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1. RESUMEN

Ambystoma mexicanum es un anfibio de gran importancia cultural, médica y evolutiva,
es una especie nativa de la zona lacustre de Xochimilco, sin embargo, sus poblaciones
naturales se han reducido drasticamente debido a la contaminacioén de los canales con
fertilizantes y aguas residuales provenientes de asentamientos urbanos irregulares e
industrias que ocasionan eutrofizacién del agua y proliferacion de cianobacterias que
originan “blooms” o florecimientos cianobacterianos nocivos. Los florecimientos
cianobacterianos nocivos generan problemas ecoldgicos y sanitarios debido a la
presencia de cianotoxinas producidas por cianobacterias del género Microcystis, siendo
la microcistina-LR la mas comunmente encontrada, por lo que se cree que la presencia
de dicha toxina puede afectar a las poblaciones silvestres de A. mexicanum debido a la
ingesta de organismos que bioacumulan la microcistina-LR. Para ello se tomaron varias
muestras de un florecimiento cianobacteriano nocivo detectado en la Pista Olimpica de
Remo y Canotaje “Virgilio Uribe”, Cuemanco, se realiz6 un analisis cuantitativo por el
metodo de Utermdéhl, se identificaron las especies de cianobacterias productoras de
microcistina-LR, se cuantificd la concentracién de microcistina-LR por los métodos de
ELISA y HPLC y se realiz6 un ensayo de toxicidad subcronica con larvas inmaduras de
A. mexicanum de ocho meses de edad, administrandoles una dosis diaria de 20 ug de
microcistina-LR por via oral durante 30 dias. A la vez se registro el peso y la talla de
cada individuo durante todo el experimento. Al final del ensayo todos los individuos
fueron sacrificados y algunos o6rganos como el higado, rifiones y branquias se
procesaron por el método histolégico convencional. Se observd que a pesar de no
encontrarse efectos en el crecimiento de los individuos durante todo el experimento, se
presentaron dafos en los 6rganos que fueron analizados como necrosis severa en
hepatocitos, tubulos contorneados y glomérulos, asi como se evidencio la presencia de
cuerpos apoptoticos en las células ciliadas de las lamelas, ademas el tracto digestivo
de los individuos a los que se les administré la cianotoxina pudo haberse afectado
debido a la mayor cantidad de moco encontrado en las excretas. Por otro lado, se
observo infiltrado inflamatorio en los érganos analizados, lo que indica que la respuesta
inmunologica cumple un papel importante en la desintoxicacion de microcistina-LR.

Palabras clave: Ajolote, eutrofizacion, cianotoxinas, cianobacterias, histologia.
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2. INTRODUCCION

La contaminacion ambiental es un problema que afecta a la humanidad (Penaloza, 2015),
desde su aparicion, el hombre ha alterado los ecosistemas, pero a partir de la explosiéon
industrial y urbana del siglo XIX este problema creci6 significativamente (Senent, 1973).

Varias actividades que tienen un efecto negativo hacia el ambiente como la
sobreexplotacion de los recursos naturales (Londofio, 2006), el crecimiento del sector
agroindustrial y la generacion de gases de efecto invernadero (CMM, 2007), aumentan
cada vez mas debido al crecimiento demografico (Garza & Schteingart, 2010, INEGI,
2015) y a la expansion de la mancha urbana (INEGI, 2015).

Todos estos factores tienen como consecuencia la aceleracidon del cambio climatico, la
aparicion de nuevas enfermedades, la fragmentacion de los ecosistemas, la contaminacién
de suelos y cuerpos de agua y la pérdida de biodiversidad (SEMARNAT, 2007).

2.1. Biodiversidad en México

México es considerado uno de los 17 paises megadiversos, ya que posee el 12 % de la
biodiversidad mundial a pesar de solo contar con el 1.3 % del territorio continental global
(SEMARNAT, 2007); esto se debe a varios factores como la confluencia de dos regiones
biogeograficas como son la neartica y la neotropical, asi como la topografia del pais y la
variedad de climas que se encuentran en él (SEMARNAT, 2011), la interaccion de estos
factores genera una gran variedad de microclimas, hecho que provoca una elevada
cantidad de endemismos (CONABIO, 2000).

México es el cuarto pais con mayor riqueza de anfibios en el mundo (SEMARNAT, 2007),
contando con 376 especies reportadas hasta ahora, de las cuales el 50 % de estas son
endémicas, lo que lo hace el tercer pais con mayor endemismos de anfibios (Angulo et al.,
2006), desafortunadamente el 46 % de las especies se encuentra en algun estado de
vulnerabilidad (Parra-Olea et al., 2014).

2.2. Anfibios

Los anfibios son un grupo de vertebrados de gran importancia, ya que representan el
eslabon entre la vida acuatica y la terrestre (Servin, 2011). Con excepcidon de los polos,
este grupo taxondémico se distribuye en todo el planeta (Vitt & Caldwell, 2014), y cumple un
papel importante en los ecosistemas; ya que forman parte fundamental de las cadenas
tréficas (Ortufio & Diaz, 2004).

11



La mayoria de los anfibios deben tener contacto constante con el agua debido a que
tienen la piel delgada y permeable, o que los hace vulnerables a los contaminantes
diluidos en el agua, por lo que también son buenos bioindicadores (Parra-Olea et al.,
2014).

2.3. Extincion masiva de anfibios

La drastica disminucién de las poblaciones de anfibios ha llamado la atencién de la
comunidad cientifica desde 1960. La Unién Mundial para la Conservacién de la Naturaleza
(UICN) ha reportado que de las 5743 especies de anfibios que se han descrito en el
mundo, el 32.3 % se encuentran globalmente amenazadas (Angulo et al., 2006).

La disminucién de las poblaciones de anfibios se debe directa e indirectamente a las
actividades antropogénicas (Contreras et al., 2009). Algunos factores como el aumento de
la radiacion ultravioleta (Marco, 2003), el cambio climatico (Collins & Storfer,2003) y la
transmision de enfermedades (Bosch, 2003) han contribuido a dicha disminucion, pero las
causas que ejercen mayor impacto son la introduccion de especies invasoras (Zambrano
et al., 2003), la pérdida del habitat natural y la contaminacion de los cuerpos de agua
(Marco, 2002, Marco, 2003), tal como ocurre con Ambystoma mexicanum, el ajolote de
Xochimilco.

2.4. Ambystoma mexicanum (Shaw and Nodder, 1798)

Ambystoma mexicanum es un anfibio endémico del valle de México. Las primeras
descripciones cientificas acerca de esta especie se realizaron en 1615, aunque
anteriormente ya se habia descrito su importancia para las civilizaciones prehispanicas en
el libro “Historia general de las cosas de la Nueva Espafia” (Casas, 2004), pero no fue sino
hasta 1865 cuando Georges Cuvier lo clasifico en el grupo de las salamandras (Maya
2002).

A. mexicanum pertenece al orden Caudata, dentro de la familia Ambistomatidae, que
posee 32 especies que se distribuyen exclusivamente en Norteamérica (Servin, 2011). En
México se encuentran 18 especies, 16 son endémicas y su distribucion geografica se
concentra en la region central del pais (Aguilar et al., 2009).

2.5. Morfologia externa

Su cabeza es aplanada dorsoventralmente y muy ancha con relacion al resto de su
cuerpo, posee 3 pares de branquias externas ramificadas a los laterales de la cabeza, ojos
rudimentarios y sin parpados, su cuerpo es alargado con surcos laterales, cola aplanada
lateralmente con una aleta dorsal que empieza desde la base de la cabeza hasta la punta
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de la cola y continua por la parte ventral hasta la cloaca, cuatro extremidades cortas, las
toracicas con 4 dedos y las abdominales con 5, su coloracion es normalmente oscura con
manchas mas claras, aunque varia mucho, puede llegar a medir 30 cm y vivir 20 afos en
cautiverio (Figura 1) (Servin, 2011, Maya, 2002, Aguilar & Casas, 2005, CONABIO, 2011).

“
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Figura 1. Ambystoma mexicanum en etapa de larva temprana.

A. mexicanum posee la particularidad de ser un organismo neoténico (Lopez & Lira, 2001),
que consiste en la conservacion de caracteristicas larvarias aun después alcanzar la
maduracion sexual, varios autores consideran a A. mexicanum como neoténica facultativa
(Molina, 2009), debido a que su glandula tiroides no sintetiza hormona tiroxina T3, que es
la encargada de llevar a cabo los cambios morfofisiologicos durante la metamorfosis, pero
bajo condiciones de laboratorio pueden inducirse estos cambios (Dermican et al., 2016,
Servin, 2011).

2.6. Ciclo de vida

La temporada de reproduccion de las poblaciones silvestres de A. mexicanum comienza
desde noviembre hasta abril, debido a que la temperatura y la incidencia de luz disminuyen
(Zambrano et al., 2003). Cuando la longitud de los individuos es mayor de 12 cm y/o
alcanzan el afio de edad, se les considera larva madura (Maya, 2002), en esta etapa se
producen cambios en la diferenciacidén sexual, los machos presentan un abultamiento en la
zona cloacal debido al crecimiento de las glandulas cloacales y las hembras presentan una
mayor complexion corporal debido al incremento del tamafio de los ovarios (Gonzalez &
Servin, 2014).
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Su reproduccién consiste en un ritual de apareamiento regulado por sefalizaciones
hormonales, el macho deposita un espermatédforo en el sustrato y guia a la hembra para
que pueda introducirlo en su cloaca. La ovoposicién tarda de 24 a 48 horas; pueden
depositar mas de 600 huevos (Estrada, 2015) y el tiempo de eclosién en promedio es de
20 dias (Servin, 2011). Los organismos recién eclosionados se les considera larva
temprana, en esta etapa los individuos no poseen extremidades, pero gradualmente se
van desarrollando. Después de alcanzar 5.9 cm aproximadamente y/o superar los 4 meses
de edad se les considera larva inmadura (Maya, 2002).

Larva inmadura

Figura 2. Ciclo de vida de Ambystoma mexicanum.
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2.7. Distribucion geografica

Durante el siglo XVI, A. mexicanum se distribuia en todo el complejo lagunar del valle de
México que comprendian los lagos de Texcoco, Zumpango, Xaltocan, Chalco y
Xochimilco, pero actualmente su distribucién se ha restringido a los canales remanentes
de la zona lacustre de Xochimilco y algunas partes de Chalco (Zambrano et al., 2003,
Molina, 2009 y CONABIO, 2011).

En 1998 se reportd que la densidad de A. mexicanum era de 6 individuos por Km?, para el
afio 2002 su densidad disminuyé hasta 1 individuo por km? (Zambrano et al., 2003),
ademas se encontré6 que A. mexicanum no se distribuye por toda la zona lacustre de
manera homogénea, sino que su distribucion se ve influenciada por el uso de suelo,
siendo la zona chinampera y los pocos manantiales que quedan de su preferencia
(Contreras et al., 2009).

2.8. Xochimilco

La zona lacustre de Xochimilco se localiza en la region centro-oriental del Eje
Neovolcanico Transversal, sobre la Altiplanicie Mexicana, rodeada de varias cadenas
montafiosas; con altitudes que van de 2240-2750 msnm (Serra, 1994). Forma parte de la
cuenca de México que es de tipo endorreica debido a que no existe una conexion con el
mar. La precipitacion anual de la region es de 1343.7 mm y la temperatura media anual es
de 9.4 °C, por lo que el tipo de clima predominante es C(E)(w2) que corresponde a un
clima templado subhumedo con lluvias en verano (Figueroa et al., 2014).

En la actualidad, la zona lacustre de Xochimilco es una red compleja de canales, lagos
pequefios y humedales temporales que abarcan una longitud total de 203 km, cubriendo
un area de 42,232 hectareas y atraviesa las delegaciones de Milpa Alta, Tlahuac,
Xochimilco, Tlalpan, Coyoacan e |ztapalapa (Figueroa et al., 2014).

En 1986 se establecié la zona lacustre de Xochimilco como patrimonio natural y cultural de
la humanidad por la UNESCO por ser un reservorio para una gran diversidad biologica
acuatica, subacuatica, haldfita y terrestre (SMA. GDF, 2012). En 1992 se destinaron 2657
hectareas para establecer el Area Natural protegida: Ejidos de Xochimilco y San Gregorio
Atlapulco, debido a que de las 139 especies encontradas en la regidn, 5 especies son
endémicas y 9 especies se encuentran enlistadas dentro de alguna categoria de
proteccion de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010, incluyendo a A. mexicanum
(SEMARNAT, 2010).
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En 2004 se establecio la zona lacustre de Xochimilco como uno de los 37 humedales de
importancia estratégica mundial por la convencibn RAMSAR debido a los servicios
ambientales que puede proveer (Figueroa et al., 2014) y es considerada una zona de gran
importancia turistica y cultural ya que aqui se encuentran las famosas “chinampas” que
son una forma de cultivo tradicional de la region (Chavez-Lépez et al., 2011).

2.9. Deterioro de Xochimilco

Durante la época prehispanica las civilizaciones que vivian en la zona lacustre de
Xochimilco aprovechaban los recursos hidricos (Chavez-Lopez et al., 2011), sin embargo,
era poco el impacto negativo ocasionado hacia el ecosistema; no fue sino hasta inicios del
siglo XX cuando comenzaron a extraerse grandes cantidades de agua de los mantos
acuiferos de Xochimilco para mantener el suministro de agua de la creciente Ciudad de
México (Banister & Widdifield, 2014).

Debido a que varios canales comenzaron a desecarse, se construyeron plantas de
tratamiento de aguas residuales como el del Cerro de la Estrella y otras zonas aledanas
para alimentar los canales artificialmente con agua tratada, pero debido a la aparicién de
varios asentamientos irregulares dentro del Area Natural Protegida, se depositaron
directamente grandes cantidades de aguas negras a los canales (Figueroa et al., 2014).
Aunado a esto, el abandono y sustitucion de las chinampas por métodos de cultivo
mordernos ocasionaron la eutrofizacion de varios canales (Moreno et al., 2010).

2.10. Eutrofizacion

La eutrofizacion es un fendmeno que consiste en el deterioro de la apariencia y calidad del
agua debido a la sobrecarga de nutrientes disueltos en el cuerpo de agua (Ledesma et al.,
2013). Este proceso puede ocurrir de forma natural, pero cuando la actividad humana
influye en su aparicion, se le conoce como eutrofizacion antropogénica (Chapa &
Guerrero, 2001). Este fendbmeno es muy comun en lagos artificiales y en cuerpos de agua
cercanos a ciudades (Pineda-Mendoza et al., 2011) y es causado principalmente por el
uso excesivo de fertilizantes que son arrastrados hacia el cuerpo de agua por medio de la
lluvia, asi como el proceso de erosion y el vertido de efluentes industriales y domésticas
(CICEANA, 2004).

Debido a la acumulacién de nutrientes como amonio (NH;"), nitratos (NO3"), nitritos (NO5),
fosfatos (PO,*) y materia organica algunos organismos oportunistas se desarrollan de
forma descontrolada (Ledesma et al., 2013). Varias especies de plantas acuaticas y
organismos que componen el fitoplancton tales como cloroficeas, diatomeas y las
cianobacterias tienden a proliferar, pero las cianobacterias poseen mayor relevancia, ya
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que pueden originar “blooms” o florecimientos cianobacterianos nocivos (Sabour et al.,
2005).

2.11. Cianobacterias

Las cianobacterias son organismos procariotas del reino monera, que aparecieron hace
3500 millones de afios. Crecen en ambientes marinos, dulceacuicolas y terrestres, y su
distribucion es cosmopolita (Cronberg & Annadotter, 2006; Bonilla, 2009; Bernard, 2014).

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos debido a la presencia de clorofila-a,
ademas también poseen la capacidad de producir varios pigmentos accesorios como
carotenoides, ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina (Seafiez, 2011), esta gama de
pigmentos les permite captar la luz mas eficientemente (500-600 nm), por lo que las
cianobacterias pueden desarrollarse bajo la sombra del resto del fitoplancton (Arzate,
2008).

Los florecimientos cianobacterianos nocivos ocurren mas comunmente en verano debido a
que la luz y la temperatura aumentan, gracias a ello las cianobacterias se ven favorecidas
en el crecimiento; ya que la tasa maxima de crecimiento de estos organismos se alcanza a
los 25 °C lo cual es mayor que las del resto del fitoplancton (Sabour et al., 2005).

Cuando comienza el otofio y la temperatura baja, algunos géneros como Microcystis se
sedimentan en el fondo de la columna de agua, pero debido a su forma de crecimiento;
muchas células del interior de las colonias quedan protegidas y pueden mantenerse
latentes hasta que las condiciones ambientales vuelvan a ser favorables (Lago et al.,
2015), ademas muchas otras especies pueden generar acinetos, que son estructuras de
resistencia que protegen al organismo cuando las condiciones ambientales no son
favorables (Arzate, 2008).

2.12. Consecuencias de los florecimientos cianobacterianos nocivos

Uno de los problemas que ocasionan los florecimientos cianobacterianos nocivos es la
alteracion de la composicion de la comunidad planctonica, ya que generalmente
predomina una o dos especies de cianobacterias, desplazando a las demas poblaciones
que conforman el fitoplancton y ocacionando su reduccion (Barreiro & Vasconcelos, 2014),
aunado a esto; se ha reportado que varias especies de copépodos, cladoceros vy rotiferos
evitan consumir a las cianobacterias, desapareciendo al no contar con alimento, por lo que
también se ven alteradas las cadenas troficas (Chapa & Guerrero, 2001, Zamora et al.,
2014, Olvera-Ramirez et al., 2010).
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Otro problema es la aparicion de mortandades masivas de peces, debido a cambios
bruscos en la concentracion de oxigeno disuelto a lo largo del dia; ya que en la noche la
tasa de respiracion de las cianobacterias es superior a la tasa de produccion de oxigeno,
generandose condiciones de anoxia (Mancera y Vidal, 1994), ademas la falta de oxigeno
provoca la proliferacion de bacterias anaerobias que producen acido sulfhidrico, toxico
para otros organismos (Chapa & Guerrero, 2001).

Otro problema que ocasionan los florecimientos cianobacterianos nocivos es la
contaminacion del agua con cianotoxinas que son producidas por varios taxa; causando
problemas sanitarios, ambientales, sociales y econdmicos considerables (Codd, 2000).

2.13. Cianotoxinas

Las cianotoxinas son un grupo de metabolitos secundarios producidos por varios géneros
de cianobacterias (Tabla 1). Estas toxinas presentan una gran diversidad quimica y sus
efectos toxicos son muy variables (Seafiez, 2011).

2.14. Clasificacion de cianotoxinas

Las cianotoxinas se clasifican quimicamente en péptidos ciclicos como las microcistinas y
las nodularinas, alcaloides como las saxitoxinas, anatoxinas y cilindropermopsinas y en
lipopolisacaridos (Wiegand, & Pflugmacher, 2005), también se clasifican con base en sus
efectos fisioldgicos en: neurotoxinas, dermatotoxinas, citotoxinas y hepatotoxinas (Seariez,
2011).

Las neurotoxinas, estan conformadas por saxitoxinas y anatoxinas, se ha reportado que
las saxitoxinas pueden bloquear los canales de sodio de las células nerviosas, inhibiendo
la despolarizacién axonal; lo que conduce a la paralisis de los musculos y a la muerte por
paro respiratorio en mamiferos (Wiegand & Pflugmacher, 2005; Ledreux et al., 2010).

En cambio, Bernard en 2014 menciona que la muerte provocada por paro respiratorio en
mamiferos que consumieron anatoxinas; se debe a la inhibicion de la acetilcolinesterasa;
lo cual concuerda con el reporte de Gugger y colaboradores en 2005 en el que asocian la
muerte de dos perros envenenados en Francia con el consumo de agua contaminada con
anatoxina-a que fue producida por Phormidium favosum.

Dentro de las citotoxinas solo se encuentran las cilindropermopsinas, estas toxinas
presentan una toxicidad no especifica y se ha reportado que en ratones causan dafio en
las células de higado, rifidn, timo y corazon; ademas, también se asocian con posibles
efectos mutagénicos, (Wiegand & Pflugmacher, 2005 y Bernard, 2014). Para esta toxina
no se conoce con detalle su mecanismo de accion (Guzman-Gillén et al., 2014).
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Las dermatotoxinas, estan conformadas por lipopolisacaridos que se encuentran en todas
las especies de cianobacterias, ya que forman parte de la membrana externa de la célula
cianobacteriana. El contacto con lipopolisacaridos provenientes de cianobacterias puede
provocar irritacion en los ojos, piel, fiebre y problemas gastrointestinales, ademas se han
reportado posibles efectos sinérgicos con hepatotoxinas (Wiegand y Pflugmacher, 2005 y
Searez, 2011).

Tabla 1. Géneros mas comunes de cianobacterias productoras de cianotoxinas (Bernad,
2014 y Wiegand & Pflugmacher 2005)

Toxina Géneros

Microcystis, Dolichospermum, Anabaenopsis, Annamia,
Aphanizomenon, Artrospira, Calothrix, Fischerella,
Geitlerinema, Gomphosphaeria, Hapalosiphon, Leptolyngbya,
Limnothrix, Lyngbya, Merismopedia, Nostoc, Oscillatoria,
Phormidium, Planktothrix, Plectonema, Pseudanabaena,
Radiocystis, Spirulina, Synechococcus, Woronichinia

Microcistinas

Dolichospermum, Anabaenopsis, Aphanizomenon,
Cylindrospermum, Hydrocoelum, Lyngbya, Oscillatoria,

Anatoxinas Microcystis, Phormidium, Raphidiopsis, Woronchinia,
Planktothrix
Anatoxina-a(s) Dolichospermum
Saxitoxinas Dolichospermum, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis,
Lyngbya, Oscillatoria, Raphidiopsis, Umezakia
Nodularinas Nodularia

Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Lyngbya, Oscillatoria,

Cilindropermopsinas Raphidiopsis, Umezakia

Lipopolisacaridos Todos los géneros

Las hepatotoxinas afectan al higado principalmente (Wiegand y Pflugmacher, 2005),
ademas son potentes promotores de tumores hepaticos (Zegura et al., 2003). Dentro de
las hepatotoxinas se encuentran las nodularinas y las microcistinas, de las cuales las
microcistinas son las mas ampliamente estudiadas debido a que son muy comunes en la
naturaleza (Bernard, 2014, Roset et al., 2001, Wiegand & Pflugmacher, 2005).
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2.15. Microcistinas

Las microcistinas son una familia de heptapéptidos ciclicos muy estables (Moreno et al.,
2003). Generalmente estan compuestos de tres D-aminoacidos (D-Alanina, Metil D-Acido
aspartico y D-acido glutamico), dos aminoacidos inusuales como Mdha (N-
metildeshidroalanina) y Adda (acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-
dienoico) y dos L-aminoacidos en los sitios 2 y 4 que varian en la posicion X y Z de acuerdo
con el tipo de microcistina, como por ejemplo la microcistina-LR (Figura 3) que posee leucina
y arginina (Seafez, 2011).

Debido a la gran variedad de cambios en la estructura quimica de la molécula, se han
reconocido actualmente mas de 100 variantes esta toxina (Puddick et al., 2014), siendo la

microcistina-LR la mas conocida, debido a su alta toxicidad (Moreno et al., 2003, Wiegand
& Pflugmacher, 2005).

6. D-Acido glutamico

5. Adda S T

|| 1. D-Alanina
0 CH,
- . il TP
CH

o} COOH O 2. L-Leucina

3. Metil D-Acido aspartico

4. L-Arginina

Figura 3. Estructura quimica de microcistina LR (Wiegand y Pflugmacher, 2005).

2.16. Estabilidad y remocion de la microcistina-LR

Debido a su estructura ciclica, la microcistina-LR es una molécula resistente a la hidrolisis
enzimatica, soporta temperaturas de hasta 300°C, pH muy acido o muy alcalino y no
puede ser degradada por oxidantes comunes (Seafiez, 2011).
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Para la remocion adecuada de microcistina-LR del agua se utilizan técnicas como
coagulacion, flotacion por aire disuelto, filtracibn con membrana, 6smosis inversa y el uso
de técnicas de oxidacion avanzadas como la ozonificacion, fotolisis con rayos UV,
Sondlisis, reaccion de Fenton y fotocatalisis con didxido de titanio (Pinho et al., 2015,
Rositano, 2001), pero debido a su alto costo, no se han podido implementar estas técnicas
en varias plantas de tratamiento en el mundo (Hoeger et al., 2005).

2.17. Toxicidad de microcistina-LR

En general la microcistina-LR tiene la capacidad de inhibir especificamente las
fosfoproteinas fosfatasas PP1 y PP2A de organismos eucariotas debido a que el residuo
Adda y el grupo metilo del residuo Mdha forma enlaces covalentes con residuos de
cisteina de estas enzimas, evitando que el sitio activo y el sustrato puedan interactuar
(Pereira et al., 2013).

Se han estudiado estos efectos en microalgas (Barreiro & Vasconcelos, 2014), plantas
(Sagrane et al., 2007), e invertebrados (Galanti et al., 2013), pero la gran mayoria de los
estudios se enfocan en los vertebrados (Zhao et al, 2008, Prieto et al., 2008).

En vertebrados, la microcistina-LR pasa a través del torrente sanguineo por medio de los
acidos biliares, causan necrosis en células del higado, los rifiones, las branquias, los
pulmones y el tracto digestivo (Prieto et al., 2008), ademas, también se ha demostrado que
pueden afectar a érganos reproductores (Chen et al., 2016).

Las enzimas PP1 y PP2A regulan y controlan varias funciones de la célula, como el ciclo
celular y el mantenimiento de la arquitectura celular (Mezhoud et al., 2008); mediante
reacciones de desfosforilacion (Hernandez, 2012). Por lo que al inhibir la funcion de PP1 y
PP2A se rompe el equilibrio de fosforilacion/desfosforilacion crucial para el metabolismo
celular (Wiegand & Pflugmacher, 2005), causando necrosis de los tejidos, hemorragias
internas y el organismo muere a causa de un choque hipovolémico (Prieto et al., 2008),
aunado a esto, se ha demostrado que la microcystina-LR puede causar estrés oxidante
(Bruzuzan et al., 2009).

Anteriormente se han reportado casos de intoxicacion por microcistina-LR en humanos. En
1996 ocurri6é un incidente dentro de una clinica de hemodialisis en Brasil, en la cual mas
de 50 personas murieron debido a una exposicidbn aguda a través de agua contaminada
con microcistina-LR (Fernandes, 2011), por lo cual, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) establecié un valor guia de microcistina-LR en el agua potable de 1 pg/L 'y 10 pg/L
para el agua de recreacion (OMS, 2006). Sin embargo; en varios lagos de la cuenca de
México se han detectado concentraciones muy por encima de estos valores (Seafiez,

21



2011, Vasconcelos et al., 2010), por lo que los organismos que se desarrollan en la zona
lacustre de Xochimilco incluyendo a A. mexicanum y la poblacion humana que realiza
actividades recreativas cercanas a los canales podrian estar expuestos a altas
concentraciones de microcistina-LR (Backer et al., 2010).

Dentro de los ecosistemas acuaticos la via de exposicidn a microcistina-LR puede ser
por inmersidén o por via oral, siendo esta ultima la mas destacada debido a que es una
forma en la que esta cianotoxina puede llegar a concentrarse (Qiao et al., 2013).
Barreiro y Vasconcelos en 2014 mencionan que cuando se presenta un florecimiento
cianobacteriano nocivo se altera la composicion zooplanctonica debido a que algunas
especies evitan consumir cianobacterias, llegando a desaparecer, sin embargo hay
especies que pueden tolerar concentraciones moderadas de microcistina-LR,
pudiéndose alimentar de las células cianobacterianas que la producen (Zamora et al.,
2014, Nogueira et al., 2006, Prieto et al., 2008, Chen et al., 2016), acumulandose
considerables concentraciones de microcistina-LR dentro de los individuos y transferirse
de un estado trofico a otro al ser consumidos por depredadores (Sabatini et al., 2011,
Osswald et al., 2008, Galanti et al., 2013).

Este fenbmeno se observo en estudios realizados por Papadimitriou y colaboradores en
2012, en el que detectaron concentraciones de hasta 152 ygMC-LReq/g en peso seco
de muestras de zooplancton recolectadas del lago Pamvétida, Grecia, ademas también
determinaron concentraciones de hasta 581.46 ngMC-LReq/g en higados de la rana
endémica (Rana epirotica), por lo que durante un florecimiento cianobacteriano nocivo
es posible que las especies acuaticas ingieran considerables concentraciones de
microcistina-LR.
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3. ANTECEDENTES

Se han elaborado varios trabajos en algunos vertebrados, como el realizado por Li y
colaboradores en 2013, en el que encontraron que en la carpa (Carassius auratus); una
dosis de 200 pg/Kg de microcistina-LR, administrado por via intraperitoneal ocasiono
severos cambios estructurales renales, como la dilatacion de la capsula de Bowman,
degeneracion de los procesos podocitarios, pérdida de la membrana basal glomerular,
y proliferacién de células mesengiales en el corpusculo renal y en cuanto a los tubulos
contorneados proximales se observaron varias células con proliferacién de lisosomas,
degeneracion hidropica de las mitocondrias, nucleos picnéticos, vacuolizacion
citoplasmatica y necrosis de las células epiteliales de los tubulos, ocasionando la
muerte de los individuos en 60 horas.

Por otra parte, Hou y colaboradores en 2015, reportaron que en el pez cebra (Danio
rerio) la administracion de 200 pg/Kg de microcistina-LR por via intraperitoneal
ocasionaron graves hemorragias hepaticas, vacuolizacibn hepatica grave vy
degeneracion de los hepatocitos, ademas se observd una disminucién significativa de
la concentracion de catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa, debido a la
inhibicion de la transcripcion de estas enzimas, también encontraron una disminucion
significativa de glutation, lo cual sugiere que esta molécula desempefia un papel crucial
en la respuesta antioxidante y en la desintoxicacion de microcistina-LR.

Asi mismo, Molina y colaboradores en 2005 encontraron que en la tilapia (Oreochromis
niloticus), la administracion oral diaria durante 21 dias de 60 pg de microcistina-LR
proveniente de cianobacterias liofilizadas, ocasionaron alteraciones estructurales de la
arquitectura hepatica, asi como la aparicibn de nucleos picnéticos, vacuolizacion
citoplasmatica y contraccion del acino pancreatico. En cuanto al rifion se observo la
dilatacion de la capsula de Bowman, nefrosis toéxica y ademas se observd precipitado
basdfilo en los tubulos contorneados.

En mamiferos Zhao y colaboradores en 2008 encontraron que la administracion por via
intraperitoneal de 12.5 pgMC-LR/Kg en conejos, aumentd significativamente la
actividad de superéxido dismutasa y provocd mayor peroxidacion lipidica en el higado,
también se observo degeneracion hidrépica de las mitocondrias, sin embargo, a partir
de las 24 horas se present6 una recuperacion del dafio mitocondrial debido a que pudo
haberse estimulado una respuesta compensatoria.

En cuanto a anfibios, Zhang y colaboradores en 2013, pudieron demostrar que la
exposicion subcrénica de 1 ug/l de microcistina-LR disuelta en el agua durante 14 dias
en Rana nigromaculata ocasion6 peroxidacion lipidica en el higado, asi como la
expresion significativa de caspasas 3, 8 y 9, citocromo ¢ y Bax que son proteinas
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promotoras de apoptosis, también se observd una considerable disminucion de la
concentracion de glutation peroxidasa y glutation.

A pesar de que se conocen los efectos de microcistina-LR en vertebrados, no hay
suficientes trabajos realizados en anfibios, tomando en cuenta que la exposicién a
microcistina-LR podria influir en el declive de sus poblaciones (Zhang et al., 2013).

4. JUSTIFICACION

A. mexicanum es una especie con gran importancia cultural (Casas, 2004), médica
(Seifert & Madem, 2014, Gonzalez et al., 2005, Carlson, 1982) y evolutiva (Hanken,
1999), pero debido a la drastica disminucion de sus poblaciones, esta catalogada como
especie en peligro de extincion por la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010),
y se encuentra en la categoria de especies criticamente amenazadas por la Unién
Mundial para la Conservacion de la Naturaleza (UICN, 2015).

La Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM), la Universidad Auténoma
Metropolitana (UAM) y el Instituto Politécnico Nacional (IPN) han dedicado algunos de
sus proyectos de investigacion a generar informacién ecolégica acerca de la zona
lacustre de Xochimilco, que ademas, junto con la comunidad de la region se llevan a
cabo diferentes planes de conservacion de A. mexicanum (Figueroa et al., 2014 vy
Zambrano, 2004).

Sin embargo, no se ha contemplado la problematica de la contaminacion del agua con
microcistina-LR, ya que se han reportado florecimientos cianobacterianos nocivos en
varios lagos urbanos de la zona metropolitana del Valle de México, incluyendo algunos
canales de Xochimilco (Arzate, 2008, Arzate et al., 2010, Ortiz et al., 2012 vy
Vasconcelos et al., 2010), por lo que A. mexicanum y varias otras especies acuaticas
podrian estar expuestas a la microcistina-LR.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos histopatologicos producidos en higado, riidn y branquias de
Ambystoma mexicanum después de la administracion subcrénica por via oral de
microcistina-LR proveniente de un florecimiento cianobacteriano nocivo de Xochimilco
detectado en mayo del 2016.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

* Determinar la composicidon y abundancia de cianobacterias productoras de
cianotoxinas que conforman el florecimiento cianobacteriano nocivo durante
mayo del 2016.

* Describir la relacion que tienen algunas caracteristicas fisico-quimicas del agua
como temperatura, pH, alcalinidad, dureza total, oxigeno disuelto, concentracion
de fosfatos y concentracion de nitratos con la aparicion del florecimiento
cianobacteriano nocivo.

* Determinar la concentracién de microcistina-LR de extractos elaborados a partir
del florecimiento cianobacteriano nocivo mediante técnicas de ELISA y HPLC.

* Determinar si la exposicion subcronica de microcistina-LR durante 30 dias puede
afectar el crecimiento de A. mexicanum en etapa de larva inmadura.

* Describir los efectos de la dosificacidon subcronica de microcistina-LR en higado,

rindn y branquias de A. mexicanum en etapa de larva inmadura mediante el uso
de la histologia.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Area de estudio

El sitio de estudio se localizé en la Pista Olimpica de Remo y Canotaje Virgilio Uribe,
situada en paralelo al canal de Cuemanco, dentro de la zona lacustre de Xochimilco.
Se localiza entre las coordenadas 19°17°06” latitud norte y 99°06°08” longitud oeste,
con una altitud de 2239 msnm, tiene una superficie de 600,000 m?, posee una longitud
de 2200 m de largo, 125 m de ancho y 2 m de profundidad. Sistema que recibe aguas
tratadas y pluviales (FMC, 2016).

Su construccién se realizd entre enero de 1967 y julio de 1968 con el objetivo de recibir
a deportistas del mundo para las olimpiadas de México en 1968. Actualmente se
realizan actividades deportivas como competencias de remo o canotaje y caminata
(FMC, 2016).

)
\ /\/ < Pista Olimpica de Rer_noy Canotaje
R Virgilio Uribe.
7
—
A edore

Figura 4. Area de estudio (Fotografia tomada con Google Earth; mapa de la Ciudad de
México tomada de INEGI, 2016).
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7.2. Muestreo y colecta de muestras biolégicas cianobacterianas.

El material biolégico se colecté a partir de un florecimiento en mayo del 2016. La
muestra se colecto filtrando 40 litros de agua con una red de fitoplancton de 20 um de
apertura de malla, hasta reunir cerca de cuatro litros (Bonilla, 2009).

También se colectaron 500 ml de muestra directa, de la cual, la mitad se conservo con
una solucién de acetolugol 1% para elaborar el analisis cuantitativo, la otra mitad se
utilizé para realizar observaciones in vivo, elaborar el analisis cualitativo y cuantificar
microcistinas (Chorus & Bartram, 1999 y Bonilla, 2009).

El material biol6gico filtrado se transporté al laboratorio. La muestra in vivo se mantuvo
a 4°C hasta su uso, la muestra conservada en la solucion de acetolugol 1% se mantuvo
a temperatura ambiente y en oscuridad para evitar su degradacion y el material filtrado
colectado se congeld a -20°C y posteriormente se liofilizo6 con ayuda de un liofilizador
marca LABCONCO modelo FREEZONE 4.5, las cianobacterias liofilizadas se pesaron
con ayuda de una balanza analitica y se almacenaron a -20°C hasta su uso (Chorus &
Bartram, 1999).

Figura 5. Vista general de la Pista Olimpica de Remo y Canotaje Virgilio Uribe.

7.3. Determinacion de variables fisicoquimicas

Por otro lado, se midieron algunos parametros in situ del agua como la temperatura, pH
con ayuda de un potenciometro marca CONDUCTRONIC, modelo pH10, alcalinidad,
dureza total y oxigeno disuelto a través de técnicas titulometricas (Gama et al., 2010).
Paralelamente para la concentracion de fosfatos y nitratos se us6 la técnica de
molibdovanadato y reduccion de cadmio respectivamente con ayuda de un fotometro
marca Hanna, modelo HI 83200.
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7.4. Analisis cualitativo y cuantitativo del fitoplancton.

Los analisis cualitativos y cuantitativos se realizaron con el apoyo de la M. en C. Gloria
Gardufio Solérzano del Herbario de la FES-Iztacala. Se observo la muestra in vivo de
cianobacterias en un microscopio marca Leica, modelo DM500 y se identificaron las
especies de cianobacterias segun las claves de Cronberg y Annadotter (2006), con
base en el tamafo de las células, el tipo de mucilago que presentan usando azul de
cresil y la forma de la colonia, ademas se tomaron micrografias de las especies
encontradas con una camara marca Leica modelo ICC50 (Seafiez, 2011).

Para el analisis cuantitativo se elaboré una dilucion 1:10 con la muestra conservada en
la solucion de acetolugol 1%, se colocaron 10 ml de esta dentro de una camara de
Uterm6hl y se dejoé reposar durante 24 horas para sedimentar la muestra
uniformemente, posteriormente se observo con ayuda de un microscopio invertido
marca Motic con un objetivo de 40X (Wetzel & Likens, 2000, Cortes, 1998), y se
determind el numero de células por mililitro con ayuda de la siguiente formula:

no.de células _ CxAt
ml AfXFXV

Dénde:

C= Numero de organismos contados

At= Area total del fondo de la camara (mm?)
Af= Area de un campo (mm?)

F= Numero de campos contados

V= Volumen de la muestra sedimentada (ml)

Se contd un minimo de 400 células de cada especie dentro de campos seleccionados
aleatoriamente para que el grado de error fuera <10% (Wetzel & Likens, 2000).

7.5. Cuantificacion de microcistina-LR por el método inmunolégico de ELISA

Se elabor6é un extracto crudo a partir de la muestra directa in vivo de cianobacterias,
tomando una alicuota de 50 ml, congelandola a -20°C durante 2 dias vy
descongelandola durante 1 dia a temperatura ambiente, después la muestra se sonico
durante 10 minutos y se volvio a congelar a -20°C, este proceso se repitido 3 veces para
asegurar la completa ruptura de las células (Chorus & Bartram, 1999), posteriormente
el extracto crudo se centrifugd a 4000 rpom durante 30 minutos, despues se recupero el
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sobrenadante y se filtr6 con un filtro Milipore de 0.2 ym de poro (Chorus & Bartram,
1999).

Para la cuantificacion de microcistinas se utilizo el kit QuantiPlate™ Kit for Microcystins
de ENVIROLOGIX siguiendo las indicaciones:

El kit usado en este trabajo fue un ensayo de ELISA competitivo que consiste en la
competencia de la microcistina-LR proveniente de una solucion problema contra
microcistina-LR conjugada con la enzima peroxidasa de rabano por unirse a una
determinada cantidad de anticuerpos monoclonales anti-Adda (AD4G2) que se
encuentran en los pozos para placas de ELISA.

1. Antes de realizar el ensayo se sacaron los reactivos y tiras con pozos reactivos del
refrigerador y se aclimataron durante 30 minutos a temperatura ambiente.

2. Se utilizaron 2 tiras con 8 pozos sujetados en un bastidor para placas de ELISA y se
disefid un diagrama en el que se asignaron los pozos donde se colocarian las
soluciones patron, el control negativo y el extracto crudo (Tabla 2).

Tabla 2. Matriz de muestras analizadas para la elaboracién del ensayo de ELISA, Control
negativo (CN), Extracto crudo (EC), soluciones patrén 0.16, 0.60 Y 2.50 pg/I.

CN CN

0.16 ug/l | 0.16 pg/

0.60 pgl/l 0.60pg/l

250 ug/l | 2.50 ug/!

m |O (O (O (>

EC EC

3. Se colocaron 125 pl de solucion diluyente en cada pozo y 20 pl del control negativo,
las soluciones patron y el extracto crudo en sus respectivos pozos, después se
cubrieron con Parafilm, se agitaron suavemente durante 30 segundos y se incubaron
durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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4. Se colocaron 100 ul de la solucion de microcistina conjugada con peroxidasa de
rabano en cada pozo, se agitaron suavemente durante 30 segundos, se volvieron a
cubrir en parafilm y se volvieron a incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

5. Se vacio el contenido de cada pozo y se lavo con la solucién de lavado.

6. Se colocaron 100 ul de la solucion substrato de peroxido de hidrogeno a cada pozo y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Se adicionaron 50 ul de solucion stop en cada pozo para detener la reaccion.

9. Se realiz6 la lectura de los pozos en un lector de ELISA, a una longitud de onda de
450 nm.

10. Se realiz6 el calculo de %B0 utilizando la siguiente formula:

%B0 (Promedio de Abs. calibrador o muestra — Promedio blanco) * 100
0 =

Promedio control negativo

11. Se elabor6 una curva patrén graficando en escala semilogaritmica %B0 de cada
solucién patron contra la concentracion, después se obtuvo la ecuacién de la recta para
calcular la concentracion de microcistinas expresado en upg/L de microcistina
equivalentes, debido a que este kit no distingue variantes de esta toxina.

7.6. Cuantificacion de microcistina-LR por el método de HPLC

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es un método de separacion muy
utilizado para la deteccion y cuantificacion de microcistina-LR, este método analitico se
llevé acabo en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) FES-Iztacala con el
apoyo del M. en C. Luis Barbo Hernandez Portilla con un equipo Hewlett Packard
series 1100 Automated Quaternary LC3D System con detector de arreglo de diodos a
238 nm. Se uso6 una columna Discovery C18, 250 X 4.6 mm; la fase mévil se mantuvo
en un flujo constante de 1 ml/min. Se utilizé6 una solucién de 10 ug/ml de Microcistina-
LR de SIGMA-ALDRICH como patron estandar (Moreno et al., 2005).

La solucién problema se preparé mezclando 100 mg de muestra liofilizada con 20 ml de
metanol puro, después se sonicd con un ultrasonicador durante 10 minutos y se
centrifugd a 14 000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se tomé el sobrenadante y
se utilizaron 20 pl del extracto para el analisis (Moreno et al., 2005).
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Se elabor6 una corrida en gradiente, La composicidén de la fase movil A fue acetato de
amonio 10 mM, de la fase moévil B fue metanol absoluto y la fase moévil C fue
acetonitrilo. La corrida inicié con 93 % de la fase Ay 2 % de la fase B durante los
primeros 15 minutos, del minuto 15 al minuto 20 cambi6 a 60 % la fase Ay 35 % la fase
B y se mantuvo durante 6 minutos; después cambi6 del minuto 26 al minuto 30 a 93 %
de la fase Ay 2 % de la fase B y se mantuvo durante 2 minutos, en cuanto a la fase C
se mantuvo constante en 5 %. El tiempo total de corrida fue de 32 minutos (Moreno et
al., 2005).

7.7. Obtencion y mantenimiento de Ambystoma mexicanum

Se obtuvieron 14 individuos de la misma puesta, provenientes del ajolotario de la FES
|ztacala, y se mantuvieron en contenedores de 4 litros con 2 individuos separados, se
utilizé agua corriente declorada, con un valor de pH de 7.5-8, 110 mg/L de dureza total,
70 mg/L de alcalinidad, temperatura de 16-19°C, un fotoperiodo luz/oscuridad de 12
horas (Robles-Mendoza et al., 2011 y Estrada, 2015) y fueron alimentados cada tercer
dia con 100 mg de alimento comercial Reptile Sticks de la marca Wardley, asi como
también se llevo a cabo el mantenimiento de los contenedores cada tercer dia con un
cambio total del agua (Figura 6).

Figura 6. Condiciones de mantenimiento de A. Mexicanum durante el bioensayo de
toxicidad.
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7.8. Elaboracion de pellets para el bioensayo de toxicidad

Despues de determinar la concentracion de microcistina-LR del material liofilizado, se
elaboraron pellets con 1g de cianobacterias liofilizadas, 1g de alimento comercial y 1 ml
de una solucion de 12 mg/ml de grenetina con agua miliQ y se mezcl6 hasta hacer una
masa homogénea, después se cortaron pequefios pedazos de 25 mg y se dejaron
secar a temperatura ambiente.

Para el tratamiento control se mezclaron 2g del alimento comercial con 1ml de la
solucion de 12 mg/ml de grenetina con agua miliQ. Los pellets de ambos tratamientos
se mantuvieron a una temperatura de 4°C y antes de cada administracion se
aclimataron a temperatura ambiente.

7.9. Bioensayo de toxicidad subcrénica

Cuando los individuos cumplieron 47 semanas de edad se establecieron dos
tratamientos con siete individuos seleccionados al azar en cada uno, un grupo control
(C) en el que cada individuo fue alimentado diariamente con 100 mg de pellets sin
cianobacterias y un grupo experimental (Ex) que fue alimentado con 100 mg de pellets
elaborados con cianobacterias liofilizadas, conteniendo el equivalente a 20 ug de
microcistina-LR (Hou et al., 2015), el experimento dur6 30 dias.

A partir de una semana antes de iniciar el experimento y hasta el dia 30 de este, se
registro el peso y la talla de cada individuo para determinar posibles efectos en el
desarrollo (Molina et al., 2005). Los datos obtenidos a partir del registro de la talla y
peso de cada individuo de los dos grupos se analizaron con una prueba de t-student
para determinar alguna diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos
(p<0.05) (Hou et al., 2015).

7.10. Sacrificio, observacion macroscoépica y técnica histolégica

Todos los individuos fueron anestesiados con eugenol y sacrificados por decapitacion,
se observé el higado y branquias registrandose en fotografias las observaciones de los
organos de estudio para después hacer comparaciones entre los dos tratamientos (Hou
et al., 2015).

Posteriormente los 6rganos extraidos se conservaron en paraformaldehido al 4 % en
PBS pH 7.2 y se procesaron por la técnica histoldégica por inclusion en parafina
(Benitez & Gonzalez, 2016). Se elaboraron secciones de 4-5 ym de grosor y se realizo
la tincidon de Hematoxilina y Eosina. Después los cortes se observaron en microscopio

32



optico y se tomaron micrografias para describir y comparar los efectos que pudieran
presentarse (Molina et al., 2005).

8. RESULTADOS

8.1. Determinacion taxonémica

En el florecimiento cianobacteriano detectado en mayo del 2016 en la Pista Olimpica
de Remo y Canotaje Virgilio Uribe se identificaron a Microcystis botrys, Microcystis
aeruginosa, Microcystis flos-aquae y Microcystis panniformis (Figura 7).

Figura 7. Especies de cianobacterias identificadas durante el florecimiento
cianobacteriano nocivo detectado en la Pista Olimpica de remo y canotaje en mayo del
2016, A) Microcystis botrys, B) Microcystis aeruginosa, C) Microcystis flos-aquae, D)
Microcystis panniformis, 400X.
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Microcystis botrys Teiling 1942

Colonias de forma mas o menos esférica con irregularidades, células densamente
empaquetadas en sub-colonias, el mucilago alrededor de las colonias es amplio,
incoloro, a veces estructuradas con tubos radiales gelatinosos. Las células poseen
muchos aerotopos, son esféricas y con un diametro de 5-6 ym, es una especie
productora de cianotoxinas (Guiry & Guiry, 2016).

Distribucion en el Valle de México: Ciudad de México, Tezozomoc, Lago Mayor y
Lago Menor de Chapultepec (Alcocer et al., 2007, Sanchez et al., 2007, Oliva et al.,
2008); Estado de México, Presa Guadalupe y Valle de Bravo (Seafiez, 2011).

Microcystis aeruginosa (Kiitz.) Kiitz, 1846

Colonias clatradas con células muy separadas, células con coloracién azul-verdoso y
con muchos aerotopos, el diametro de cada célula es de 4-6 ym, mucilago difluente
incoloro con margenes estrechos alrededor de las células, las colonias varian de
acuerdo a la estacion del afio (Cronberg & Annadotter, 2006).

Distribucion en el Valle de México: Ciudad de México, Xochimilco, Pista Olimpica de
Remo y Canotaje Virgilio Uribe, Lago mayor y Lago menor de Chapultepec, Alameda
Oriente (Vasconcelos et al., 2010, Pineda-Mendoza et al., 2011, Komarek &
Komarkova, 2002); Estado de México, Zumpango y Presa Guadalupe (Vasconcelos et
al., 2010, Seafiez, 2011).

Microcystis flos-aquae (Wittr.) Kirchner 1898

Colonias flotantes, esféricas o irregulares con solo una delgada capa de mucilago, el
borde de la colonia es suave, las células son esféricas con muchos aerotopos con un
diametro de 3-4.8 ym.

Distribucion en el Valle de México: Ciudad de México, Lago de Tezozomoc,
Xochimilco (Figueroa-Torres et al., 2015, Oliva et al., 2008, Sanchez et al., 2007);
Estado de México, Valle de Bravo y Presa Guadalupe (Seafiez, 2011, Gaytan et al.,
2011)

Microcystis panniformis Komarek et al., 2002

Colonias planctdnicas microscopicas o macroscoépicas que son inicialmente irregulares,
estrechamente agregadas tridimensionalmente en racimos, después aplastadas, las
células acomodadas homogéneamente principalmente cerca de la superficie de la
colonia, coloracion amarillenta, azul-verdosa, verde oliva o café oscuro, las colonias
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algunas veces presentan huecos, los margenes de las colonias son muy irregulares y
no estan delimitados, células esféricas con un diametro de 2.5-4.8 ym.

Distribucion en el Valle de México: Ciudad de México, Lago Mayor y Lago Menor de
Chapultepec y Tezozomoc (Vasconcelos et al., 2010, Sanchez et al., 2007, Komarek &
Komarkova, 2002); Estado de México, Zumpango y Presa Guadalupe (Vasconcelos et
al., 2010, Seafiez, 2011).

8.2. Analisis cuantitativo

El analisis cuantitativo mostré un total de 1.3X10° células/ml para el género Microcystis.
En la figura 8 se observa que la especie mas abundante fue M. flos-aquae con 5.1X10°
células/ml, seguido de M. panniformis con 3.9X10° células/ml, para la especie M.
aeruginosa se obtuvo un valor 2.4X10° células/ml y la especie con menor abundancia
fue M. botrys con 1.4X10° células/ml.

O M. aeruginosa
B M. botrys
B M. panniformis

B M. flos-aquae

Figura 8. Abundancia de especies de cianobacterias determinadas en el florecimiento
cianobacteriano en la Pista de Remo y Canotaje en mayo del 2016, células/ml.
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8.3. Parametros fisicoquimicos

La tabla 3 indica los valores obtenidos de los parametros fisicoquimicos que se
analizaron para este trabajo.

Tabla 3. Valores de parametros fisico-quimicos obtenidos en la Pista Olimpica de Remo y
Canotaje Virgilio Uribe en mayo del 2016, SP: Sin presencia.

Parametro fisico-quimico Mayo 2016
pH 9.6 unidades
Temperatura 22-26°C
Fosfatos 4.6 mg/l
Nitratos SP
Oxigeno disuelto 5.6 mg/I
Alcalinidad total 450 mg/l
Dureza total 90 mg/l
Microcistina-LR 2.8 ug/l

8.4. Cuantificacion de microcistinas por el ensayo de ELISA

La concentracién de microcistinas de la muestra directa tomada de la Pista Olimpica en
mayo del 2016 sobrepasé el limite de deteccion del kit de ELISA, por lo que
extrapolando el valor con la ecuacion de la recta se obtuvé un valor de 2.8 pg/l de
microcistina-LR.
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8.5. Cuantificacion de microcistinas por metodo de HPLC

En la figura 9 se observa que el tiempo de deteccion del patrén estandar de 10 ug/ml
de Micrositina-LR de SIGMA-ALDRICH fue A los 23.275 minutos y el pico detectado
alcanz6 una altura de 76.8 mAU.
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Figura 9. Cromatograma obtenido a partir del patron estandar de 10 pg/ml de
Microcistina-LR de SIGMA-ALDRICH, la flecha indica el pico de Microcistina-LR
detectado

En la figura 10 se observa que el tiempo de deteccidén del pico de Microcistina-LR del
extracto metandlico elaborado a partir de la muestra liofilizada proveniente del material
bioldgico recolectado de la pista olimpica fue de 22.764 minutos, alcanzando una
altura de 65.1 mAU, en la figura 11 se observa la repeticion del extracto metandlico,
con un tiempo de deteccidon de 22.775 minutos y una altura de 61.6 mAU, corroborando
la presencia de Microcistina-LR en la muestra recolectada con una concentracion de
1646 pg/g de material liofilizado
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Figura 10. Cromatograma obtenido a partir de un extracto metanélico elaborado con
células liofilizadas provenientes del florecimiento cianobacteriano nocivo proveniente de
la pista olimpica en mayo del 2016.
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Figura 11. Cromatograma obtenido de la repeticion del extracto metandlico elaborado
con células liofilizadas provenientes de la pista olimpica en mayo del 2016.

8.6. Ensayo de toxicidad subcrénica

A partir del dia 7 del experimento comenzaron a observarse diferencias entre los
individuos del tratamiento control y experimental, ya que como se aprecia en la figura
12, los excrementos de los individuos del tratamiento experimental tuvieron una menor
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consistencia en comparacion con los individuos del tratamiento control, ademas de tener
mayor cantidad de moco.

Figura 12. Apariencia de las excretas de los individuos del tratamiento control (A) y del
tratamiento experimental (B).

En el dia 24 del experimento de manera inesperada tres individuos (3/7) del tratamiento
experimental se comportaron de forma inusual, ya que no se alimentaban y tenian
dificultad para moverse, también se les observaron las branquias congestionadas y se
arquearon hacia adelante, lo cual fue una clara sefal de estrés (Figura 13), por lo que
estos individuos tuvieron que ser sacrificados ese mismo dia, junto con tres individuos
del tratamiento control tomados al azar.
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Figura 13. Individuos del tratamiento control (A) experimental (B) el dia 24 del
experimento.

Después del sacrificio y diseccion, se pudo observar claramente la diferencia en la
coloracion del higado de los individuos de ambos tratamientos. En el higado de los
individuos del tratamiento control se observo una coloracién rosada, caracteristica de
un individuo sano. En comparacion, el higado de los individuos del tratamiento
experimental presentd una coloracién amarilla. Este color es un signo que indica
hepatotoxicidad (Figura 14 Ay B).
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Figura 14. Imagenes que muestran algunos 6rganos abdominales en individuos del
tratamiento control (A 'y C) y experimental (B y D).

En el dia 30 del experimento el comportamiento y apariencia externa de los individuos
que sobraron de ambos tratamientos fué normal. La morfologia de las branquias de los
individuos de ambos tratamientos fué similar, pero después de realizar las disecciones
se pudo apreciar la misma variacion en la coloracion del higado en los individuos de
ambos tratamientos (Figura 14, C y D).
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8.7. Registro de peso y talla

En la figura 15 se puede apreciar una ligera tendencia al aumento de peso en los
individuos del grupo experimental con respecto al grupo control a partir del dia 7 del
experimento hasta el dia 21 del experimento, sin embargo no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el peso de los individuos de los dos
tratamientos durante el tiempo que dur6 el ensayo (p<0.05).
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Figura 15. Registro del peso de todos los individuos durante el bioensayo de toxicidad
subcrénica.

En cuanto a la talla (Figura 16) se puede apreciar una leve tendencia en el crecimiento
de los individuos del tratamiento experimental que se detuvo en el dia 14 del
experimento, sin embargo, en el dia 21 del experimento se volvieron a regular, tampoco
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos
(p<0.05).
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Figura 16. Registro de la talla de todos los individuos durante el bioensayo de toxicidad
subcrénica.

8.8. Descripcion histolégica

Higado

Una de las unidades estructurales basicas del higado de los vertebrados es el lobulillo
hepatico, sin embargo en A. mexicanum no se pudo identificar claramente esta
organizacion, no obstante, se pudieron reconocer algunas estructuras presentes en el
higado de vertebrados como venas centrales rodeadas de hepatocitos organizados de
forma radial (Figura 17).

Los hepatocitos son el tipo celular predominante del higado de A. mexicanum, tienen
forma poliédrica y un poco alargada, son mononucleadas y la posicién de este puede
variar en cualquier region del citoplasma y ademas almacenan lipidos y glucoégeno.

Los hepatocitos forman cordones, los cuales se bifurcan, entre ellos se observan
capilares llamados sinusoides que estan conformados por una fina capa endotelial.
También se observaron células ricas en melanina llamadas melanomacréfagos que
tienen funcion fagocitica.
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Figura 17. Estructura histolégica del higado de Ambystoma mexicanum del grupo con el
tratamiento control sacrificados el dia 24 y 30 del experimento, se observan hepatocitos
(H), corteza hematopoyética (Ch), vena central (VC), vena porta (VP), capsula hepatica

(flecha), sinusoides (triangulo), melanomacréfagos (circulo). Tinciéon de Hematoxilina-
Eosina, A (100X), B, C y D (400X).
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Figura 18. Estructura histolégica del higado de Ambystoma mexicanum del grupo con
tratamiento experimentalsacrificado el dia 30 del bioensayo, (A) formacién de centros
melanomacréfagos, (B) infiltrado celular inflamatorio perivascular, (C) esteatosis focal,
vacuolas lipidicas (flechas negras), (D) vista detallada de los centros melanomacrofagos
(CMM). Tincién con Hematoxilina-Eosina, A y B (100X), C (400X), D (1000X).

Dentro del parénquima hepatico del grupo control sacrificado tanto el dia 24 como el 30
del experimento se observan espacios portales (Figura 17), sin embargo estos se
conforman solamente de venas portales y conductos biliares, en cambio la
vascularizacién arterial es escasa.

Por debajo de la capsula del higado se pudo observar una capa de tejido
hematopoyético llamada corteza hematopoyética.
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En el higado de los individuos del tratamiento experimental sacrificados el dia 30 los
cambios detectados fueron: esteatosis leve, hepatitis leve, aumento de centros
melanomacréfagos y reduccion de la corteza hematopoyética (Figura 18).

Figura 19. Estructura histolégica del higado de Ambystoma mexicanum del del grupo
con tratamiento experimental sacrificado el dia 24 del bioensayo, (A) pérdida de la
arquitectura hepatica y reduccion de la corteza hematopoyética, (B) hepatocitos
necroéticos, (C) balonizaciéon de hepatocitos (circulo) (D) vista detallada de los centros
melanomacréfagos (CMM), cambios degenerativos de nucleo (flecha). Tincion con
Hematoxilina-Eosina, A (100X), B y C (400X), D (1000X).

El higado de los individuos del tratamiento experimental que fueron sacrificados el dia
24 también presentaron reduccidon de la corteza hematopoyética, ademas se pudieron
identificar algunos cambios histopatol6gicos mas severos, como balonizacion de los
hepatocitos, ocasionando perdida de la arquitectura del parénquima hepatico, lo cual
indica necrosis severa multifocal (Figura 19).
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Rinones

Los rifiones de A. mexicanum son de tipo mesonéfrico, poseen al igual que otros
vertebrados una corteza y una médula. La unidad estructural y fisiolégica basica es la
nefrona, la cual se compone de un corpusculo renal y varios tubulos contorneados
(Figura 20).

El corpusculo renal se compone de la capsula de Bowman y el glomérulo. El glomérulo
de A. mexicanum es una red de capilares anastomosados que se forman a partir de la
arteria aferente. El glomérulo posee una membrana basal y esta sostenida por células
de la capa visceral 6 podocitos y células del mesangio. El glomérulo es la estructura
encargada de filtrar el plasma; evitando que células y moléculas de gran tamafio pasen
al filtrado glomerular.

La capsula de Bowman rodea al glomérulo y constituye la capa parietal, es un epitelio
plano y debajo de él se encuentra una membrana basal.

El tejido conectivo que mantiene unidas a las nefronas se le conoce como intersticio
renal, el cual contiene vasos sanguineos y arteriolas.

El tubulo contorneado esta conectado con el corpusculo renal y se divide en tubulo
contorneado proximal y tubulo contorneado distal, las células del tubulo contorneado
proximal son cilindricas con microvellosidades, en cuanto al tubulo contorneado distal
estd compuesto de células mas aplanadas que carecen de microvellosidades (Figura
21).

Figura 20. Imagenes que muestran la organizacion histolégica del rindn de Ambystoma
mexicanum del grupo con tratamiento control sacrificados el 24 y 30 del experimento. Se
sefialan diferentes estructuras como: capsula renal (Cap), corteza (C) medula (M),
conducto mesonefritico (CM). Tincién con Hematoxilina-Eosina (100X).
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El tdbulo contorneado distal se comunica con el conducto mesonefritico y éste se
encuentra en la parte mas externa del rifidn, dentro de la capsula renal compuesta de
tejido conectivo.

Figura 21. Detalle de la estructura histolégica de los rinones de Ambystoma mexicanum
del grupo con tratamiento control sacrificados el dia 24 y 30 del experimento, (A)
corpusculo renal (Cr), glomérulo (G), capsula de Bowman (flecha), (B) tubulo
contorneado proximal (Tcp), tibulo contorneado distal (Tcd), (C) Detalle de los tubulos
contorneados proximal y distal, Intersticio renal (Ir), (D) arteriola (a). Tincién con
Hematoxilina-Eosina, A, B y D (400X), C (1000X).

En los rifiones de los individuos del tratamiento experimental sacrificados el dia 30 del
ensayo (Figura 22 C, D, E y F) se reconocieron algunos cambios histopatol6gicos como
la dilatacion tanto de la capsula de Bowman como del capilar glomérular. También se
pudo observar tejido edematoso, lo cual sugiere inflamacién, depdsitos proteicos dentro
espacio de Bowman. Ademas se pudo apreciar pérdida de la integridad de los tubulos
contorneados proximales y distales que sugieren necrosis tubular.
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Figura 22. Detalle de la estructura histolégica de los rinones de Ambystoma mexicanum
del grupo con tratamiento experimental sacrificados el dia 30 (A, B, Cy D)y 24 (E y F) del
experimento, (A) Dilatacidon de la capsula de Bowman, (B) Degeneracion de los tubulos
contorneados proximales, dilatacion del capilar glomerular (triangulo) y de la capsula de
Bowman, (C) depédsitos proteicos dentro del espacio de Bowman (estrella), (D)
degeneracion de los tubulos contorneados, (circulo), tejido edematoso (e). (E y F)
necrosis de los tubulos contorneados proximales. Se observan nucleos picnéticos
(flecha negras). Tincién con Hematoxilina-Eosina, 400X.
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En los individuos del tratamiento experimental que fueron sacrificados el dia 24 del
ensayo (Figura 22 D y F), se pudieron reconocer cambios estructurales mas severos
como degeneracion y necrosis de los tubulos contorneados y los glomérulos, por lo tanto
la lesion se catalogd como necrosis tubular y glomerular multifocal severa.

Branquias

El aparato branquial esta constituido por un par de branquias localizadas en la regién
anterior del organismo, en los laterales de la cabeza, cada branquia se compone de 3
filamentos principales, que a su vez contienen dos hileras de lamelas de distintos
tamafos (Figura 23).

Figura 23. Estructura histolégica de las branquias de Ambystoma mexicanum del grupo
con tratamiento control sacrificados el dia 24 y 30 del experimento. Filamentos
principales (Fp), lamelas (L), arteria (flecha), masculo (m). Tincién con Hematoxilina-
Eosina, 40X.
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Cada filamento principal se compone de un epitelio plano estratificado con
aproximadamente 4 estratos, en él pueden encontrarse células de Leydig, las cuales
son glandulas unicelulares (Brunelli et al., 2009), debajo del estrato basal hay tejido
conjuntivo laxo y cromat6foros de melanina, ademas se observa una arteria que recorre
todo el filamento principal y rodeando a la arteria se puede apreciar musculo estriado
esquelético (Figura 24).

Figura 24. Detalle de las branquias de Ambystoma mexicanum del grupo con tratamiento
control sacrificados el dia 24 y 30 del experimento. (A) Epitelio del filamento principal.
(B) Lamelas. (C) Epitelio lamelar. (D) Arteriola en regiéon apical de lamela. Célula
pavimentosa (Cp), células de Leydig (CL), membrana basal (Mb), cromatéforos (Cr),
lamela (L), capilares (Triangulo), célula ciliada (CC), célula en forma de pera (Cfp),
arteriola (A). Tincién con Hematoxilina-Eosina, (C) contraste de fases, (A, C y D) 400X, (B)
100X.
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Figura 25. Detalle de las branquias de los individuos del grupo con tratamiento
experimental que fueron sacrificados el dia 24 del bioensayo de toxicidad. (A)
Hemorragias en lamelas. (B) Arteria del filamento principal. (C) Lamelas. (D) Seccion
transversal de lamelas. (E) cuerpos apoptéticos en lamelas. (F) infiltrado inflamatorio.
Lamela (L), hemorragia (triangulo), hipertrofia de arteria (flecha negra), infiltrado
inflamatorio perivascular (lineas punteadas) tejido edematoso (circulo), cuerpos
apoptéticos (flecha blanca), linfocitos (estrella), eritrocitos (er), eosinéfilos (eo). Tincién
con Hematoxilina-Eosina, (A y B) 100X, (C y D) 400X, (E y F) 1000X.
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La unidad estructural y fisiolégica basica de las branquias de A. mexicanum es la
lamela, éstas se encuentran unidas de forma perpendicular al filamento principal. El
epitelio lamelar es un complejo de varios tipos celulares como células pavimentosas,
células en forma de pera y numerosas células ciliadas que secretan sustancias
mucosas. Debajo de la lamina basal del epitelio lamelar hay varios vasos aferentes y
eferentes embebidos en tejido conectivo.

En los individuos del tratamiento experimental sacrificados el dia 24 del bioensayo se
detectaron los siguientes cambios: hiperplasia del tejido epitelial lamelar, numerosas
hemorragias en las lamelas e hiperemia en las arterias lamelares, asi como edema y un
infiltrado monocitico, este cuadro histolégico corresponde a una branquitis hemorragica
y necroética. Cabe destacar que en un individuo se observaron cuerpos apoptoticos en
el epitelio lamelar. Las branquias de los individuos que fueron sacrificados el dia 30 del
bioensayo no presentaron dafio observable (Figura 25).

9. DISCUSION

9.1. Composicion fitoplancténica

Los resultados obtenidos del analisis cualitativo realizado en este trabajo demostraron la
presencia de al menos cuatro de las especies reportadas para el valle de México (M.
botrys, M. aeruginosa, M. flos-aquae y M. panniformis), estos resultados concuerdan
con el estudio realizado por Figueroa-Torres y colaboradores en 2015, en el que
corroboraron la presencia de M. aeruginosa y M. flos-aquae en el Area Natural
Protegida: Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco.

De acuerdo a los trabajos que se han realizado en el valle de México, se tienen citadas
ocho especies de cianobacterias del género Microcystis (M. aeruginosa, M. botrys, M.
flos-aquae, M. viridis, M. incerta, M. protocystis, M. wesenbergii y M. panniformis) que se
desarrollan normalmente en cuerpos de agua mesotréficos e hipertréficos (Oliva et al.,
2008, Vasconcelos et al., 2010).

Para el caso de M. botrys y M. panniformis se ha reportado su presencia en algunos
lagos cercanos a la zona de estudio como Chapultepec y Tezozomoc, por lo que si las
condiciones son adecuadas; estas especies podrian desarrollarse en otros cuerpos de
agua (Alcocer et al., 2007, Sanchez et al., 2007 y Oliva et al., 2008).

La abundancia del género Microcystis en Cuemanco concuerda con los resultados

obtenidos en el trabajo realizado por Seafiez en 2011, en el que encontrd a Microctystis
como el género con mayor abundancia, contando hasta 532,000 células/ml en Presa
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Guadalupe, durante la temporada de sequia del afio 2010; por otro lado, el trabajo de
Hernandez en 2014 se encontré a M. flos-aquae como la especie mas abundante con
346,762,559 células/ml en el lago Tezozomoc al inicio de la temporada de lluvias del
2010, otro estudio realizado por Tomasini-Ortiz y colaboradores en 2012 mostré que en
un florecimiento cianobacteriano nocivo localizado en el lago de Patzcuaro, Michoacan,
se obtuvo un conteo de hasta 15,531,636 células/ml en el mes de abril del 2011, siendo
Microcystis el segundo género con mayor abundancia.

Todos los trabajos antes citados coinciden en que las mayores abundancias surgieron
en temporada de sequia o inicios de la temporada de lluvias, cuando la temperatura
aumenta, la insolacion es mayor y hay poco viento, ofreciendo las condiciones idoneas
para el desarrollo de este género, cabe destacar que varias especies de cianobacterias
incluyendo a Microcystis alcanzan su maxima tasa de crecimiento a una temperatura de
25 °C, siendo mayor que cloroficeas o diatomeas (Sabour et al., 2005, Seafiez, 2015,
Arzate, 2008) en este trabajo se registré una temperatura de 22°C, sin embargo vale la
pena resaltar que conforme transcurria el dia, se alcanzé una temperatura de hasta
26°C al medio dia.

El género Microcystis posee varias caracteristicas estructurales que le proveen mayores
ventajas adaptativas con respecto a las demas especies del fitoplancton, tales como la
forma de crecimiento en colonias que otorga cierta proteccion a las células del centro, y
la produccion de mucilago que dificulta su depredacion por parte de otras especies
(Hernandez, 2014, Lago et al., 2015, Arzate, 2008). Otra caracteristica que posee el
género Microcystis es la presencia de vesiculas de gas que ayudan a regular su
posicion vertical de acuerdo a la intensidad luminica que reciben, aunado a esto la
presencia de pigmentos accesorios ayuda a eficientizar la radiacidon luminica que
reciben las células (Seafiez, 2011; Arzate, 2008; Hernandez, 2014), las cuales pueden
explicar la dominancia de este género en la Pista Olimpica.

9.2. Parametros fisicoquimicos del agua

pH y oxigeno disuelto

Durante un florecimiento cianobacteriano nocivo las condiciones fisicoquimicas del agua
cambian drasticamente, ya que el pH tiende a subir debido a que durante el dia la tasa
fotosintética aumenta; llegando a saturar de oxigeno el epilimnion, sin embargo el CO
disuelto en el agua en forma de acido carbonico es consumido rapidamente por las
cianobacterias (Seafiez, 2011, Schmidt et al., 2014), este fenbmeno se observo en
estudios realizados por Arzate y colaboradores en 2010, debido a que reportan valores
de pH de hasta 10.74 en el lago de la primera seccién del bosque de Chapultepec y
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concentracion de oxigeno disuelto de 5.08 mgL™" y en la pista Olimpica reportaron un pH
de 10.28 y una concentracién de oxigeno disuelto de hasta 8.86 mgL™".

Por su parte, Hernandez en 2014, reporta un pH de 9.81 y una concentracion de
oxigeno disuelto de 7.5 mgL™ en el lago Tezozomoc, en este trabajo se obtuvo un valor
de pH de 9.64 y una concentracién de oxigeno disuelto de 5.6 mgL™, lo cual muestra un
compartamiento similar.

Alcalinidad y dureza total

La alcalinidad es la capacidad que tiene el agua de aceptar protones, principalmente se
compone de la concentracion de carbonatos y bicarbonatos, esta caracteristica le
confiere cierta resistencia a un cambio abrupto del pH (Gama et al,, 2010), en este
trabajo se obtuvo una alcalinidad total de 450 mgL™, lo cual es considerado como muy
alto segun Mora-Navarro y colaboradores en 2004.

Ademas de altas concentraciones de nutrientes disueltos en el agua, la alcalinidad
también es un factor importante durante la aparicién de un florecimiento cianobacteriano
nocivo debido a que algunas especies que componen el fitoplancton incluyendo a las
cianobacterias pueden tomar los carbonatos y bicarbonatos como una fuente adicional
de carbono (Bermudez et al., 2003).

La dureza total es la concentracion de sales de Calcio y Magnesio que se encuentran
disueltos en el agua. En este trabajo se obtuvo un valor de 90 mgL™ lo cual es
considerado como moderadamente dura (Gama et al., 2010), este parametro puede
influir en la composicion fitoplanctonica ya que en estudios realizados por Mora-Navarro
y colaboradores en 2003 encontraron que altas concentraciones de sales de calcio y
magnesio disueltos en el agua ocasiona una reduccion de la riqueza especifica del
fitoplancton, debido a que varias especies son incapaces de tolerar altos niveles de
dureza. A pesar de que en este estudio la dureza calculada no fue alta, cabe destacar
que el género Microcystis puede tolerar aguas con muy alta dureza, lo cual refleja otra
ventaja adaptativa con respecto a las demas especies del fitoplancton (Zamora, 2015).

Nitratos y fosfatos

La disponibilidad de nutrientes como nitrégeno y fésforo, cumple un papel importante en
el control de la produccion de biomasa y de la composicion de la comunidad
fitoplanctonica (Sabour et al., 2009). Segun Amateco en 2011, menciona que una
proporcion de nitrbgeno y fésforo parecido a 1P:16N favorece notablemente el
crecimiento del fitoplancton, no obstante la deficiencia de algun nutriente limita el
desarrollo de este.
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Para la Pista Olimpica de Cuemanco, Arzate y colaboradores en 2010 encontraron una
concentracion de 1.50 mgL™" de nitratos, sin embargo en este trabajo no se detectaron
nitratos en el agua, lo cual podria indicar que en este cuerpo de agua el nitrogeno actu6
como nutriente limitante, pero a pesar de ello Microcystis aun era muy abundante, esto
se puede explicar con el trabajo realizado por Sabour y colaboradores en 2009, que
demostraron en cultivos aislados de Microcystis ichthyoblabe sometidos a condiciones
limitantes de nitrégeno que las células utilizan alguna reserva interna de nitrogeno para
sobrevivir.

Otro aspecto que se debe considerar es que a pesar de que no se hayan detectado
nitratos en el agua; no hay suficiente evidencia que indique que no se encuentre
disponible otra fuente de nitrégeno como nitritos (NOz), amoniaco (NH3) o amonio (NHa),
ya que estos también pueden ser asimilados (Mazzeo et al., 2002), o bien el mismo
florecimiento pudo haber consumido estos nutrimentos (Bonilla, 2010), por lo que es de
suma importancia tomar en cuenta estos parametros para futuros trabajos.

El fésforo s6lo se encuentra disponible como fosfatos y ortofosfatos, ya que faciimente
puede interactuar con otros compuestos y precipitarse, evitando su asimilacién (Gama
et al., 2010). En este trabajo se detectd una concentracion de 4.6 mgL™ de fosfatos, lo
cual segun Amateco en 2011 se clasifica como extremadamente alto, superando incluso
el valor que detecto en su trabajo de 3.2 mgL™ en el lago de Catemaco, Veracruz e
indica que se trata de un ambiente hipereutrofico. La concentracion de fosfatos
detectados en este trabajo es mayor que el valor obtenido por Arzate y colaboradores
en 2010 de1.62 mgL™" de fosfatos en la Pista Olimpica.

Es de importancia destacar que el valor de fosfatos obtenido en este trabajo es similar al
que se obtuvo en el trabajo de Arzate y colaboradores en 2010, ya que en lago de
Alameda Oriente se determiné una concentracion de 4.40 mg L™.

9.3. Determinacion de Microcistina-LR por el método inmunolégico de ELISA

Segun el ensayo inmunoldgico de ELISA realizado con extracto crudo elaborado a
partir de la muestra directa proveniente de la Pista Olimpica no se pudo determinar la
concentracion exacta de microcistina, ya que sobrepasd el limite de deteccion
establecido en el kit, por lo que es necesario diluir el extracto crudo para futuros
trabajos.

El resultado obtenido en este trabajo fue mayor que el valor guia establecido por la
OMS de 1 pg/L para agua potable, sin embargo este valor se encuentra dentro de lo
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establecido para aguas de recreaciéon de 10 pg/L, por lo que es bajo el riesgo de
intoxicacién aguda por contacto directo con el agua de la Pista Olimpica, no obstante
no se descartan posibles efectos cronicos.

Anteriormente varios autores han realizado algunos trabajos en la misma area de
estudio, como el trabajo realizado por Vasconcelos en 2010 en el que detectaron 4.9
ug/L, Arzate y colaboradores en 2010 detectaron 3.55 pg/L y en 2008, Arzate detecto
3.47 pg/L lo cual puede coincidir con el resultado obtenido en este trabajo, no obstante
es importante repetir este analisis incluyendo diferentes diluciones del extracto para
poder encontrar con mayor precision la concentracion de microcistinas en el area de
estudio.

9.4. Determinacion de Microcistina-LR por el método de HPLC

La concentracién de microcistina-LR del extracto crudo concentrado elaborado a partir
del florecimiento cianobacteriano nocivo de la Pista Olimpica analizada por el método
de HPLC fue de 1646 ug/g de biomasa liofilizada, lo cual es menor en comparacion con
otros trabajos, como los realizados por Molina y colaboradores en 2005, en el que
encontraron concentraciones de 3230 y 2647 pjg/g microcistina-LR en biomasa
liofilizada obtenida del rio Guadiana, Portugal.

Atencio y colaboradores en 2008 determinaron una concentraciéon de 2885 ug/g en el
mismo sitio de estudio a pesar de que Microcistis aeruginosa era la especie dominante
en ambos casos. Mientras que Ramirez y colaboradores en 2004, pudieron detectar
una concentraciéon de 3761 pg de Microcistina-LR por gramo de biomasa liofilizada en
Valle de Bravo, México durante junio del 2001.

A pesar de que se tienen reportes de que varias de las especies de cianobacterias
presentes en florecimientos cianobacterianos nocivos se asocian a la presencia de
microcistinas en el agua, recientemente se ha llegado a la conclusion de que la
variabilidad genética es un factor muy importante que determina la capacidad
productora de toxinas en el organismo (Moreira et al., 2014, Saker et al., 2007),
pudiendo encontrarse cepas de cianobacterias de la misma especie con genotipos
productores de microcisitinas en un florecimiento (Puddick et al., 2014, Kim et al.,
2015), aunado a esto, la proporcion de las diferentes cepas varia en funcién de las
condiciones ambientales temporales (Sabour et al., 2005).

Como se ha demostrado en trabajos realizados anteriormente (Sevilla et al., 2006,
Martin et al., 2002, Dittmann & Bdrner, 2005) las microcistinas son polipéptidos de
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origen no ribosomal que se sintetizan gracias a proteinas péptido sintetasas, las cuales
se originan por el cluster mcy (Puddick et al., 2014, Dittmann & Bdrner, 2005, Arzate,
2008). Es decir la presencia o ausencia del cluster mcy determina la sintesis de dicha
toxina, no obstante varios factores ambientales también influyen en la produccién de
microcistinas como la concentracion de hierro en el agua, la concentracion de sales, la
alta incidencia luminica y la presencia de depredadores, sin embargo no se conocen
muchos detalles acerca de ello (Sevilla et al., 2006, Dittmann & Bdrner, 2005).

9.5. Bioensayo de toxicidad subcrénica con A. mexicanum

Segun el andlisis estadistico realizado a partir del registro de talla y peso de los
individuos con los que se llevd a cabo este estudio (Figuras 16 y 17) no se encontraron
evidencias que demostraran que la administracion diaria de 20 yg de microcistina-LR en
los pellets elaborados con las células cianobacterianas liofilizadas afecten el desarrollo
de A. mexicanun, sin embargo se debe tomar en cuenta que el tiempo de duracion de
este ensayo fue un mes menor que el estudio realizado por Bury y colaboradores en
1995, en el que hallaron diferencias significativas en el crecimiento de truchas que
estuvieron expuestas a concentraciones de 41-57 pgMC-LR durante 63 dias;
considerando que los efectos cronicos de microcistina-LR varia a nivel interespecifico
(Prieto et al., 2008, Atencio et al., 2008).

Durante el tiempo en el que se llevd a cabo el bioensayo de toxicidad, algunos
individuos mostraron signos mas graves de intoxicacion a microcistina-LR que otros,
como movimientos erraticos e incapacidad para comer, esto se debe a que algunos
factores como la edad, el sexo, la nutricion, el estrés y el fondo genetico de cada
individuo puede influir en su resistencia a algun contaminante (Vega, 2008).

A pesar de que este trabajo se enfoc6 en describir algunos efectos histopatolégicos de
microcistina-LR en higado, rifion y branquias de A. mexicanum debido a que dichos
organos se involucran en el proceso de desintoxicacion de esta cianotoxina (Zhang et
al., 2013, Li et al., 2013, Hou et al., 2015, Molina et al., 2005); vale la pena resaltar que
durante los primeros dias del ensayo de toxicidad la consistencia de los excrementos
producidos por los individuos del tratamiento experimental tenian menor firmeza y mayor
mucosidad que los individuos del tratamiento control (Figura 13), lo cual podria indicar
posibles efectos en el sistema digestivo (Barragan et al., 2007), dicha observacion
concuerda con los resultados de Djediat y colaboradores en 2010, en el que reportaron
perdida de la membrana basal en varias regiones del intestino delgado, hiperplasia de
células caliciformes, necrosis y apoptosis de los enterocitos en peces medaka (Orizyas
latipes) después de administrarles 5 ug de microcistina-LR por gramo de individuo por
via oral, por lo que se debe considerar analizar el tracto digestivo de los individuos.
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9.6. Efectos de microcistina-LR en higado de A. mexicanum

El higado es un 6rgano de gran importancia en vertebrados, ya que ademas de realizar
varias funciones metabdlicas importantes, cumple un papel muy relevante en la
acumulacion, biotransformacion y excrecion de un amplio rango de contaminantes (Ross
& Pawlina, 2006, Ledén, 2016). La entrada de microcistinas a los hepatocitos se da
gracias a su union con proteinas transportadoras de aniones organicos que se
encuentran en los acidos biliares (Dias et al., 2009)

La estructura histologica basica del higado de A. mexicanum no es comun al resto de
los vertebrados, sin embargo sigue un patron morfolégico similar a otras especies de
anfibios del orden caudata (Bernabo et al., 2014, Xie et al., 2011, Demircan et al., 2016).

En el higado de los individuos del tratamiento experimental que fueron sacrificados tanto
en el dia 24 como el dia 30 (Figuras 19 y 20), se pudieron identificar algunas
alteraciones estructurales como esteatosis, hipertrofia del tejido hematopoyético,
perdida de la arquitectura hepatica y necrosis, ademas se observd respuesta
inflamatoria y proliferacion de melanomacréfagos, todas estas alteraciones han sido
identificadas en varios trabajos en los que se les ha atribuido dichos efectos a
Microcistina-LR (Atencio et al., 2008, Carvalho et al., 2016, Hou et al., 2015, Moreno et
al., 2003, Molina et al., 2005).

De acuerdo a la figura 15, el higado de los individuos del tratamiento experimental que
fueron sacrificados tanto en el dia 24 como el dia 30, adquirieron una coloracién
amarillenta en comparacion con el higado de los individuos del tratamiento control que
eran rosados tanto los que fueron sacrificados en el dia 24 como en el dia 30 del
experimento, este cambio de tonalidad en dicho 6rgano se observo en el trabajo
realizado por Molina y colaboradores en 2005 después de administrarle a tilapias 60 pg
de microcistina-LR por via oral diariamente durante 14 y 21 dias.

El cambio de coloraciéon del higado corresponde a esteatosis y consiste en la aparicion
de vacuolas lipidicas dentro de los hepatocitos. Atencio y colaboradores (2008) le
atribuyen este cambio estructural a la alteracion de funciones metabdlicas de la célula,
provocando desequilibrio entre la tasa de sintesis de sustancias lipidicas y la velocidad
de su liberacion hacia el torrente sanguineo. La esteatosis es un estado fisioldgico que
puede revertirse si el factor que la estimula cesa, pero si continua, la célula afectada
alcanza un punto de no retorno y muere (Kumar et al., 2010).

Algunos autores como Hou y colaboradores en 2015 han concluido que la microcistina-
LR causa efectos dosis-dependiente en exposiciones agudas debido a que encontraron
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esteatosis hepatica en pez cebra después de administrarle una dosis de 50 uyg/kg de
microcistina-LR por via intraperitoneal, sin embargo, al administrarles una dosis de 200
pug/kg detectaron necrosis. En exposiciones cronicas el dafo puede llegar a ser
progresivo, como lo reportaron molina y colaboradores en 2005, que administraron de
manera sub-cronica 60 pg de microcistina-LR por via oral diariamente durante 14 y 21
dias en tilapias, encontrando a los 14 dias esteatosis, pero en el dia 21 encontraron
necrosis severa de los hepatocitos ademas de abundantes hemorragias. Por otro lado,
Zhang y colaboradores en 2013 pudieron demostrar dafio oxidativo en Rana
nigromaculata después de exponerla de manera sub-cronica por inmersioén a 1 ug/L de
microcistina-LR durante 7 dias, encontrando células TUNEL positivas en muestras de
higado, por lo que el dafo observado en el higado de A. mexicanum tambien podria
deberse a apoptosis.

Los resultados obtenidos en este trabajo varian a los resultados reportados por los
autores anteriormente citados, debido a que en el higado de los individuos que fueron
sacrificados el dia 24 del bioensayo (Figura 19) se identificO necrosis severa de los
hepatocitos, en cambio en el higado de los individuos sacrificados el dia 30 se encontro
esteatosis, no obstante cabe destacar que también se observo la proliferacion y
agrupacion de melanomacrofagos, células indicadoras de inflamacion crénica como
linfocitos e hipertrofia del tejido hematopoyético, por lo que se plantea en este trabajo
que la respuesta inmunolégica cumple un papel clave en la proteccion contra
microcistina-LR.

Los centros melanomacréfagos son agrupaciones de macréfagos, estas células son el
equivalente a las células de Kupffer en higado de mamiferos debido a que cumplen las
mismas funciones. Ademas se observaron neutréfilos y monocitos que forman parte de
la respuesta inmune innata (Agius & Roberts, 2003), poseen la capacidad de reconocer
patogenos, toxinas y restos celulares para fagocitarlos, se ha reportado su presencia en
algunos 6rganos como higado, rifidn y bazo y su presencia puede indicar inflamacion
aguda (Gallone et al., 2002).

Los melanomacréfagos poseen pigmentos como melanina, lipofuscina y hemosiderina
los cuales se cree que son utilizados para neutralizar radicales libres, por lo que se
considera que su proliferacion también puede ser indicador de dafio oxidativo (Agius &
Roberts, 2003, Gallone et al., 2002). Ademas de la funcién fagocitaria, los
melanomacréfagos pueden liberar interleucinas que atraen linfocitos y estos a su vez
llevan a cabo la respuesta inmunoldgica especifica (Agius & Roberts, 2003).

Agius y Roberts en 2003 mencionan que la observacion de una mayor abundancia de
centros melanomacréfagos en higado y bazo son indicadores de estrés ambiental, por lo
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que la medicion del tamafio y abundancia de dichos complejos puede servir como un
bioindicador de contaminacion ambiental.

La deteccion de centros melanomacréfagos dentro del tejido hepatico se ha observado
en varios trabajos en los cuales se les atribuye su presencia a la toxicidad producida por
microcistina, como en el trabajo realizado por Dyk y colaboradores en 2012, en el que
observaron el mismo fendmeno en higado de peces gato Clarias gariepinus
recolectados en un lago hipertréfico de Sudafrica.

Por otro lado Qiao y colaboradores en 2013 encontraron que tras 30 dias de administracion
de dosis orales de 5.64 y 11.28 mg/Kg de microcistina-LR en carpas (Carassius auratus),
ademas de provocar proliferacion significativa de melanomacréfagos en higado y bazo,
también observaron un fendmeno Illamado hormesis, que consiste en la
inmunoestimulacién o inmunosupresion de la respuesta especifica en funcion de la dosis
administrada, provocando un aumento significativo de linfocitos en la dosis mas baja, en
cambio en la dosis mas alta se observo una disminucioén significativa de linfocitos debido a
que la microcistina-LR en altas concentraciones también afecta al tejido hematopoyético, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos por Djediat y colaboradores en 2010, en el que
pudieron inmunolocalizar microcistina-LR dentro de macréfagos con el anticuerpo
monoclonal MC10E7 después de administrarle por via oral una dosis de 5 ug de
microcistina-LR en pez medaka.

9.7. Efectos de Microcistina-LR en rinones de A. mexicanum

Los riflones son los organos que se encargan de mantener el nivel de agua del
organismo y de desechar sustancias dafiinas como sales, amoniaco y varias toxinas
como las microcistinas (Ross & Pawlina, 2006).

Sicinska y colaboradores en 2006 mencionan que el proceso de desintoxicacion de
microcistina-LR consiste en su conjugacion con la molécula de glutation dentro de los
hepatocitos, posteriormente el conjugado se transporta hacia los riflones e intestino para
su eliminacion, sin embargo Schmidt y colaboradores en 2014 reportaron que aun
después de unirse la microcistina-LR a glutation, su capacidad de inhibicion de
fosfatasas prevalece, pudiendo afectar al rifidn.

Como ya se mencioné anteriormente, las microcistinas pueden entrar a los hepatocitos
gracias a las proteinas transportadoras de aniones organicos, no obstante Hagenbuch y
Meier en 2003 han encontrado estas proteinas en riidn humano, lo cual sugiere que la
microcistina-LR entra a las células renales de igual manera.
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En los rifiones de los individuos del tratamiento experimental se observaron algunas
alteraciones histopatolégicas como degeneracion de los tubulos contorneados
proximales y distales, nefritis intersticial y dilatacion de la capsula de Bowman, ademas
de la observacion de depdsitos eosinofilicos en el espacio de la capsula de Bowman, los
cuales concuerdan con varios estudios realizados en los que les atribuyen dichos dafos
a la microcistina-LR (Li et al., 2013, Atencio et al., 2008).

Li y colaboradores en 2013 pudieron detectar algunas alteraciones ultraestructurales en
rinones de carpa (Carassius auratus) después de administrarles una dosis de 200 pug/Kg
de microcistina-LR por via intraperitoneal como la degradacién de podocitos en los
glomérulos, lo cual podria explicar en este trabajo la razén por la que se observo
precipitado eosinofilico en los rifiones del tratamiento experimental, ya que los podocitos
participan en la filtracion de la sangre que pasa por el glomérulo, al degradarse los
podocitos; material eosinofilico como proteinas llegan al espacio de la capsula de
Bowman. La necrosis del glomérulo que se observo en los individuos del tratamiento
experimental que fueron sacrificados el dia 24 del ensayo podria corresponder a
podocitos y celulas endoteliales. Cabe resaltar que estas observaciones concuerdan con
el trabajo de Atencio y colaboradores en 2008 en el que administraron una dosis de 25
Mg de microcistina-LR por via oral a tencas (Tinca tinca) diariamente por 96 horas.

Con respecto a la degeneracion y necrosis de los tubulos contorneados observados en
este trabajo, Li y colaboradores en 2013 también detectaron este dafio en carpas, ya
que ellos observaron esteatosis en los rifiones de los individuos a los que se les
administro una dosis de 50 pg/Kg de microcistina-LR por via intraperitoneal, en cambio
en los individuos a los que se les administro una dosis de 200 pg/Kg de microcistina-LR
se pudo observar necrosis de los tubulos contorneados, por lo que los efectos de la
microcistina-LR en las células de los tubulos contorneados son similares a los
observados en hepatocitos.

La observacion de la histologia de los rifiones de A. mexicanum del tratamiento
experimental de los individuos sacrificados en el dia 24 y el dia 30 evidencié nefritis
intersticial, este dafio no se ha reportado en rifiones de algun organismo que haya sido
expuesto a microcistina-LR.

9.8. Efectos de microcistina-LR en branquias de A. mexicanum.
Las branquias de A. mexicanum ademas de cumplir un papel importante en la

respiracion, también llevan a cabo funciones relacionadas con el equilibrio osmético y
el deshecho de compuestos toxicos (Brunelli et al., 2009), sin embargo no se cuenta

62



con la suficiente informacion acerca de la estructura histologica de dicho érgano en
larvas de urodelos en general (Brunelli et al., 2005, Brunelli et al., 2009).

A pesar de no contar con suficiente informacion acerca de los efectos histopatologicos
de microcistina-LR en branquias de larvas de urodelos, algunos efectos encontrados en
este trabajo son parecidos a algunas investigaciones realizadas por otros autores en
branquias de peces (Lei et al., 2007, Molina et al., 2005, Chen et al., 2016).

Se sabe que después de llegar al higado, la microcistina-LR circula libremente por todo
el torrente sanguineo y se distribuye especialmente en los érganos que poseen mayor
irrigacion sanguinea, esto ya ha sido demostrado anteriormente gracias al trabajo
realizado por Lei y colaboradores en 2007, en el que pudieron detectar en carpas
concentraciones mayores a 3000 ng de microcistina-LR/g de sangre en peso seco
dentro de la primera hora después de administrarles 200 ug/Kg de microcistina-LR por
via intraperitoneal, ademas encontraron en branquias concentraciones de mas de 80
ng de microcistina-LR por gramo de tejido en peso seco.

Segun el estudio llevado a cabo por Molina y colaboradores en 2005, en el cual
pudieron apreciar hiperemia e hipertrofia de las células epiteliales del tejido lamelar en
tilapias a las que se les administraron 60 ug de microcistina-LR diariamente por via oral
durante 28 dias, por lo que se podria decir que los efectos observados en las branquias
de peces son similares a los encontrados en A. mexicanum.

Cabe destacar que en las branquias de A. mexicanum igualmente se observo infiltrado
inflamatorio como en los 6rganos anteriormente analizados, coincidiendo con los
resultados encontrados por Chen y colaboradores en 2016 en el que pudieron
evidenciar infiltracién de linfocitos en branquias de peces cebra que fueron expuestos
por inmersion a una concentracion de 20 pg/L de microcistina-LR durante 30 dias.

Es importante sefialar que otro fendmeno asociado a la exposicidn a microcistinas, es
la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno. Wiegand y Flugmacher (2005)
mencionan que las microcistinas, pueden también generar enlaces covalentes con
enzimas ATPasas dentro de las mitocondrias, interrumpiendo la cadena transportadora
de electrones, por consiguiente la acumulaciéon de radicales libres ocasiona que la
célula inicie el mecanismo de muerte celular programada o apoptosis, esto ya ha sido
comprobado anteriormente gracias al trabajo realizado por Brzusan y colaboradores en
2009, en el que administraron una dosis de 100 pg/Kg de microcistina-LR por via
intraperitoneal en peces lavareto (Coregonus lavaretus), 72 horas después de la
intoxicacion pudieron detectar RNAmM que codifica para las proteinas p53 y Bcl-2 en
higado, los cuales son conocidos por ser indicadores de apoptosis.

De acuerdo a las descripciones ultraestructurales de las branquias de larvas de
Salamandrina terdigitata y Triturus carnifex realizadas por Bruneli y colaboradores en
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2009, tanto las células en forma de pera, como las células ciliadas del epitelio lamelar
contienen una gran cantidad de mitocondrias, lo que sugiere que dichas células
cumplen importantes funciones de intercambio activo de iones con el medio exterior,
por consiguiente la deteccion de cuerpos apoptoticos en las branquias de los individuos
utilizados en este trabajo posiblemente se deba a los efectos ocasionados por la
administracion de microcistina-LR, sin embargo es necesario realizar mas estudios al
respecto.

10. CONCLUSIONES

Se determin6 a Microcystis como el género de cianobacteria dominante en el
florecimiento cianobacteriano nocivo detectado en la Pista Olimpica de Remo vy
Canotaje Virgilio Uribe en mayo del 2016 con cuatro especies determinadas.

Algunos parametros fisicoquimicos del agua como la alta alcalinidad, alta temperatura,
elevado pH y una mayor concentracion de fosfatos favorecen el desarrollo de un
florecimiento cianobacteriano nocivo constituido por Microcystis.

La concentracion de microcistina-LR del area de estudio superd el limite maximo
permisible de 1 ug/L establecido por la OMS para el agua potable, sin embargo no
supero el limite establecido para el agua de recreacién de 10 pg/L, por lo que no hay
riesgo de intoxicacién aguda por contacto con el agua de la pista.

No se encontraron evidencias que demostraran que la administracién oral diaria de 20
Mg de microcistina-LR durante 30 dias afecte la talla y el peso a corto plazo de
Ambystoma mexicanum en etapa de larva inmadura.

La administracion subcrénica de 20 pg de microcistina-LR por via oral en Ambystoma
mexicanum durante 24 dias ocasiono necrosis severa multifocal de hepatocitos vy
perdida de la capa hematopoyética en higado, necrosis tubular y glomerular multifocal
severa en rifdn y branquitis hemorragica y necrotica en branquias, sin embargo a los 30
dias algunos organismos presentaron dafios menos severos como esteatosis del
parénquima hepatico y en rifidn perdida de la capsula glomerular debido a diferencias
en el fondo genético de cada individuo.

La deteccidén de cuerpos apoptéticos en las branquias de los individuos a los que se les

administré una dosis diaria de 20 ug de microcistina-LR por via oral durante 24 dias
evidencié dafo oxidativo.
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La perdida de tejido hematopoyético en el higado de los individuos a los que se les
administré una dosis diaria de 20 pg de microcistina-LR durante 24 dias y la fuerte
respuesta inmunologica observada en el higado de individuos a los que se les administro la
misma dosis durante 30 dias evidencio el fendbmeno de hormesis.

11. PERSPECTIVAS

Es de gran importancia tomar este trabajo como una base soélida a partir del cual pueden
originarse futuros estudios relacionados a la toxicidad de la microcistina-LR en anfibios,
ya que la cada vez mas frecuente aparicion de florecimientos cianobacterianos nocivos
en varios lagos del pais podria contribuir a la desaparicion de varias poblaciones de
anfibios.

Es necesario llevar a cabo un analisis cuantitativo en las muestras de higado en funcién
del area de los centros melanomacrofagos, ya que pueden servir como un bioindicador
de contaminacion ambiental.

Es importante realizar una descripcidn histolégica del sistema digestivo de A.
mexicanum, debido a que en este trabajo se encontraron evidencias que indican posible
dafio a este sistema.

Para futuros trabajos se sugiere complementar el analisis histolégico con técnicas
enzimatica y/o moleculares, para poder apreciar un panorama mas amplio acerca de los
efectos nocivos de microcistina-LR en A. mexicanum en diferentes etapas de su ciclo de
vida.

Es de gran importancia elaborar tecnicas inmunohistoquimicas como la prueba de
deteccidn de celulas TUNEL y la inmunolocalizacion de microcistina-LR.

Se sugiere llevar a cabo un estudio de la sangre de individuos intoxicados con
microcistina-LR, ya que podria ser un indicador confiable de toxicidad.
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