de las 24 hr (Mughal y col., 2010). En nuestro trabajo el
MNU (-Al/+MNU) provocoé aparicion de MN, pero lo hizo hasta los 10 dias de

exposicién y en menor cantidad que el tratamiento +2000Al/-MNU.
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Tabla XVI. Genotoxicidad causada por los tratamientos experimentales mediante
el conteo de microndcleos (MN) en cada 2000 eritrocitos de sangre periférica de
ratas Sprague Dawley hembras, alos 5, 10 y 15 dias de exposicion.

5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS
TRATAMIENTOS [1MN [2MN [ >2MN | 1MN [ 2MN [ >2MN | 1MN [ 2MN [ >2 MN
(A) -Al-NMU 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(B) 500A/+NMU 0 0 0 4 0 0 6 0 0
(C) 1000AI/+NMU 0 0 0 2.6 0 0 113 | 0 0
(D) 2000AI/+NMU 0 0 0 4 0 0 8 0 0
(E) 2000Al-NMU 0 0 0 9.3 0 0 286 | 26 0
(F) -Al/+NMU 1 0 0 8 0 0 18.6 | 06 0
40.0 -

Tratamientos

395 @ A (-Al-NMU)
o A B (+500Al/+NMU)
— . @ C (+1000Al/+NMU)
< 250 - w D (+2000A/+NMU)
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Figura 18. Genotoxicidad (1 micronucleo/eritrocito) causada por
los tratamientos experimentales en sangre periférica de ratas
Sprague Dawley a los 5, 10 y 15 dias de exposicion.
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Balasubramanyan y col., (2009 a,b), determinaron que nanoparticulas de
Al203 provocan incrementos en la cantidad de micronucleos hepéticos en ratas
hembras Wistar, a las que se les administran las nanoparticulas por via
intraperitoneal. También observaron que al aumentar la dosis (500, 1000 y 2000
mg de Al/Kg de peso corporal) aumento la cantidad de MN, comparadas contra
ratas del grupo control y a las que se les administro ciclofosfamida (CFA) como
agente genotoxico. Esta genotoxicidad fue corroborada por Klien y Godnié¢-Cvar
(2012).

Por otro lado, Turkez y col. (2010, 2011, 2012) evaluaron la genotoxicidad
hepatica provocada por soluciones de AICIs en ratas Sprague Dawley.
Observaron que dosis subcronicas de AICIs, administrada por via intraperitoneal
durante 10 semanas, causo incrementos en la cantidad de microndcleos y este
efecto se pudo revertir utilizando &cido bdrico o borax. Geyikoglu y col. (2012),
encontraron que AlCIs, a dosis de 3 mg de Al/Kg de peso corporal, induce
genotoxicidad mediante la formacion de MN en hepatocitos de ratas Sprague
Dawley, cuando el aluminio es administrado por via intraperitoneal durante 10
semanas. Por su parte, Al-Obaidy y col. (2016) demostraron que soluciones de
AlClz a dosis de 10, 15y 25 mg de Al/Kg de peso corporal de ratas albinas (Rattus
norvegicus) macho, provocé aumentos en la cantidad de micronucleos en médula
0sea, cuando el aluminio se administré por via intraperitoneal y que la cantidad
de micronucleos es mayor al aumentar la dosis. Aunque hay que aclarar que en
algunos trabajos de investigacion se ha demostrado que al aumentar la dosis la
cantidad de células con MN disminuye, y esta disminucién se correlaciona con
aumento en la cantidad de células que mueren por apoptosis (Banasik y col.,
2005). En el caso del presente trabajo de investigacion, las soluciones de AICl3
se administraron por via intragastrica (Gavage) y el efecto genotdxico es similar
al provocado por la administracion de soluciones de aluminio por via

intraperitoneal que se reporta en la literatura.
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Ensayo de Electroforesis Alcalina en Células Individuales (Ensayo
Cometa). Los resultados obtenidos de la viabilidad celular evaluada con azul de
tripan fue del 96 £ 2 %, los cuales son similares a los reportados por otros
investigadores (Garcia-Medina y col., 2011; Pereira y col., 2013). Este estudio se
realiz6 a nivel exploratorio para determinar si la genotoxicidad provocada por
aluminio (en forma de AICI3) provoca dafio o fragmentacion al ADN en leucocitos
de sangre de ratas Sprague Dawley. En este sentido solo se utilizaron tres ratas
como control negativo (-Al/-MNU) y tres ratas en las que el tratamiento

experimental seleccionado fue +2000Al/-MNU.

Este tratamiento experimental ha demostrado que por si mismo es capaz de
provocar proliferacion celular intraductal en glandula mamaria, y la mayor
cantidad de MN a medida que aumenta el tiempo de exposicion. Los resultados
obtenidos se pueden apreciar en las figuras 19 y 20, en donde se observa que
en el tratamiento -Al/-MNU (control negativo) no hay dafio genotéxico a los 5, 10
y 15 dias de exposicién. En cambio, en el tratamiento experimental +2000Al/-
MNU se puede apreciar que a los cinco dias de exposicion no hay aparicion de
cometas y solo se aprecian nucleoides o ADN desenrollado, lo cual es
consistente con la nula genotoxicidad que se observa con la formacion de
micronucleos a los cinco dias de exposicion. En cambio a los 10 y 15 dias se
aprecia claramente la genotoxicidad al encontrar la presencia de cometas.
Aungue a los 10 y 15 dias de exposicion a aluminio no se observan diferencias
significativas (a = 0.05), con respecto al numero de cometas y el % OTM, si lo
hay para el caso de la formacion de nubes, en los que se encontrd que por cada
100 cometas detectados, hay 3y 73 nubes a los 10 y 15 dias de exposicién a
aluminio, respectivamente. Esto significa un mayor efecto genotdxico a los 15
dias de exposicion el cual es irreversible y mayor aun comparado contra el efecto

gue ocasiona la exposicion a H202 (Ayala y col., 2004; Stani¢ y col., 2016).
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Figura 19. Efecto genotéxico provocado por el tratamiento +2000AI/-MNU en
sangre periférica de ratas Sprague Dawley a los 5, 10 y 15 dias de
exposicidn, evaluado mediante ensayo cometa.
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Figura 20. Efecto genotoxico provocado por el tratamiento
+2000Al/-MNU en sangre periférica de ratas Sprague Dawley a
los 5, 10 y 15 dias de exposicién, evaluado mediante ensayo
cometa, comparado contra el control negativo (-Al/-MNU).
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Estudios previos han determinado que el aluminio en forma de lactato de
aluminio, administrado por via intrag4strica durante 12 semanas, es capaz de
provocar fragmentaciéon del ADN en tejido cerebral de ratas hembra Wistar,
cuando el efecto genotoxico es evaluado con electroforesis en gel de agarosa
(Kumar y col., 2009). En otros trabajos de investigacion se han encontrado
correlaciones entre el dafio genotdxico que provoca aluminio al aumentar la dosis
y el tiempo de exposicion, al evaluar el dafio provocado por aluminio al ADN de
linfocitos humanos mediante ensayo cometa y ensayo de micronucleos (Lankoff
y col., 2006). La ventaja de utilizar el ensayo cometa alcalino, sobre otros
métodos in vitro, es que este ensayo es capaz de detectar lesiones o dafios al
ADN de cadena sencilla o cadena doble, asi como roturas en puntos labiles del

ADN de células individuales (Hartmann y col., 2004).

Ensayo de Expresion Genética Mediante RT-qPCR. El gen BRCAL es
considerado un marcador genético de cancer de mama, ya sea porque ha sufrido
mutaciones o porque esta regulada su expresion por modificacion epigenética, y
por qué se sobreexpresa cuando hay cancer de mama (Wu y col., 2010; Li y
Greenberg, 2012; Savage y Harkin, 2015). Por otro lado, el producto del gen
SCL11a2 ha sido identificado como un gen que codifica para una proteina
transportadora de metales divalentes (Jamieson y col., 2005; Mims y Prchal,
2005; lolascon y col., 2006; Salazar y col., 2008). Recientemente, el producto del
gen SCL11a2, la proteina de macréfagos asociada a resistencia natural (Nramp),
se le ha relacionado con el transporte de aluminio en diferentes organismos (Xia
y col., 2010; VanDuyn y col., 2013).

Los resultados obtenidos de expresion genética para los genes BRCALl y
SCL11a2 mediante RT-qPCR indican que no existe evidencia experimental que

permita establecer que existe expresion de ambos genes, por lo que se puede
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inferir que el producto del gen BRCAL1 no participa en el mecanismo de reparacion
de dafio al ADN observado en el ensayo cometa. Ademas, se puede determinar
qgue el producto del gen SCL11a2 no participa en el proceso de transporte de
aluminio en ratas Sprague Dawley, bajo las condiciones experimentales
propuestas. En este sentido, habra que utilizar otras aproximaciones de biologia
molecular para intentar establecer esta relacion genética. Resultados similares
se han encontrado por otros investigadores en el sentido de que el cadmio,
induce fragmentacién de ADN y tumorigénesis pero no inducen la expresion de
genes como bcl-x ni MT-1 en testiculos y préstata de ratas Wistar (Xu y col.,
1998). Rodrigues-Peres y col. (2013) han encontrado que no existe inestabilidad
de los genes ERBB2, C-MYC, CCND1 cuando se evalla la correlacion entre
aluminio e inestabilidad gendmica en tejido mamario humano con cancer y tejido

sano.
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CONCLUSIONES

Se optimizaron las condiciones analiticas para la validacion y estimacion
de la incertidumbre expandida del método analitico para cuantificar aluminio en
tejido de ratas Sprague Dawley, mediante espectroscopia de absorcién atémica

por flama y horno de grafito.

Se observd que los tratamientos experimentales no afectan el

comportamiento dietario de las ratas Sprague Dawley.

El efecto histopatologico de los tratamientos sobre tejido mamario, es de
tipo hiperplasico (proliferativo). El aluminio es capaz de inducir proliferacion
celular intraductal moderada, procesos que podrian ser el inicio de la formacion

de cancer mamario en ratas Sprague Dawley.

El aluminio provoca inestabilidad gendmica y es el tratamiento
experimental +2000Al/-MNU el que produce mayor nimero de micronucleos, y
mayor numero de cometas y nubes en sangre periférica de ratas Sprague

Dawley, al aumentar el tiempo de exposicion (5, 10 y 15 dias).
El producto de BRCA1 no esta involucrado en el proceso de reparacion de

dafio al ADN. Asi mismo, se infiere que el producto de SCL11a2 no participa en

el transporte de Al, bajo las condiciones experimentales propuestas.
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AN EXOS

Anexo 1.1.- Calibraciéon de balanza analitica con masa de

0.2 g.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.1997 0.1998 0.1998
2 0.1996 0.1997 0.1997
3 0.1995 0.1998 0.1996
4 0.1996 0.1997 0.1996
5 0.1995 0.1997 0.1997
6 0.1996 0.1998 0.1998
7 0.1996 0.1996 0.1995
8 0.1997 0.1997 0.1997
9 0.1960 0.1998 0.1997
10 0.1996 0.1998 0.1996

Promedio 0.9924 0.1997 0.1997

Desv Est 0.0011 6.99206E-05 | 9.48683E-05

Anexo 1.2.- Calibracion de balanza analitica con masa de

0.54¢.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.4990 0.4990 0.4991
2 0.4987 0.4991 0.4993
3 0.4989 0.4992 0.4992
4 0.4989 0.4990 0.4993
5 0.4989 0.4988 0.4992
6 0.4989 0.4990 0.4993
7 0.4990 0.4991 0.4992
8 0.4989 0.4992 0.4991
9 0.4989 0.4990 0.4991
10 0.4990 0.4990 0.4991

Promedio 0.4989 0.4990 0.4992

Desv Est | 8.75595E-05 0.0001 8.75595E-05
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Anexo 1.3.- Calibracion de balanza analitica con masa de

1.0 g.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.9978 0.9979 0.9981
2 0.9978 0.9982 0.9982
3 0.9979 0.9982 0.9982
4 0.9978 0.9983 0.9982
5 0.9977 0.9981 0.9982
6 0.9975 0.9980 0.9983
7 0.9977 0.9981 0.9983
8 0.9977 0.9982 0.9984
9 0.9976 0.9981 0.9982
10 0.9978 0.9981 0.9981

Promedio 0.9977 0.9981 0.9982

Desv Est 0.0001 0.0001 9.18937E-05

Anexo 1.4.- Calibracion de balanza analitica con masa de

100.0 g.
Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 99.9724 99.9726 99.9728

2 99.9723 99.9726 99.9731

3 99.9720 99.9725 99.9728

4 99.9721 99.9726 99.9731

5 99.9720 99.9725 99.9732

6 99.9721 99.9724 99.9731

I 99.9723 99.9723 99.9731

8 99.9721 99.9725 99.9733

9 99.9719 99.9725 99.9734

10 99.9720 99.9725 99.9733
Promedio 99.9721 99.9725 99.9731
Desv Est 00.0001 9.42809E-05 00.0018
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Anexo 1.5.- Calibracion de micropipeta de 0.5 mL.

Medicion | Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.4950 0.4952 0.4954
2 0.4930 0.4953 0.4958
3 0.4940 0.4953 0.4961
4 0.4965 0.4952 0.4959
5 0.4940 0.4953 0.4976
6 0.4935 0.4954 0.4912
7 0.4915 0.4954 0.4891
8 0.4930 0.4954 0.4992
9 0.4954 0.4953 0.4991
10 0.4938 0.4953 0.4990

Promedio 0.4939 0.4953 0.4958

Desv Est 0.0014 7.37865E-05 0.0033

Anexo 1.6.- Calibracién de micropipeta de 1.0 mL.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 0.9850 0.9916 0.9920
2 0.9841 0.9918 0.9922
3 0.9856 0.9916 0.9919
4 0.9859 0.9917 0.9921
5 0.9896 0.9918 0.9919
6 0.9882 0.9916 0.9914
7 0.9877 0.9917 0.9922
8 0.9908 0.9918 0.9922
9 0.9921 0.9920 0.9923
10 0.9910 0.9918 0.9919

Promedio 0.9880 0.9917 0.9920

Desv Est 0.0028 0.0001 0.0002
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Anexo 1.7.- Calibracion de pipeta volumétrica de 2.0 mL.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 1.9476 1.9518 1.9614
2 1.9681 1.9601 1.9586
3 1.9489 1.9546 1.9591
4 1.9754 1.9523 1.9612
5 1.9462 1.9524 1.9609
6 1.9368 1.9518 1.9582
7 1.9671 1.9521 1.9595
8 1.9407 1.9533 1.9601
9 1.9490 1.9538 1.9623
10 1.9613 1.9602 1.9613

Promedio 1.9541 1.9542 1.9602

Desv Est 0.0129 0.0032 0.0013

Anexo 1.8.- Calibracién de pipeta volumétrica de 5.0 mL.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 4.9857 4.9814 4.9914
2 5.0139 4.9902 4.9923
3 4.9764 4.9921 4.9996
4 4.9775 4.9919 4.9891
5 4.9844 4.9876 4.9914
6 5.0280 4.9881 4.9916
7 49771 4.9912 4.9918
8 5.0548 4.9902 4.9896
9 5.0064 4.9879 4.9921
10 5.0032 4.9901 4.9919

Promedio 5.0007 4.9890 4.9921

Desv Est 0.0259 0.0031 0.0028
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Anexo 1.9.- Calibraciéon de matraz volumétrico de 100.0 mL.

Medicion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1 99.7473 99.7612 99.8214
2 99.2629 99.8116 99.8310
3 99.2968 99.8214 99.8256
4 99.3649 99.8120 99.8276
5 99.4772 99.8201 99.8301
6 99.3750 99.8176 99.8266
7 99.4223 99.8215 99.8314
8 99.5879 99.8168 99.8296
9 99.7886 99.8221 99.8301
10 99.8975 99.8214 99.8279
Promedio 99.5220 99.8125 99.8281
Desv Est 00.2219 00.0184 00.0030
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