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Resumen

Tovar Pacheco Camilo Biomonitoreo genotdxico en renacuajos de la rana
Lithobates montezumae y analisis de metales pesados e hidrocarburos
aromaticos policiclicos en el rio Tula, estado de Hidalgo, México (bajo la
direccion de Dra. Maria Elena Calderén Segura y M.P. A. Frida Salmerén
Sosa).
El aumento de la contaminacion ambiental se puede atribuir a los cambios en las
actividades antropogénicas. Los contaminantes genotéxicos afectan a los
ecosistemas acuaticos como terrestres. El ensayo cometa, también conocido
como electroforesis unicelular alcalino, es una herramienta para evaluar el dafio

en el acido desoxirribonucleico (ADN) en poblaciones expuestas a genotoxicos

como metales pesados (MP) e hidrocarburos aroméaticos policiclicos (HAPS).

Se realiz6 biomonitoreo genotdéxico en hemocitos periféricos de renacuajos de la
rana verde Lithobates montezumae y la deteccién de MP y HAPs en muestras de
agua del rio Tula, procedentes del habitat natural de esta especie. Los resultados
obtenidos evidencian dafio significativo (p< 0.0001) en el ADN de la poblacién de
renacuajos de L. moctezumae, comparado con un grupo de renacuajos control.
Las concentraciones de HAPs en el agua del rio Tula y manantial son irrelevantes.
Las cantidades de metales pesados en el agua del rio Tula son las siguientes,
cromo (0.725 mg/L), cadmio (0.187 mg/L), mercurio (0.487 mg/L) plomo (1.753
mg/L) y fierro (0.422 mg/L), encontrando diferencia estadistica significativa

(p<0.05) con respecto a la referencia y control negativo.



Introduccion

En México, no existe legislacion para que se realicen pruebas sistematicas de
monitoreo y seguimiento para evitar la presencia de sustancias téxicas que

contaminan los ecosistemas.

Muchos xenobidticos y sustancias quimicas liberadas en el medio ambiente
entran a los organismos en forma de particulas disueltas o complejos quimicos
suspendidos procedentes de la lluvia o por descargas directas de los drenajes de
las ciudades a los embalses® Entre las sustancias téxicas principalmente
producidas por el hombre estan: metales pesados (cadmio, plomo, mercurio,
cromo, cobalto), y metaloides (arsénico, aluminio), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) y otros derivados quimicos que en conjunto se potencializan y

se bioacumulan causando dafios a nivel molecular en las células.

En la actualidad la mayoria de los causes hidrolégicos reciben descargas de
contaminantes de toda indole ocasionando reduccion de la calidad del agua y
alterando a las comunidades biologicas. Sin embargo, los mecanismos
genotoéxicos de los contaminantes son pobremente comprendidos. Actualmente los
ecosistemas acuéticos estan seriamente afectados principalmente por la presencia
de genotoxinas ambientales que algunas veces favorecen el crecimiento de
organismos indeseables que alteran las cadenas troficas provocando decremento
de la calidad del medio y de la salud.! El uso de biomonitores, permite vigilar los

efectos de los contaminantes en el medio natural, como es el caso del Rio Tula.



La rivera del rio Tula corre por el estado de Hidalgo, y desde la construccion del
sistema de desaguie de la Cuenca de México (siglo XVII) este rio recibe las aguas
de los rios del Valle de México. De acuerdo con datos de la Comisién Nacional del
Agua, este rio es uno de los mas contaminados del pais, ya que recibe 409,420
millones de m® anuales de aguas residuales.? Seguramente el ecosistema se ha
visto afectado y los organismos vivos tal vez presentan alteraciones, que
repercuten en las tasas de desarrollo y sobrevivencia de la biota.' De acuerdo a lo
anterior, existe interés en el desarrollo de biomarcadores de genotoxicidad en
diferentes especies y la necesidad de aumentar nuestra comprension de los
efectos genotoxicos en la salud de los organismos, por lo que es necesario
realizar estudios en animales silvestres expuestos a ambientes contaminados. El
biomonitoreo del medio ambiente es necesario para vigilar la salud de las
especies. Estas pruebas deben ser rapidas, exactas y reproducibles para detectar
a tiempo dafos irreparables. El ensayo cometa alcalino (Electroforesis Unicelular
Alcalina) es una prueba que detecta rompimientos de cadena doble y sencilla en
regiones labiles del acido desoxirribonucleico (ADN) y puede usarse para la
vigilancia de los ecosistemas de México, por ser muy sensible, rapida y fiable.! La
sencillez y la sensibilidad del ensayo cometa lo convierten en una prueba genética
adecuada para biomonitorear ecosistemas contaminados y un adecuado

biomarcador de efecto temprano y exposicién a genotoxinas ambientales.>*°

Actualmente se desarrollan estudios de investigacion sobre el efecto adverso de
los genotoxicos ambientales y pocos son los trabajos donde se reporta

genotoxicidad ambiental in situ e in vivo con especies endémicas que han


http://es.wikipedia.org/wiki/Estado_de_Hidalgo
http://es.wikipedia.org/wiki/Cuenca_de_M%C3%A9xico
http://es.wikipedia.org/wiki/Valle_de_M%C3%A9xico
http://es.wikipedia.org/wiki/R%C3%ADo_Tula%23cite_note-0

presentado alteraciones en las tasas de desarrollo y sobrevivencia, que las han
llevado al peligro de extincion, como Lithobates montezumae (rana montezuma)

originaria de México. Esta especie se ha encontrado en la Rivera del Rio Tula.
BIOMARCADORES

Los biomarcadores son mediciones tomadas en matrices (pelo, orina, uias) y
tejidos bioldgicos (sangre, células epiteliales de descamacion) sobre la respuesta
gue se origina por la exposicién a sustancias quimicas poco frecuentes en la
naturaleza u originadas artificialmente por el ser humano y que son téxicas para
los seres vivos, conocidas como xenobidticos. Las respuestas a dichas sustancias

pueden ser alteraciones bioquimicas, fisiolégicas y/o morfoldgicas®.

Se caracterizan por ser poco invasivos, especificos, sensibles y confiables. Son
herramientas que pueden ser evaluadas en cultivos celulares y en modelos
animales, y también en poblaciones humanas expuestas a un agente toxico®. Los

biomarcadores se clasifican en:

e Biomarcadores de exposicion. Puede ser un compuesto quimico exdgeno,
los metabolitos generados por dicho compuesto o el producto de la
interaccibn con una biomolécula. Nos indican la concentracion del

xenobiotico en un tejido u érgano.

e Biomarcadores de efecto. Son cambios bioquimicos como son las
alteraciones en las actividades enzimaticas, lesiones en el ADN o aductos
de lipidos y proteinas. Pueden ser de efecto temprano ya que nos indican
el desarrollo a ciertas enfermedades. Ejemplos de este tipo de biomarcador
son el analisis de aberraciones cromosOmicas (intercambios de cromatidas,

translocaciones, deleciones) y la frecuencia de micronucleos. Cuando se



ha iniciado una enfermedad se pueden aplicar los biomarcadores de efecto
tardio como la evaluacién de la expresion de microRNA's.

e Biomarcadores de susceptibilidad. Nos indican la susceptibilidad individual
hacia un xenobidtico. El polimorfismo génico, la actividad de una enzima
hacia un componente en el metabolismo o la eficiencia de reparacion del
ADN’.

Importancia del biomonitoreo

El monitoreo bioldgico in situ e in vivo es critico en la evaluacion a la exposicion a
sustancias téxicas y contaminantes ambientales, ya que proporciona evidencia
directa del tipo y la magnitud de dicha exposicion. Los anfibios expuestos a los
contaminantes reflejan la cantidad real de dafio sobre el ADN. Por lo tanto, es
importante monitorear clinica y toxicolégicamente a individuos que se encuentran

expuestos a genotoxinas * > & °

Ensayo cometa alcalino (biomarcador de exposicién y de efecto

temprano)

Existen diferentes sistemas de prueba para detectar dafio al ADN como son los
micro ndcleos, aductos, aberraciones cromosomicas, intercambio de croméatidas
hermanas y otros. Actualmente el ensayo cometa o electroforesis unicelular
alcalino es mas usado para evaluar el efecto de los contaminantes ambientales
sobre el ADN. Esta técnica de fluorescencia es rapida, sencilla y sensible para
detectar rompimientos de una o doble cadena de ADN, tanto en los sitios alcali-
labiles como en entrecruzamientos proteina-ADN y en eventos de reparacion por

escision incompleta de células individuales. Ademas es reproducible en tejidos y



organos de diferentes especies animales incluyendo al humano. Es considerado
como una herramienta para evaluar dafio mutagénico y genotdxico por estrés
oxidante en células humanas in vivo e in vitro, asi como en diversas areas como el
biomonitoreo ambiental. Comparado con otras pruebas genotdxicos, presenta
como ventajas son que se tienen resultados a corto tiempo y no se necesitan

células en proliferacién % 1011,

El ensayo cometa fue originalmente desarrollado por Ostling & Johansson en
1984 para cuantificar rompimientos de cadena de ADN en células individuales
expuestas a radiacion ionizante. En los primeros intentos para detectar el dafio
emplearon un sistema en el cual las células embebidas en un gel de agarosa
mostraron un halo de ADN fragmentado alrededor del nucleo, después el ensayo
se mejoro, realizando una lisis en una solucién detergente neutra y aplicando un
campo eléctrico débil para atraer hacia el anodo los fragmentos de ADN
localizados en el nicleo. Como la corriente eléctrica pasa a través del gel, la doble
cadena de ADN rota se desenrolla y es arrastrada formando una cauda detras de
la cabeza nuclear, el ADN se tiid con bromuro de etidio y las células se
visualizaron usando un microscopio de florescencia, resultando una imagen
parecida a un cometa. Midieron la cauda y determinaron la diferencia entre
células irradiadas y no-irradiadas, la longitud se incrementé con relaciéon a la dosis
de radiacion, las condiciones neutras limitaron la utilidad del ensayo ya que fue

usado solamente para cuantificar células cony sin dafio al ADN.> ®

En un intento por superar las limitaciones cuantitativas, Singh et al. en 1988

basados en la electroforesis neutra descrita por Ostling & Johansson introdujeron



la version alcalina, aumentando el pH a 13 y el contenido de sales en la
electroforesis para detectar rompimientos de una cadena de ADN y en sitios alcali-
labiles en células individuales, las condiciones alcalinas causaron la
desnaturalizacién del ADN e hicieron el ensayo més sensible a la fragmentacion
de una sola cadena, midieron la longitud de la cauda con la misma longitud de

migracién tenian diferente intensidad en la cauda. **

El ensayo cometa alcalino fue aceptado por el panel internacional Work shop on
Genotoxicity Test Procedures como la version optima, para evaluar sustancias
genotéxicos, carcinogénicas, antineoplésicas y apoptéticas 3. En los Gltimos afios
la electroforesis unicelular alcalina ha sido una excelente herramienta ya que
permite la valoracion de dafio genético in vitro e in vivo en gran variedad de

células y tejidos de animales y plantas.

Para evaluar el dafio al ADN por medio del ensayo cometa se usan varios
valores, determinacién del porcentaje de células con cometas, para el cual se
categorizan los cometas de 0 a 4, nivel 0 no hay dafo, nivel 4 maximo dafio (ver
ilustracion 1 en anexo), el uso de un sistema de analisis de imagen que determina
longitud de la cauda (migracién de los fragmentos de ADN) porcentaje del ADN en

la cauda y el momento de la cauda.’



Importancia de los anfibios como modelo animal de investigacion

genotoxicoldgica

A nivel mundial las poblaciones de anfibios en su habitat natural estan
experimentando masiva mortandad que han llevado a la extincion de unas 168
especies en las Ultimas décadas. Para hacer frente a estos descensos, las
instituciones zooldgicas estan desempefiando un papel importante en el
establecimiento de colonias cautivas para proteger las especies en peligro de
extincion. Muchas de las especies amenazadas recientemente colocados en
cautiverio no logran reproducirse antes de su muerte, y el mantenimiento de los
anfibios progenitores se esta convirtiendo en un reto. Hay pocos casos de
estudios aplicados a estas especies amenazadas o en peligro de extincion. Los
anfibios son especies muy susceptibles de ser afectadas por el estrés presente en
el ambiente. Como resultado, cuando las poblaciones de anfibios disminuyen en la
naturaleza, es una sefial de alerta para prevenir dafios inminentes en otras
especies, incluyendo a los humanos. Los anfibios también son parte primordial de
un medio en equilibrio. Ademas de su valor intrinseco como parte de la naturaleza,
tienen un papel importante en la cadena trofica, como predador y presa,
manteniendo el delicado balance de la naturaleza. Cuando desaparecen, los
efectos perjudiciales son notorios: Los anfibios comen insectos, favoreciendo a la
agricultura que se ve afectada por diversas especies de ellos. Por otro lado

disminuyen el contagio de infecciones producidas por insectos® *°.



La piel del anfibio contiene sustancias protectoras contra algunos microbios y
virus, que ofrecen posibles curas médicas a varias enfermedades. La piel del

anfibio es permeable, lo que le permite beber y respirar a través de ella.

Son particularmente  sensitivos a la contaminacion del ambiente,
desafortunadamente, los contaminantes también entran al cuerpo, lo que hace al

anfibio un indicador excepcional de la calidad del ambiente.

Las ranas han tenido un lugar especial en varias culturas humanas por cientos de

afos; han sido valoradas como agentes de la vida y de la buena suerte.

México es el hogar de mas de 372 especies y de aquellas que se consideran
endémicas en la tierra, posee > 65%. Los anfibios mexicanos estan gravemente
amenazados por el cambio climatico, ya que alrededor del 80% de las especies
endémicas son en realidad micro-endémicas, y la mayoria se encuentran en el sur

del pais.”®

Lithobates montezumae (Rana montezuma)

Taxonomia
REINO FILO CLASE ORDEN FAMILIA
ANIMALIA Chordata AMPHIBIA ANURA Ranidae

Nombre cientifico: Lithobates montezumae

Autoridad: Baird, 1854
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Nombre comuin: Rana montezuma Baird, 1854

Esta especie es nativa de México, se encuentra desde el extremo oeste de Jalisco
y Michoacan, al este a través del Estado de México, Morelos D.F. y Tlaxcala hacia
el norte a Hidalgo, Querétaro y el sur de San Luis Potosi (ver anexo ilustracion 2).
La poblacion en algunas areas se encuentra en disminucion. Esta especie prefiere
los bosques de pino-encino o roble, a una altura mayor de 2000 m sobre el nivel
del mar. Se reproduce en lagos, estanques de agua dulce y en rios con corrientes
tranquilas. La desecacion y la alteracién de estos nichos ecolégicos originales
pueden afectar a las poblaciones de esta especie, sin embargo, esta rana parece
ser resistente a ciertos niveles de degradacion del habitat, ya que frecuentemente
se encuentra cerca de los asentamientos humanos. La acuicultura ha introducido
algunos depredadores invasores en su habitat que incluyen en su dieta renacuajos

y juveniles pequefios®®.

La rana montezuma se cosecha para el consumo humano, y esta actividad

seguramente afecta a la poblacién.®



11

Contaminacién por metales pesados en México

Metales pesados

Los metales pesados se definen cominmente como aquellos que poseen una
densidad especifica de mas de 5 g/cm® o que su nimero atémico es superior a
20. Las emisiones de metales pesados pueden ocurrir por multiples procesos y
rutas, que incluyen el aire, el suelo y las aguas superficiales, que después se
integran a los mantos acuiferos y se utilizan en las tierras de cultivo. Los metales
se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, tanto de origen natural
como antropogénico. Son especies quimicas muy estables que muestran
persistencia ambiental. Mientras que algunos metales son esenciales para los
organismos Vvivos, otros son toxicos y, dependiendo de la concentracion, los

compuestos esenciales también pueden llegar a ser téxicos.*’

Ademas de los procesos industriales, que utilizan metales pesados, ciertas
practicas en la agricultura contribuyen con este tipo de contaminacion cuando se
usan plaguicidas y fertilizantes que los contienen , actualmente muchos productos,
subproductos y residuos de la industria, contienen sustancias toxicas como plomo,
cadmio, cromo, mercurio y fierro como fuente barata de nutrientes minerales como
el zinc y hierro. También la industria minera deja expuestos depdsitos minerales o
roca de desecho que tiene por resultado la lixiviacion de metales pesados. Por
otra parte una gran variedad de desechos domésticos como limpiadores, jabones

y pinturas contienen metales pesados que van a dar al sistema de aguas
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residuales y finalmente al ambiente, provocando altas concentraciones de ellos en

algunas regiones.'’ 18

Los metales pesados son considerados peligrosos en México, de acuerdo con la
NOM-052-ECOL-1993, que es el cbddigo de clasificacion segun las caracteristicas

que poseen los residuos peligrosos *2

La presencia de metales en aguas no es mas que motivo de preocupacion,

principalmente por sus efectos téxicos y su bioacumulacion en la cadena tréfica™.

Los organismos necesitan en pequeiias cantidades metales esenciales para poder
llevar a cabo reacciones cataliticas especificas, ejemplo de esto son algunas
enzimas que contienen zinc, y la vitamina B, que contiene cobalto. Sin embargo a
concentraciones que exceden dichos requerimientos, tanto los metales esenciales
como los no esenciales pueden perturbar el metabolismo al unirse a proteinas de
manera no especifica y ocasionar dafio oxidativo debido a su capacidad de
catalizar reacciones redox. Esto puede traer consecuencias como la desactivacion
de reacciones enzimdticas esenciales, dafio a las estructuras celulares

fundamentales (especialmente membrana) y modificaciones al ADN.** 1819

Mecanismos de accion toxica de los metales pesados (Cd, Cr, Hg,

Pby Fe)

La exposicion ambiental a metales pesados (Cd, Cr, Hg, Pb y Fe) es muy
peligrosa ya que estan asociados a un amplio rango de efectos toxicos en plantas
y en animales incluyendo el ser humano®. Los metales como Zn, Cu y Mn son

esenciales para los organismos ya que estan involucrados en numerosos
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procesos biolégicos. Sin embargo, cuando son acumulados a niveles elevados
producen alteraciones patoldgicas y a exposiciones crénicas pueden iniciar dafio

oxidante e interferir con rutas bioquimicas, moleculares y/o celulares.? % %3

A diferencia de otras sustancias toxicas, los metales no son creados ni destruidos
por el hombre. Sin embargo, la utilizacion humana influye en la potenciacié de los
efectos tdéxicos mediante dos medios de diseminacion: transporte ambiental (aire,
agua, suelo y alimentos) y la alteracién de la forma bioquimica del elemento. Las
actividades y procesos involucrados en la mineria implican un incremento en la
geodisponibilidad de elementos potencialmente téxicos (EPT). Un ejemplo de esta
alteracion es la generacién de drenaje acido de mina o de roca. Una consecuencia
del incremento de la geodisponibilidad de los EPT en las operaciones mineras es
el incremento en su movilidad (contaminacion de agua) y en su biodisponibilidad
(mayor absorcién en organismos expuestos), lo cual implica mayores riesgos para
la salud y para los organismos que se encuentran en contacto con metales

pesados.”® %

La exposicion a metales pesados ha sido asociada al desarrollo de diversas
enfermedades como diabetes, arteriosclerosis, problemas cardiovasculares,
neurolégicas (Parkinson, Alzheimer) y cancer (rifidn, vejiga, higado, piel, pulmén,

entre otros).” %

Los metales pesados entran al organismo a través del aire, agua, alimento y por
exposicion dérmica. Estos metales son transportados via torrente sanguineo a

diversos 6rganos y/o sistemas y atraviesan la barrera hemato-cerebral y hemato-
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testicular y son transferidos al higado donde son metabolizados, son acumulados
en tejido adiposo, en rifidn y otros 6rganos ocasionando alteraciones bioquimicas,
celulares y moleculares como dafio en el ADN, ARN, proteinas y lipidos entre
otros®®. Los metales pueden atravesar la célula por mecanismos pasivos y activos
para ejercer su toxicidad. Las especies de mercurio y arsénico son lipofilicos que
facilmente entran a la célula, pero otros requieren mecanismos de transporte
activos via endocitosis como el cadmio o por difusién pasiva como el plomo.
Diversos estudios epidemiolégicos han asociado la exposicion a EPT con el inicio,

progresién y desarrollo de diversas enfermedades incluyendo el cancer.?’

Investigaciones in vivo e in vitro han demostrado que los EPT inducen efectos
neurotoxicos, inmunotoxicos, genotoxicos, carcindgenos y han mostrado ser
disruptores endécrinos entre otros, que pudiera dar lugar a efectos acumulativos
y/o sinérgicos. La accion sinérgica o antagonica de los EPT puede potencialmente
incrementar sus efectos téxicos y consecuentemente aumentar el riesgo a la salud
de los organismos expuestos. Sin embargo, de todas las poblaciones, los anfibios
son mas susceptibles genética y bioquimicamente a la exposicion a esta clase de

genotoxinas ambientales debido a su metabolismo y forma de vida.?® 2% 3031

Los efectos carcinogénicos de algunos EPT como el arsénico, plomo y niquel han
sido establecidos en los seres humanos y en animales experimentales linea p53
32,33,34.35,36. 37| 5 exposicion a EPT altera las funciones enzimaticas de la célula
gue conlleva a las alteraciones de las funciones de los érganos y sistemas,

afectando asi la salud del organismo. Sin embargo, el dafio al mecanismo
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molecular después de la exposicion a EPT no ha sido completamente clarificado.

38, 39

Las caracteristicas y efectividad del transporte de membrana de los metales
pesados condicionan la expresion de la toxicidad de las substancias quimicas al
determinar su tiempo de permanencia junto a sus blancos. Estas caracteristicas
dependen de diversos factores entre los que destaca la hidro o liposolubilidad, la
volatilidad y la existencia de mecanismos especificos de transporte. La vida media
de los compuestos metalicos en el organismo es variable pero tiende a ser
prolongada debido a su afinidad y acumulacion en el hueso. Por ejemplo el Pb y el
Cd tienen vidas medias mayores a 20 afios y son elementos acumulables,
mientras que el As y Cr tienen vidas medias de dias por lo que no pueden
detectarse altas concentraciones. La sangre, orina y pelo son las muestras

biolégicas mas empleadas para medir una exposicién o dosis.*’

La toxicidad de los compuestos metalicos se diferencia de la mayoria de las
moléculas organicas por depender del elemento metélico en cuestion, aunque,
como se ha indicado, la expresion de esa toxicidad depende también de las
modificaciones toxico-cinéticas derivadas del tipo de molécula. Por ejemplo, el
mercurio organico es principalmente neurotoxico por su capacidad de atravesar la
barrera hematoencefélica, mientras que, el cloruro mercurico es nefro-téxico al
eliminarse por el rifion. Entre los elementos metalicos intrinsecamente mas toxicos
se encuentran los metales pesados Pb, Hg y el semi-metal As. Otro factor que
influye en la toxicidad de los compuestos metalicos es el estado de valencia en

gue el elemento metélico se encuentra. Los blancos de toxicidad de los metales
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son proteinas, muchas de ellas con actividad enzimatica, afectando a diversos
procesos bioguimicos, membranas celulares y organelos. Los efectos toxicos de
los metales se ejercen, salvo pocas excepciones, por interaccion entre el ién
metélico libre y el blanco.** A lo largo de su evolucién, los organismos han
adaptado su maquinaria molecular para reconocer y utilizar los elementos
guimicos en cuya presencia han evolucionado. El organismo puede manejar los
metales como cationes libres y logra diferenciarlos al establecer interacciones que
reconocen a cada ion. Esto garantiza la funcionalidad del sistema. Sin embargo, la
posibilidad de diferenciar iones se pierde en presencia de dos o mas iones
distintos con interacciones analogas, lo que permite que iones normalmente
ausentes en los sistemas biolégicos puedan usurpar distintos sitios de unién y
repercutan en el metabolismo celular. Este mecanismo de toxicidad es compartido

por diversos metales que resultan téxicos para el organismo.*

Rutas para el transporte de elementos traza en el ambiente

Existen elementos que, aunque presentes en cantidades muy pequeiias en los
tejidos, son nutrientes esenciales. Ellos realizan funciones indispensables para el
mantenimiento de la vida, el crecimiento y la reproduccion. Su ingesta inadecuada
puede dafar la funcidon celular y fisiolégica y con frecuencia causar alguna
enfermedad. En los animales superiores estos elementos pueden dividirse en
esenciales, no esenciales y téxicos (que a bajas y altas concentraciones pueden
interferir con funciones vitales). Los elementos traza se dividen de acuerdo a la

frecuencia y a su significacion biolégica®
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En 1985, de acuerdo con su frecuencia, los elementos traza incluyen tres metales
muy activos: hierro, zinc y cobre. Todos los elementos restantes se consideran
como ultra trazas porque se encuentran en concentraciones menores de 20 mg. A
continuacién se describe la accion genotoxica de los siguientes metales pesados:

Pb, Hg, Cd, Fe,y Cr*".
Plomo

El plomo (Pb) es un metal pesado que por afios se ha utilizado en la industria con
diversos fines, por lo que tiene una amplia distribucion en el ambiente. Esto
aunado a su elevada toxicidad, lo ha convertido en uno de los principales
contaminantes ambientales con potencial patolégico al que esta expuesta la biota.
Los principales afectados son las poblaciones de seres vivos cercanas a la

industria minera, metalurgica, de elaboracién de pinturas, reciclaje de baterias.** %2

Debido a su elevada toxicidad, la intoxicacién aguda por este metal suele ser facil
de detectar gracias a la variedad de sintomas y signos clinicos gastrointestinales,
hematoldgicos, neurolégicos y en casos graves, renales. Por el contrario, una
intoxicacion crénica y de bajo nivel como la que usualmente se encuentra en la
poblacién de las ciudades representa un desafio diagnosticarla, ya que su
sintomas y signos suelen ser silenciosos y el grado de afectacion puede variar
entre los individuos.*® Gran parte de los estragos que causa en la fisiologia celular
resulta de la sustitucion que este metal realiza en diversos cationes polivalentes
(calcio, zinc y magnesio, entre otros) en los sitios celulares de unién a iones. La

amplia distribucién que han tenido evolutivamente estos sitios en la maquinaria
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celular y la multiplicidad de funciones fisiolégicas que se acoplan a ellos, han
dificultado definir los blancos moleculares que de manera directa o indirecta
participan en la patogenicidad del plomo. La facilidad con que este metal penetra y
se distribuye en el organismo obedece a esta misma propiedad, ya que emplea,
entre otros, los mecanismos de transporte para la absorcion de calcio, zinc,
magnesio y otros metales requeridos por el organismo. Las vias que sigue para su
absorcién dependen en algunos casos del compuesto especifico del mismo,
siendo las mas significativas las vias digestivas y pulmonares. Una vez en el
torrente sanguineo, la mayor parte se une a proteinas eritrocitarias o plasmaticas
guedando una pequefa porcion en estado libre. Desde aqui se distribuye al resto

de los tejidos donde se acumula en mayor o menor medida.*

Entre los sitios proteicos para cationes polivalentes que ocupa el plomo se
encuentran los de unidn a zinc, por los que si bien tiene una afinidad menor, sigue
siendo mas alta que la del propio calcio. Pese a ello, dada la amplia distribucion e
importancia que tienen estos Ultimos en la fisiologia celular, actualmente se
considera la sustitucion de iones calcio en la maquinaria proteica como el principal

mecanismo patogénico de este elemento.*

Por su capacidad para sustituir el calcio y otros cationes divalentes en la
maquinaria molecular, los efectos del plomo abarcan practicamente la totalidad del
ambiente celular. Esto permite rastrear sus secuelas desde la matriz extracelular
hasta el nacleo. Si bien muchos de estos efectos son producto de la interaccién
directa de este elemento con el componente celular en cuestion, otros son

resultado del mal funcionamiento de procesos mas complejos como la regulacién
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genética, la sintesis de proteinas y el metabolismo energético. En la membrana
citoplasmatica, ademas de causar dafios peroxidativos en lipidos y proteinas,
afecta funcionalmente a proteinas extracelulares de unién a calcio. Entre éstas se
encuentran las caderinas, las cuales son moléculas de adhesién intercelular que
presentan en su dominio extracelular mdaltiples sitios de unidon a calcio cuya
ocupacion es necesaria para la estabilidad estructural de la proteina. La union de
Cd*? y probablemente de plomo a estos sitios provoca una alteracion
conformacional que impide su funcionamiento, a la vez que activa, por medio de
su dominio intracelular, diversas cascadas de sefalizacidén relacionadas con la

expresion genética.*> 4% 4’

En la membrana celular, diversos intercambiadores y transportadores de calcio y
otros metales divalentes son afectados en mayor o menor medida. Es el caso del
DCT1 (Divalent Cation Transporter Molecule 1), transportador usado para la
captura celular de metales, y que el plomo puede emplear como via de entrada al
citoplasma.*® De acuerdo con la presencia, funcién y ubicacién de las distintas
proteinas de union a cationes, el plomo afecta de manera distinta a los diferentes
organelos celulares. Estas afectaciones tienden a acumularlo, ocasionando asi,
dafio en la mitocondria y reduciendo el metabolismo energético celular que
favorece la generacién de radicales libres.”® La concentracién de plomo también
inhibe la captura mitocondrial del calcio citoplasmico y favorece la liberacién del
calcio contenido en este organelo. La apertura del poro de transicion mitocondrial
y la consiguiente liberacion de citocromo C al citoplasma, induce la muerte celular

por apoptosis.*® La sintesis del grupo hemo, otra tarea de la mitocondria, también
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resulta afectada. El reticulo endoplasmico es uno de los principales reservorios de
calcio en el interior celular. EI plomo inhibe el funcionamiento de ATPasas de
calcio del reticulo, lo que incrementa la concentracion citoplasmica del calcio con
una consecuente reduccién luminal del ion.*® Muchas proteinas de sefializacién y
maduracion conformacional en el reticulo endoplasmico dependen del calcio para
su funcionamiento, por lo que la deplecién de este ion acarrea alteraciones en su
actividad. Asimismo, este metal se puede unir en forma directa a algunas
chaperonas reticulares con efectos deletéreos para las proteinas. Es el caso de la
chaperona molecular GRP78, requerida para la expresion funcional de diversas
proteinas y relacionada con la regulacion del proceso apoptdsico. En las células
expuestas, este elemento se ha observado en la acumulacion de proteinas mal
plegadas en el reticulo endoplasmico y la consecuente activacion del sistema UPR

(unfolded protein response).>

El nacleo es uno de los sitios que mas plomo acumulan en el interior celular al
unirse este metal con la cromatina y diversas proteinas nucleares.?® Desde hace
varios aflos se ha observado que éste y otros metales pesados tienen efectos
carcinogénicos en animales de laboratorio. Entre los trabajadores expuestos a
elevados niveles de plomo existe una mayor incidencia de neoplasias.
Recientemente se han logrado identificar blancos nucleares de este metal
relacionados con la regulacion y estabilidad genética. Entre estos blancos
destacan los denominados Dedos de Zinc, motivos proteicos encargados de medir
la unién al ADN de una afinidad de factores de transcripcién y que, para ser

funcionales, requieren coordinar en su interior un atomo de zinc que los estabilice
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estructuralmente en la conformacion adecuada. Cuando el plomo sustituye al zinc
en su esfera de coordinacion altera la conformacién del dominio proteico. Con esto
impide su unién al ADN y su funcionamiento como regulador genético.>* Otro
importante blanco nuclear del mismo son los sistemas de reparacién del ADN. La
nucleasa Apel forma parte del sistema de localizacién y escision de dafios en el
genoma celular al eliminar residuos apurinicos/apirimidicos del ADN, una
alteracion muy comun. Este metal se une a la nucleasa Apel e inhibe su
funcionamiento, lo que permite la acumulacion de dafios mutagénicos en el
genoma.”®> En este sentido, se ha observado que este elemento puede actuar
como un cocarcindgeno al potenciar el efecto de agentes carcinogénicos sobre el
ADN. Otros efectos del plomo son la hidrélisis del ARN °3 la inhibicién de la
pirimidina 5"- nucleotidasa (encargada de degradar el ARN), la interferencia con la
sefializacion por glucocorticoides y la inhibicibn de enzimas antioxidantes y

enzimas relacionadas con procesos biosintéticos de diversas indole®*.

Mercurio

El mercurio (Hg) es el unico elemento metélico liquido y algo volatil a temperatura
ambiente. Su forma mas frecuente en la naturaleza es como cinabrio, mineral
compuesto de sulfato mercurico (HgS). Se encuentra en tres formas primarias:
elemental o metalico en estado de valencia (0), compuestos inorganicos
mercurosos (1+) y mercuricos (2+) y compuestos organicos (alquilo, fenilo, etc.).
Esta presente en numerosos instrumentos de medida (termémetros, barémetros),
interruptores y tubos quirdrgicos especiales, asi como en las amalgamas

dentarias. Las principales fuentes de contaminantes mercuriales han sido la
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actividad minera, residuos industriales de plantas cloro-alcali o de fabricaciéon de
vinilo y fungicidas, pinturas antifingicas, fotografia, pirotecnia, baterias secas y
pilas, industrias papeleras y laboratorios médico- veterinarios y dentales. Los
compuestos organicos son mas toxicos por su mayor capacidad de penetracién en

el sistema nervioso central.>®

Cadmio

Los metales como el cadmio (Cd) se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, lo que hace inevitable que se acumulen a través de toda la cadena
alimenticia. La fuente principal de este metal para las poblaciones donde no hay

contaminacién por tabaquismo, es el alimento.®

Esto es muy importante desde el punto de vista toxicolégico, ya que este elemento
presenta un gran espectro de efectos toxicos, incluyendo nefrotoxicidad,
hipertensién y osteomalacia. Un alto porcentaje de cadmio que penetra al
organismo se absorbe y sélo una pequefia parte es excretada (estimandose una
vida media de 10 afos), lo que ocasiona su depdésito en el higado y rifién, en
donde se ha observado que alrededor del 80 % de este metal se encuentra

enlazado a ciertas proteinas llamadas metalotioneinas (MT).*

Las rutas de consumo involucran a pulmones, intestinos y piel.®® ElI complejo
cadmio-metalotioneinas es distribuido a varios tejidos y organos, y al final se
absorbe en los ttbulos renales.®® No existe ninglin mecanismo de excrecién de

este metal en humanos, por lo tanto, se acumula en tejidos. La vida media de
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cadmio en la corteza de los rifiones es de 20 a 35 afios. En humanos, la mayor

cantidad de éste se deposita en rifiones, higado, pancreas y pulmones.®’

El Cd es capaz de generar directamente radicales libres. Sin embargo,
indirectamente induce a la formacion de ROS y especies reactivas de nitrégeno
(RNS) involucrando al radical superéxido y radicales hidroxilo ®°. Puede activar
proteinas quinasas celulares (proteina quinasa C), que se traducen en una mayor
fosforilacién de varios factores de transcripcion, lo que a su vez conduce a la

activacion de genes de expresion.*’

El mecanismo por el cual el Cd genera radicales libres es el reemplazo del hierro y
cobre en diversas proteinas citoplasmaticas y de membrana. Esto aumenta la
cantidad de iones libres no ligados o mal quelados de cobre y hierro que participan
en el estrés oxidativo via reaccién Fenton.®® Los mecanismos téxicos del mismo
no son bien entendidos, pero se sabe que actua intracelularmente, principalmente
via produccion de radicales libres que inducen dafio, particularmente a pulmones,
rifiones, huesos, sistema nervioso central, érganos reproductores y corazén.®’ Los
efectos de exposiciones a este metal en consumo de agua sobre marcadores de
estrés oxidativo en tejidos cardiacos de ratas, han demostrado un incremento
significativo de lipoperoxidasas, malondialdehido (MDA) y disminucién de

actividades enzimaticas superoxidodismutasa (SOD) y glutation peroxidasa.®®

El Cd es un potente carcinbgeno humano que usualmente provoca cancer de
pulmén, préstata, rifidn y pancreas. Fumar de forma sinérgica incrementa los

efectos carcinogénicos del mismo.®
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Hierro

El hierro (Fe) se encuentra en estado ferroso y férrico. Los iones ferrosos son
solubles en fluidos bioldgicos y generan la presencia de oxigeno dafiino como los
radicales hidroxilo.”® Este elemento es el sitio catalitico clave de muchas enzimas
y de proteinas transportadoras de oxigeno en las células y es vital para la vida,
pero puede ser toxico cuando se encuentra en exceso. La homeostasis de este
metal es un proceso complejo y esta relacionada con la hipoxia, anemia e
inflamacion. Alrededor del 65% del hierro esta ligado a la hemoglobina, el 10 % a
la mioglobina, citocromos, enzimas y el 25% esta ligado al almacenamiento de
proteinas, ferritina y hemosiderina. Los procesos celulares de consumo y
almacenamiento de Fe son regulados por las proteinas reguladoras del fierro
(IRPs, Iron regulatory protein). Diversos estudios han demostrado que la

desregulacién de la expresion de IRPs puede ser perjudicial e incluso letal.”*

El estado redox de las células es predominantemente dependiente de Fe.” El
mecanismo homeostatico previene la absorcion excesiva del hierro en el intestino
proximal y regula la liberacibn de este metal involucrado en el reciclaje. Los
efectos toéxicos del Fe libre son motivados por su capacidad de catalizar a través
de la reaccion Fenton el dafio por la produccion de radicales libres (73. Muchos
estudios han documentado mutaciones en la enzima superoxido dismutasa, asi
como la participacion de este elemento en la generacién de radicales de oxigeno
organico e inorganico. Los procesos de la peroxidacion lipidica es catalizada por el
hierro y da como resultado la formacién de radicales peréxidos (ROO). Una vez

formados, los radicales peréxidos pueden ser reordenados por la reaccion de
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ciclizacion en la cual el producto final del proceso de peroxidacién el

malondialdehido (MDA).*’

El MDA puede reaccionar con las bases del ADN, guanina, adenina y citosina en
forma de aductos M1G, M1A Y M1C.”* Se ha propuesto que la exposicion del
intestino por ingesta de hierro induce estrés oxidante y puede ser determinante
para el cancer en humanos en desarrollo avanzado. Niveles elevados de Fe
pueden predisponer enfermedades coronarias e infartos al miocardio. La
desregulacion de la homeostasis de Fe en el cerebro es un factor clave en eventos
neuropatolégicos tempranos en la enfermedad de Alzheimer (AD), incluyendo
estrés oxidante, procesos inflamatorios. La Artritis reumatoide es otra alteracion
ligada al efecto de las ROS. Este desorden esta caracterizado por un bajo total de
niveles de hierro en el cuerpo (anemia). Sin embargo, niveles elevados del mismo
son encontrados en el fluido sinovial en articulaciones de pacientes con artritis. La
modificacién permanente del material genético es resultado de los ataques que
representan los radicales libres en la mutagénesis, carcinogénesis y el
envejecimiento. Los radicales hidroxilos producidos via accién catalitica del Fe*?
(reaccion Fenton), son capaces de afiadir dobles enlaces a las bases de ADN.
Hasta la fecha, se han identificado mas de 100 productos oxidados de ADN, el
mejor conocido ha sido la 8-hidroxiguanosina (8-OH-G). Los productos oxidados
de ADN son mutagénicos y carcinogénicos y representan un buen marcador de

estrés oxidante de un organismo.*’
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Cromo

El cromo (Cr) es uno de los elementos mas comunes en la tierra en diferentes
estados de oxidacién.”® Los estados estables mas importantes son el ° (metal
elemental), ** (trivalente) y ™ (tetravalente). Los efectos a la salud por toxicidad y/o
carcinogenicidad por este elemento estan relacionados principalmente al estado

de oxidacién del mismo en el tiempo de exposicion®.

El Cr*® es un mineral esencial en la dieta diaria el cual se encuentra en pequefias
dosis, como son en alimentos frescos, incluyendo pan, agua, carne y vegetales®.
El Cr se requiere para potenciar el metabolismo de insulina y de glucosa. Todos
los componentes de Cr™, independientemente de su grado de solubilidad en agua,
son considerados carcindbgenos ocupacionales. Estos compuestos son
carcinogénicos en dosis altas, considerado como el méas téxico al Cr. La
carcinogenicidad especifica del Cr** es en los pulmones y se requiere alta
exposicién . Se ha propuesto que pequefias cantidades de Cr™ dentro del canal
celular incrementan el proceso intensivo de energia de pinocitosis®’. El Cr** es
absorbido por el intestino y es eficientemente reducido en sangre y después en el
higado. En los pulmones, asi como en el higado, el Cr es probablemente reducido
eficientemente por el glutation. Por lo tanto, el incremento de riesgo de adquirir
cancer de pulmén es solo cuando la dosis de Cr** es elevada en los mecanismos
de defensa celular. La difusion facilitada del Cr, del plasma a los eritrocitos
representa un mecanismo de agotamiento de Cr ** en el plasma sanguineo. En los

eritrocitos, durante el curso de detoxificacion, el Cr* es reducido al estado de
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oxidacion, formando complejos proteicos de cromo. Este complejo con varios

ligandos no puede salir de la célula y regresar al plasma.®?

Los procesos de reduccion de Cr™ a Cr*® por quelacién, generan varios radicales
libres que, dependiendo de su sitio de accién, pueden provocar activacién o
detoxificacién celular, generando dafio en el ADN.*’ Los resultados han mostrado
que el ascorbato es el reductor biolégico mas eficiente del Cr**. En las reacciones
donde se utiliza ascorbato para la reduccién celular de Cr ™, se generan niveles
altos de cromo-aductos de ADN y se produce una mutacion induciendo el dafio de

ADN. %
Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos Policiclicos (HAPS) representan un gran conjunto de
compuestos que surgen como productos secundarios durante los procesos de
combustién. Quimicamente son los sdlidos cristalinos de color blanco-amarillento,
cuya solubilidad en agua es practicamente nula, aunque se disuelven bien en

grasas y solventes organicos™.
Fuentes de emision y aplicaciones de los compuestos aromaticos policiclicos.

Generalmente estos compuestos se utilizan Unicamente a escala de laboratorio,
para la investigacion y analisis de otras sustancias, no obstante forman parte del
combustible diésel y de productos derivados del alquitran mineral para la

construccion de carreteras.
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Los principales focos de liberacion de estas sustancias tienen lugar de forma
natural, a través de las emisiones producidas por la propia vegetacion, y la

combustion incompleta de la madera.

A nivel industrial, los procesos metallrgicos de produccion y tratamiento del
aluminio y la fabricacién de coque y carbones, constituyen las fuentes de emision

de compuestos aromaticos policiclicos mas significativas.

Efectos sobre la salud humana y el medio ambiente.

Son sustancias que pueden provocar cancer, defectos, y mutaciones en el feto si
la persona se encuentra expuesta a elevadas concentraciones y durante un

tiempo prolongado.

Con respecto a su incidencia sobre el medio ambiente, se trata de una sustancia
organica persistente y de dificil degradacion, por lo que su permanencia en el
ambiente puede durar afios, afectando seriamente al medio acuatico y terrestre.
Esta demostrado que estos compuestos pueden provocar cancer y alteraciones
funcionales en los animales, generandoles defectos y malformaciones genéticas.
Fuente: EINECS (European Inventory of Existing Commercial chemical

Substancies)
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Contaminacion con hidrocarburos

Debido a que el petrdleo se ha encontrado en los océanos y la atmosfera desde
largos periodos de tiempo geoldgico, los hidrocarburos son contaminantes
naturales del ambiente.®® Por otro lado, las actividades relacionadas con los
combustibles derivados del petréleo, tales como, la extraccion, el refinamiento, el
transporte y su consumo, contribuyen de manera importante a la contaminacion
por hidrocarburos, tanto por la cantidad de contaminantes vertidos como por su

toxicidad.

En México, en la segunda parte de la década de los 70’s, la petroquimica basica
se convirti6 en la actividad con mayor contribucion a la contaminacion. La
produccién de fibras sintéticas, resinas, fertilizantes, plasticos, pinturas, pigmentos
y gases industriales pasaron a ser las actividades mas relevantes por su impacto
potencial al ambiente.?® México es el noveno pais con mas reservas probadas de

petréleo crudo en el mundo, con 25,425 millones de barriles.

PEMEX produce diariamente un total de 3, 583,000 de barriles de petréleo crudo
(promedio hasta agosto 2002)°. Segun el informe 2002 de las auditorias
ambientales de la Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente®’, en las
instalaciones de PEMEX ocurrieron el 57% de las emergencias ambientales que
se presentaron a nivel nacional con materiales peligrosos durante el periodo de
1997 al 2001. Segun el mismo informe, los principales eventos de emergencia
ambiental presentados durante dicho periodo fueron los derrames y fugas de

compuestos como petréleo crudo, combustdleo, diesel, gasolina, turbosina, gas



30

natural y amoniaco. En las instalaciones de PEMEX de los estados de Veracruz,
Tabasco y Campeche ocurrieron el 88% de dichas emergencias ambientales. El
informe de seguridad, salud y medio ambiente de PEMEX 2001, reporta que
PEMEX gener6 un total de 1, 250,507 toneladas de emisiones y descargas de los
cuales 76.75% fueron emitidas al aire, 0.34% fueron descargadas en agua,
22.27% generaron residuos peligrosos y 0.64% fueron generadas en fugas y

derrames de hidrocarburos®.

Aunque PEMEX ha obtenido 50 certificados de industria limpia, estas medidas son

de reciente aplicacion, después de 1988 afio en que se aprobé la LGEEPA.

Especificamente para la generaciéon de sustancias toxicas existe la Norma Oficial
Mexicana NOM-052-ECOL-1993 % que establece las caracteristicas de dichos
residuos peligrosos asi como los criterios de toxicidad para clasificar a un residuo
como peligroso. Mientras que, la norma oficial mexicana NOM-117 ECOL-1998 *,
establece las especificaciones de proteccibn ambiental para la instalacién y
mantenimiento mayor de los sistemas para el transporte y distribucién de
hidrocarburos y petroquimicos en estado liquido y gaseoso, que se realicen en

derechos de via terrestres existentes, ubicados en zonas agricolas y ganaderas.
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Contaminacién con hidrocarburos aromaticos policiclicos

La familia de los HAP consiste en moléculas que contienen carbono e hidrégeno
Unicamente, generalmente son sdlidos. Estan formados por 2 o mas anillos
aromaticos. Los HAP son particularmente considerados como contaminantes

comunes de sedimentos y suelos. %

La formacion de HAP se lleva a cabo en atmésferas donde prevalecen las
condiciones de oxigeno insuficientes para la combustién, la cantidad de HAP
formada depende de la temperatura y de la naturaleza del material organico
guemado. Sin embargo, sin importar el tipo de material, a temperaturas definidas
se forma proporciones similares de HAP. También provienen de la formacién
geoldgica de los combustibles fésiles. En la combustion del petréleo y carbén
algunos HAP son liberados sin cambios en emisiones y algunos son
transformados en otros HAP. Los mecanismos de formacion durante la
combustién incompleta de materia organica han sido ampliamente estudiados.
Dos reacciones estan involucradas, la pirdlisis y la pirosintesis. A altas
temperaturas, los compuestos organicos son parcialmente fragmentados a

moléculas més pequefias e inestables liberando energia (pirdlisis).

Estos fragmentos, principalmente radicales, se recombinan para formar
hidrocarburos arométicos que son moléculas mas grandes y relativamente

estables (pirosintesis) %.

La presencia de HAP en aguas superficiales indica la presencia de una fuente de

contaminacién (generalmente puntual) ya que, dada su baja solubilidad y su



32

afinidad a quedarse adsorbidas en las particulas suspendidas, las concentraciones
de HAP en agua no son altas. El nivel de HAP en aguas no contaminadas esta en
un rango de 0 a 5 ng/L. En agua potable, los HAP mas comunmente detectados
son fluorantreno, fenantreno, pireno y antraceno, siendo el mas persistente el
fluorantreno.® La principal fuente de contaminacién del agua potable conHAP son
los recubrimientos utilizados contra la corrosién en las tuberias de distribucién. Sin
embargo, en algunos rios localizados lejos de puntos altamente industrializados se
han detectado concentraciones de hasta 50 ng/L. Estas concentraciones han sido
atribuidas a la abrasidon y lixiviado de la capa de alquitrdn que es utilizada
periédicamente para prevenir la corrosion de embarcaciones. El lixiviado de los
HAP de suelos contaminados a aguas subterrdneas no es considerable, debido a
gue los compuestos permanecen preferentemente adsorbidos en la materia
organica del suelo. Sin embargo, en suelos altamente contaminados, los HAP
pueden alcanzar las aguas superficiales, encontrdndose concentraciones de hasta

10 pg/L *.

Los HAP también se encuentran asociados a las particulas suspendidas menores
a 10 mm que son de los principales indicadores de la contaminacién atmosférica.
Los HAP se encuentran en los aerosoles atmosféricos en fase vapor (HAP con
dos anillos), en fase vapor-particula (tres y cuatro anillos) y en la fase particulada
(HAP con cinco o mas anillos) Amador-Mufioz, et al 2001. En ausencia de
industria u otras fuentes de contaminacion, los HAP en la atmésfera son emitidos
por la calefaccion residencial y el trafico vehicular. Concentraciones elevadas de

HAP (flourantreno, benzol[b]fluorantreno, pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno Yy
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fenantreno) han sido observadas en agua de lluvia y especialmente en nieve y

niebla®.

Esto es resultado probablemente de la adsorcion de los compuestos en las
particulas suspendidas en el aire, que son finamente depositadas durante las

precipitaciones pluviales .

La industrializacién creciente de la sociedad y el amplio uso de los combustibles
derivados del petréleo han provocado un incremento en la presencia ambiental de
los HAP. Algunas fuentes antropogénicas de HAP son la combustién de carbén,
las centrales eléctricas, quemadores abiertos, los gases de combustién de los
automoviles, algunos procesos industriales y las actividades de extraccion,
transformacion, transporte y combustion de combustibles fésiles. En paises
desarrollados, la calefaccién residencial y el trafico de vehiculos son las

principales fuentes emisoras de HAP al aire .
Antraceno

El antraceno fue descubierto en 1832 por Antoine Laurent y Jean Dumas a partir
del alquitran. Por oxidacién del antraceno Laurent consiguié en 1836 la primera

sintesis de la antraquinona y del &cido ftalico®.

El antraceno es un hidrocarburo aromatico policiclico. A temperatura ambiente se
trata de un sdlido incoloro que sublima facilmente. El antraceno es incoloro pero
muestra una coloracion azul fluorescente cuando se somete la radiacidon

ultravioleta®.
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Aungue el antraceno es un sistema completamente aromatico el anillo central
muestra también reactividad de dieno siendo susceptible de reacciones
Diels-Alder. El anillo central también es mas facilmente oxidable o reducible,
debido a la accién de los dos atomos centrales que conservan dos anillos fenilicos
con su sistema aromatico intacto y por esta situacion es energéticamente mas

favorable®.

El antraceno se obtiene como en el siglo XIX del alquitran o se puede sintetizar a
partir de benxoquinona y 1,3-butadieno y reduccion de la antraquinona con zinc.
Rutas alternativas pasan por el anhidrido del &cido ftalico y benceno en reaccién

Friedel-Crafts o por deshidratacién de la 2-metil-benzofenona®®.
Aplicacién

Casi todo el antraceno es oxidado para dar antraquinona y por lo tanto sustancia
de partida en la sintesis de una amplia gama de colorantes como la alizarina.

Ademas se utiliza en la sintesis de algunos insecticidas, conservantes, etc .

a-Benzopireno

El a-benzopireno pertenece a una clase de hidrocarburos aromaticos y que
comparten una estructura quimica basica, el anillo de benceno. Son compuestos
poco solubles en agua por tener propiedades hidrofébicas consistentes en 2 0 mas
anillos bencénicos, ya sea en forma simple o mudltiple, formando cadenas o
racimos. Ejemplos de hidrocarburo policiclico aromatico son el naftaleno, el
acenatftileno, el 1,8-Etilennafteno, el 2,3-Bencindeno, el Fenantreno, el Antraceno,

el 1,2-Benzofenantreno y el antraceno.
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En especial, el a-benzopireno es uno de los derivados de mayor factor de riesgo,
tras largos periodos de consumo, puede desencadenar desérdenes celulares

produciendo cancer.

Esta considerada la novena sustancia mas peligrosa debido a su potencial téxico
en la salud humana por la Comprehensive Environmental Response,
Compensation, and Liability Act of Agency for Toxic Substances and Disease

Registry, USA.

El a-benzopireno se produce por condensacion de cinco anillos de benceno
durante los procesos de combustién a temperaturas de 300 a 600 °C (incendios
forestales, carbdn, petréleo, grasas), en especial cuando estos son parciales. El
consumo de tabaco y la yerba mate son una fuente de benzopireno, asi como

algunos procesos industriales y algunos alimentos.

Una gran variedad de estos compuestos organicos no volatiles pueden ser
encontrados en el petréleo contaminante del suelo, en donde los niveles de éstos
varian, pero generalmente altas concentraciones pueden ser encontradas en los

derrames de hidrocarburos
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Hipotesis

Si existen metales pesados (Cd, Cr, Hg, Pb y Fe) e hidrocarburos aroméaticos
policiclicos (antraceno, Fenantreno, Benzopireno, Pireno y flourantreno) en el rio
Tula, se detectara dafio al ADN en las células hemociticas de la rana Lithobates

montezumae.

Objetivo general

Detectar el dafio en el ADN de los hemocitos de renacuajos de la rana Lithobates
montezumae, mediante el ensayo cometa alcalino, asi como evaluar las
concentraciones de metales pesados e hidrocarburos aromaticos policiclicos en
el agua del rio Tula por Espectroscopia de Emisién Atémica por Plasma

Acoplado Inductivamente y cromatografia de alta resolucién (HPLC)
Objetivos especificos

Cuantificar la frecuencia de cometas (nucleos con dafio al ADN) y la longitud de la
cauda del cometa (fragmentacién del ADN) en 100 hemocitos de renacuajos de la

rana L. montezumae.

Detectar metales pesados (Cd, Cr, Hg, Pb y Fe) e hidrocarburos aroméaticos
policiclicos (antraceno, Fenantreno, Pireno y Flourantreno) en el agua del habitat
de los renacuajos de la rana Lithobates montezumae por Espectroscopia de
Emision Atémica por Plasma Acoplado Inductivamente y cromatografia de alta

resolucién (HPLC)


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_de_Emisi%C3%B3n_At%C3%B3mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_de_Emisi%C3%B3n_At%C3%B3mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_de_Emisi%C3%B3n_At%C3%B3mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_de_Emisi%C3%B3n_At%C3%B3mica&action=edit&redlink=1
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Material y métodos

Se realizaron pruebas de pH, temperatura y conductividad eléctrica, para

determinar propiedades fisicoquimicas del agua del rio Tula.

El pH en el agua del rio Tula y manantial se determin6é con un equipo Orion 960
autochemistry system equipado con un electrodo Metrohm 6.0204.100, pH de O-

14 (KCI 3M).

El oxigeno disuelto se determiné con el 3200 Conductivity Instrument YSI
equipado con una celda (K = 1.0 /cm). (YSI Incorporated, Yellow Springs, Ohio,

USA).

Se colectaron 3 muestras por triplicado de agua del rio de Tula del habitat de los
renacuajos de la rana verde Lithobates montezumae, en el sitio de biomonitoreo

en diferentes niveles.

En el laboratorio de Quimica Atmosférica, se llevaron a cabo las técnicas: analisis
de metales pesados por Espectroscopia de Emision Atémica por Plasma Acoplado
Inductivamente e hidrocarburos aromaticos policiclicos por HPLC, en las
muestras de agua del habitat de los renacuajos de la rana verde Lithobates

montezumae.

El analisis de metales pesados se realiz6 por Espectroscopia de Emisién Atémica
por Plasma Acoplado Inductivamente 6 ICP por sus siglas en inglés. Usa otro tipo
de descargas eléctricas, llamadas plasmas, y han sido usadas como fuentes de

atomizacidn/excitacion. Estas técnicas incluyeron el plasma inductivamente


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_de_Emisi%C3%B3n_At%C3%B3mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_de_Emisi%C3%B3n_At%C3%B3mica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Plasma
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acoplado y el plasma acoplado directamente. El plasma es generado por el gas
argon que es el comburente y el gas nitrbgeno que es un acarreador,

adicionalmente es asistido por un gas de corte que es aire.

El ICP permite analizar por efectos de ionizacién en elevadas temperaturas de
plasma (8.000 °K) inducido en campo magnético de argon casi la totalidad de la

tabla periddica exceptuando sodio, potasio y gases nobles.

Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC

En la HPLC isocratica el compuesto pasa por la columna cromatogréafica a través
de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefas particulas
redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase movil) a alta presidn a través de la columna. La muestra a
analizar es introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan
diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase
estacionaria a medida que adelantan por la columna. El grado de retencién de los
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la
composicion de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un
compuesto a ser eluido de la columna se denomina tiempo de retencion y se
considera una propiedad caracteristica de un compuesto en una determinada fase
movil y estacionaria. Los disolventes més utilizados en la fase normal, son el agua,
el metanol y el acetonitrilo. (Descrito en el método 610 de la Agencia de

Proteccion Ambiental de los EUA).


http://es.wikipedia.org/wiki/Gas
http://es.wikipedia.org/wiki/Arg%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Gas
http://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Arg%C3%B3n
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Seleccién de los organismos en el area de estudio. Se capturaran 100 renacuajos
de larana L. montezumae, en el rio Tula en Mixquiahuala Hgo. México (20°13'52”
de latitud norte y 99°12’47” de longitud oeste del meridiano de Greenwich y a una
altura de 2100 metros sobre el nivel del mar), (ver anexo ilustracion 3), Las
caracteristicas fisico-quimicas del agua del rio Tula se detectaron en el periodo
de muestreo de los renacuajos de L. montezumae y son las siguientes:
temperatura promedio del agua , 19.92 °C en el rio Tula, los valores de pH
variaron de 6.8 a 7.57, el oxigeno disuelto varié de 7.5 a 8.2 mgL-1.y Las
caracteristicas fisico-quimicas del agua de manantial donde se tomaron las
muestras control negativo en renacuajos L. montezumae, la temperatura promedio
del agua fue de 21.67 °C en el rio Tula, los valores de pH variaron de 6.55 a 6.99,

el oxigeno disuelto vario de 7.8 a 8.6 mgL-1.

Los organismos se colectaron con una red no invasiva y fueron seleccionados
considerando el mismo estadio de desarrollo, método que ha mostrado ser

imparcial y muy eficiente durante esta época del afio.

Toma de la muestra sanguinea.

Se sumergieron lotes con diez individuos cada uno en una pecera con temperatura
del agua entre 23 °C a 13 °C, para inmovilizarlos se utiliz6 papel absorbente
hamedo, para evitar la deshidratacién y dafio a los organismos. Se obtuvieron
muestras de sangre de la vena caudal con jeringas heparinizadas y por puncién
venosa e inmediatamente se realizé una dilucién 1:1 con agarosa de bajo punto de

fusion al 1% a 37 °C para realizar el ensayo cometa alcalino.
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Ensayo cometa alcalino (electroforesis unicelular alcalina)

Se realiz6 una mezcla con hemocitos de los renacuajos y se les adicionaron 90 ul
de agarosa de bajo punto de fusién (0.5 % LMPA, Gibco) a 37 °C que fue
colocada en un portaobjetos esmerilado con una monocapa de agarosa normal
(NMA 1% Gibco) y un cubreobjetos y mantenido a 4° C durante 5 minutos.
Posteriormente se retird el cubreobjetos. Se realizaron dos laminillas por cada
muestra, asi como para cada organismo del grupo testigo. Los portaobjetos con
las células se colocaron en una solucion de lisis final recién preparada ( 2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Trisma-base pH 10), aforada a 100 ml con 1 %
Triton-X y 10 % DMS0O10% en vasos couplin a 4 °C por 1 hora. Posteriormente,
los portaobjetos fueron colocados en la camara de electroforesis y se cubrieron
con amortiguador alcalino frio [NaOH (300 mM) + 1 mM EDTA] a pH 13.0 (esto es
para desenrollar el ADN) a temperatura ambiente por 20 minutos. La electroforesis
se realizé a 300 mA y 25 Volts durante 20 minutos. Después los geles se lavaron
3 veces con amortiguador neutralizante Tris (0.4 M pH= 7.5) por 5 minutos. Las
laminillas fueron fijadas con metanol absoluto frio por 10 min para su posterior
analisis genotoxico. Todo el método se realizé con luz amarilla. Los geles de todos
los lotes expuestos, asi como, los testigos, fueron codificados con clave conocida
para el observador, tefiidos con bromuro de etidio (20 pyg/mL) para examinar el
dafio sobre el ADN con un objetivo micrométrico a 40X (1 unid = 2.41 ym), en un
microscopio de fluorescencia (Axiostar Plus Zeiss fluorescent), equipado con filtro
de excitacién de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm. Se analizaron dos

valores, indicadores de dafio al ADN: a) la frecuencia de células con y sin dafio al
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ADN (con y sin cometa) (50 nacleos en cada gel); b) la longitud de la cauda del
cometa en micrometros (um) (de la region nuclear terminal hasta el final de la

cauda) en 100 nacleos consecutivos (s, 6, 7, 10).-

Método estadistico.

Las variables en estudio fueron frecuencia media de cometas (nucleos con dafio
en el ADN), longitud de la cauda (um) y concentraciones de HAPs y metales

pesados del agua (ppm). (Control negativo y rio Tula).

Para evaluar la frecuencia de medias (de nucleos con dafio en el ADN), se utilizo
t de Student en sus modalidades: Comparacion de la Medias de dos poblaciones,

para las diferencias entre los grupos Control negativo y Grupo expuesto al agua
contaminada del rio Tula; Y prueba de una Media contra un Pardmetro supuesto
para determinar si habia concentraciones que determinaran contaminacion de

metales pesados.

El estudio de asociacion entre el dafio en el ADN (longitud de la cauda, um) y las
diferentes concentraciones de cada uno de los metales pesados se realizo

mediante Regresion Lineal Simple.
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Resultados

Ensayo cometa o electroforesis unicelular alcalina

Al evaluar los dafios al ADN se observé diferencia altamente significativa entre los
hemocitos de los ajolotes que habitan en el agua del rio Tula y el grupo control
(p< 0.0001). Donde la frecuencia media de nucleos con dafio al ADN, fue de
64.0 £ 2.0 um y la longitud de la cauda promedio fue de 36.53 um para el grupo
del rio Tulay la frecuencia media de nucleos con dafio al ADN fue de 8.5£2.0 um
en el grupo control. Su longitud promedio de la cauda fue de 2.65 um (ver cuadro
1 en el anexo). Asi que de lo anterior se puede observar que los niveles méas altos
de dafio al DNA se encontraron en los individuos expuestos a la contaminacion

(rio Tula).
Deteccion de hidrocarburos aromaticos policiclicos

En la evaluacion y cuantificacion de HAPs en el agua del rio Tula, los resultados
gue mostro el andlisis por HLPC de alta resolucion, son irrelevantes en la muestra
de agua del manantial donde habita el grupo control, al igual que en el andlisis del
agua del rio Tula, por lo tanto no se realizo Regresion Lineal Simple para estos

resultados.
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Deteccion de metales pesados

En la evaluacion de los valores de metales pesados obtenidos; en el agua del rio
Tula; se observo que éstos, rebasaron la norma oficial mexicana (p<0.05) NOM-
001 ECOL-1996 (ver anexo, cuadro 2). En el andlisis del agua del rio Tula
sobresalen cinco metales pesados que son los siguientes Cr, Cd, Hg, Pb, y Fe la
presencia de estos contaminantes es causa de genotoxicidad y citotoxicidad en la

biota expuesta.

Las concentraciones observadas en el presente estudio se muestran en el

cuadro en el anexo cuadro 2.

Genotoxicidad

Para evaluar la genotoxicidad causada por los contaminantes (Cr, Cd, Hg, Pb y
Fe) disueltos en el rio Tula sobre el ajolote L. montezumae, se evalu6 mediante
coeficiente de regresion lineal, el dafio sobre el ADN medido en longitud de la

cauda (um) y la relacion con la concentracion en ppm de los metales pesados.

Se observé que por cada unidad, mg/L, que aumenta el cadmio, lalongitud de la

cauda (dafio al ADN) aumenta en promedio 182.7 pum.

El dafio del ADN aumenta en promedio 81.5 um por cada unidad mg/L que

aumenta el hierro.

En el caso de mercurio por cada unidad mg/L que aumenta este metal, el dafio

del ADN aumenta en promedio 69.9 um.
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Y por cada unidad mg/L que aumenta el cromo, el dafio del ADN aumenta en

promedio 47.1 pm.

Finalmente en cuanto al plomo se observo que el dafio del ADN aumenta en

promedio 19.40 um por ceda unidad mg/L que este metal aumenta en el agua.

Para todas las regresiones lineales anteriores (p<0.00001) y el coeficiente de

determinacién (r?) en cada caso fue de 0.97.
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Discusion

Como ya se observoé en los resultados, el agua del rio Tula se puede considerar
realmente contaminada de cromo (0.725 mg/L), cadmio (0.187 mg/L), mercurio
(0.487 mg/L) plomo (1.753 mg/L) y fierro (0.422 mg/L) (P<0.0001). Resultados que
concuerdan con Montelongo et. al., en 2007 en su estudio de Modelacion de la
calidad del agua del rio Tula, estado de Hidalgo, México. Donde Montelongo
encontré que los altos niveles de metales pesados, en el rio Tula pueden atribuirse
a la industria quimica, cementera, agricultura y las aguas residuales de drenaje de
agua que pasa directamente a la presa Requena a través de un sistema canales
de drenaje. Teniendo en cuenta que la presa es una cuenca cerrada y en vista de
la amplia evaporacion del agua, la acumulacion de contaminantes quimicos
aumenta en todos sus componentes, especialmente durante la temporada de
verano, donde las tasas de evaporacion alcanzan valores maximos y la formacion

de complejos de tales iones metalicos conduce a la fragmentacion del ADN.

De acuerdo con lo anterior se concluye que la contaminacién observada en este
estudio es considerable. En el presente estudio se observé esta contaminacion
provoc6 dafio en el ADN de la rana montezuma lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Mouchet et. al., en 2006 en su estudio de biomonitoreo
con ensayo cometa y pruebas de micronucleos en larvas de anfibios (Xenopus
laevis) y ensayo de Ames (pruebas bacterianas Ames Mutatox ®) quienes

observaron dafios también en los nucleos.
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Los datos obtenidos mostraron que las frecuencias de cometas (nlcleos con dafio
en el ADN) para la poblacion del rio Tula fueron significativamente mayores. Los
niveles mas altos de dafio al DNA se observaron en los individuos expuestos a la
contaminacion (rio Tula) de (64.0 = 2.0 um) y la longitud de la cauda promedio fue
de 36.53 um,(P <0.0001) comparado con la poblacién control de 8.5+2.0 umy la
longitud promedio de la cauda fue de 2.65 um Lo que indica que cuanto mayor
sea la cola que refleja el ensayo, mayor es el dafio en él ADN, que se explica
como fragmentacién del ADN como lo observé Xiao Hui Yin et. al. que en 2009
reportan que a mayor concentracion de cadmio mayor es el dafio al ADN en
eritrocitos y hepatocitos del sapo bufo (Bufo bufo gargarizans) expuesto al
contaminante, En el presente estudio ademas se encontré relacion lineal
significativa entre las ppm de los metales pesados (cadmio, Cromo, mercurio,

Plomo y fierro) y en dafio en el ADN.

De acuerdo con Mouchet et. al., 2006., Frenzilli et. al. 2009 y Wael et. al., 2012. El
dafio en el ADN detectado en este estudio podria haberse originado a partir de
roturas de ADN de una sola hebra, roturas de doble cadena, formaciones de
aductos ADN-ADN y ADN-proteina, enlaces cruzados resultantes de la interaccion
con metales pesados o0 sus metabolitos con el ADN. Como lo menciona Nwani et.
al.en 2009 en sus estudios de efectos mutagenicos y genotdxicos en el pez de
agua dulce Channa punctatus. Por lo tanto el dafio causado por metales pesados,
observado en esta investigacion, se considera como un tipo de lesion

potencialmente mutagénico y genotoxico.
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Conclusiones

e Las concentraciones de metales pesados en el agua del rio Tula es
alarmante por que sobre pasa los niveles de referencia.

e Los metales pesados (Cr, Cd, Hg, Pb y Fe) encontrados como
contaminantes en el agua del Rio Tula causaron dafio al ADN en los
individuos expuestos.

e El dafo en el ADN medido por la longitud de la cauda en el ensayo cometa
esta asociado directamente con la concentracién, ppm, de los metales: Cr,
Cd, Hg, Pb y Fe en las aguas consideradas contaminadas.

e El dafio causado por metales pesados, observado, es un tipo de lesion
potencialmente mutagénico y genotoxico.

e La aplicacion del ensayo cometa en hemocitos de L. montezumae en la
evaluacion de los contaminantes genotdxicos, proporciona informacion de
campo valiosa, para estudios de biomonitoreo y contaminacién ambiental.

¢ Los hemocitos de la L. montezumae pueden responder con alta sensibilidad
a un agente genotdxico, por lo tanto puede ser utilizada como organismo
centinela en los estudios ecotoxicoldgicos de los lugares que sean su
habitat, para detectar concentraciones peligrosas de metales pesados con
el propdsito de evitar que estas comunidades humanas locales se vean
afectadas en la salud y también poder detectar de manera temprana

problemas ambientales acuaticos.
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Los resultados obtenidos en este estudio nos hacen manifestar a los
distintos esfuerzos gubernamentales y privados, para tomar acciones en
soluciones viables, como el biomonitoreo ambiental y hacer util las
herramientas los dafios ocasionados por los xenobioticos, como es el

caso del rio Tula.
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Anexo

llustracidnl.- Ensayo cometa donde se muestran los diferentes niveles de
dafio al ADN en nucleos de anfibio.

a) Nucleo sin dafio, nivel 0. b) Nucleo con dafio, nivel 1 ¢) Nucleo con dafio, nivel

2 d) Ndcleo con dafo, nivel 3 e) Nucleo con dafio, nivel 4. Tomado de D. Huang
et. al. Mutation Research 629 pagina 84, 2007
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llustracion 2
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llustracion3. Ubicacién geografica con color rojo del municipio de Mixquiahula de Juarez Hidalgo,

donde se colectaron y se realiz6 la toma de muestra sanguinea en ajolotes delarana L.

montezumae.
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cuadro 1
Desviacion
TRATAMIENTO N media estandar Error estandar
Dano al ADN CONTROL 100 2.65100 0.726642 0.072664
(IongltUd dela EXPUESTOS 100| 36.53132** 5.966243 0.596624
cauda) pm

**diferencia estadistica significativa P<0.00001

Cuadro 2 de valores medios de los metales pesados (ppm) encontrados por
espectrometria de absorcién atémica en el agua de los mantos acuiferos en
estudio y valores Optimos para descarga en medio ambiente segun
NOM-001-ECOL-1996

Metal Concentracion Control Rio Tula
negativo
Cromo (Cr) | Observado 0.00455 0.7246*
Optimo 0.5 0.5
Cadmio (Cd) | Observado 0.00153 0.187*
Optimo 0.02 0.02
Mercurio (Hg) | Observado 0.00205 0.487**
Optimo 0.01 0.01
Plomo (Pb) | Observado 0.0065 1.7533**
Optimo 0.2 0.2
Hierro( Fe) | Observado 0.00646 0.4223**
Optimo 0.30 0.30

**diferencia estadistica significativa con respecto a los valores 6ptimos y valores en
control negativo
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