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Este trabajo se realizé en el laboratorio de Citogenética Humana del
Departamento de Investigacion en Genética Humana del Instituto
Nacional de Pediatria en colaboracién con el laboratorio de
Fisicoquimica del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia y del Lab.
Central de Calidad del agua de la D. G.C.O.H.D.F.
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RESUMEN

En el sistema Pom-Atasta en Campeche, se ha detectado una disminucion
considerable de la poblacién de bivalvos locales, sin que se conozca la causa precisa.
Dentro de las posible explicaciones se ha propuesto la existencia de contaminantes
genotdxicos en el sistema lagunar debido a la presencia de un gaseoducto. El objetivo
de este trabajo fue determinar la actividad citotoxica, mutagénica y genotoxica de 15
muestras de agua y sedimento de diferentes zonas de la laguna Pom-Atasta, por
medio de las técnicas de tincion dual, AMES (Saimonella microsome assay) y
electroforesis unicelular alcalina (EU) y asociarlos con la posible presencia de
hidrocarburos y/o plaguicidas. Para conocer el efecto citotoxico y genotéxico se
utilizaron como sistema de prueba a linfocitos humanos normmales, que fueron
expuestos durante 6 hs a diferentes diluciones de las muestras de agua y sedimento,
y se determiné: a) la viabilidad celular por medio de la técnica de tincion dual de
bromuro de etidio y diacetato de fluoresceina; b) el efecto mutagénico por medio del
ensayo de AMES y c) dano al ADN a través de EU. Se incluyeron 3 testigos negativos:
linfocitos sin tratamiento, linfocitos tratados con agua destilada (agua sin
contaminacion) y linfocitos con DMSO (vehiculo en el cual estan disueltas las muestras
de agua y sedimento) y un testigo positivo: linfocitos tratados con luz UVC. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y los analisis fueron hechos a ciegas.

Para el analisis estadistico se utilizé una prueba no paramétrica de Kolmogorov-
Smirnov y una t-student para muestras independientes.
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Con respecto a los resultados de citotoxicidad se encontré una relacion dosis-

dependiente en todas las muestras, es decir, a mayor dilucidn mayor numero de céluias
que en el sistema existen compuestos que inducen un dafo

vivas; lo que indica,
En cuanto a ios analisis de genotoxicidad, con la

citotoxico en linfocitos humanos.
prueba de AMES se encontré que 1 de las 15 muestras estudiadas fue mutagénica,
por lo que concluimos que en general en la laguna no existe mutagenicidad a
excepcion de la zona donde se recolectd la muestra A3 que se encuentra cerca del
poblado de Atasta en donde si observamos agentes que estan causando mutaciones
del tipo de corrimiento del marco de lectura. Mediante la prueba de EU se observd un
aumento significativo en el nimero de células con dano en 10 de ias 15 muestras de
agua y sedimento (p<0.05) en comparacién con los testigos negativos, esto indica que
existen compuestos en la laguna que causan dario al ADN. Esta actividad genotéxica
no esta relacionada con la presencia de hidrocarburos y plaguicidas del tipo aldrin y
dieldrin ya que el analisis quimico de las muestras no reveld la presencia de estos

compuestos.

Por lo anterior se concluye que en el sistema Pom-Atasta existen contaminantes
genotoxicos que pueden estar causando efectos letales o subletales en las especies
acuaticas. Con este estudio no podemos determinar el agente inductor del dafic al
ADN, sin embargo el encontrar actividad citotoxica y genotoxica, obliga a estudiar otras
posibles causas como son: las actividades antropogénicas o causas naturales que
contribuyan al aumento de contaminantes en la laguna. Consideramos importante
realizar estudios in vivo e in vitro en las especies acuaticas, ya que a pesar de que los
sistemas de prueba utilizados en este trabajo son ampliamente reconocidos por su
potencial para detectar compuestos mutagénicos y genotoxicos in vitro, éstos sélo nos
indican si existe o no actividad mutagénica y genotdxica, pero no es posible extrapolar

el dafio observado a lo que ocurre en los organismos acuaticos.
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INTRODUCCION

Contaminacion en agua y sedimento:

La introduccion de sustancias ajenas en el ambiente y en los organismos, puede
ieducir ia calidad del agua, suelo y aire y alterar las actividades de pesca y/o
agricultura. Estas sustancias ajenas a los sistemas son llamadas xenobidticas o
contaminantes.

Los contaminantes pueden provenir de fuentes naturales o artificiales; las fuentes
naturales tienen un origen bioldgico, como ejemplos estan las aflatoxinas, la materia
organica, los acidos humicos y fualvicos, que por efecto de los procesos de
descomposicidn se convierten en compuestos mutagénicos y/o carcinogénicos. Las
fuentes artificiales son compuestos quimicos provenientes de diversas actividades
humanas, por ejemplo: la industria ganadera, agricola, de petrdleo, etc. (Nava,1994).

Diversos estudios han demostrado que la contaminacion de aguas y sedimentos por
metales es muy frecuente. Meyer y Gersberg en 1997, evaluaron el aumento en la
concentracion de metales en muestras de sedimento de un estuario al sur de San
Diego, CA y encontraron un aumento en las concentraciones de cadmio, cobre, niquel,
plomo y zinc en comparacidn a un estudio similar realizado en 1987, incremento que
se correlaciond directamente con el aumento de las industrias maquiladoras, en la
zona (Meyer y Gersberg, 1997). Otro estudio realizado en el rio Ebro (Espafia)
demostré contaminacion por plomo (1.67+1.54 ug/L), cadmio (0.50+0.48 ug/L), cobre
(2.46+1.56 pg/L) y zinc (71.52+73.87 ug/L) en las muestras de agua, mientras que en
los sedimentos, se observé que algunas zonas presentaron elevadas cantidades de
mercurio, plomo, cadmio y zinc debido a las actividades industriales, sin embargo {a
concentracion de metales en los sedimentos del rio Ebro son mas bajas que las
encontradas en areas industrializadas de USA, Bélgica y Honduras y presentan
valores muy similares a los reportados en zonas industriales de México, Turquia y
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Los plaguicidas juegan un papel muy importante en ia contaminacion de las aguas,
ya que la dispersion aérea y la liuvia acarrean estos compuestos a las lagunas, los
rios y los mares. Plaguicidas tales como la atrazina y la dietilatrizina son los mas
utilizados en los cuitivos agricolas y se ha observado la presencia de estos
compuestos a 300 km de la fuente de origen, lo que demuestra que el viento puede
transportar estos compuestos a grandes distancias (Dinelli y cols.1996). En 1999
Medina y cols. realizaron un estudio con el fin de evaluar la persistencia de plaguicidas
organofosforados (OP) en muestras de agua del rio Limon, Venezueia. Ellos
encontraron que la persistencia de estos compuestos en las muestras de agua esta en
funcion de la luz solar, de su adsorcidbn a particulas y a su capacidad de la
volatilizacion, se observé una vida media menor de los plaguicidas en las muestras de
agua abiertas y expuestas a la luz solar en comparacién con las muestras filtradas y
guardadas cerradas en un recipiente de color ambar (Medina y cols. 1999).

No sblo los metales y los plaguicidas son contaminantes de los ambientes
acuaticos, tamtién ce ha encontrado contaminacion por compuestos tales como: los
bifenilos policlorinados (PCBs) y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PHAS). Los
primeros estudios al respecto fueron realizados por Heuper y Ruchoft en 1954, quienes
demostraron que la contaminacién en diferentes canales de agua era ocasionada por
descargas de las refinerias de petréleo aledanas a la zona. A partir de estos estudios
diversos autores han encontrado que estos contaminantes son frecuentes en el
ambiente acuatico. Por ejemplo, en un estudio realizado en sedimentos del rio
Yangtse se detectd la presencia de compuestos organicos policlorinados (PCOCs),
sin embargo estos niveies de contaminacion son muy bajos en comparacion con los
encontrados en otros rios europeos. Con respecto a los PHAs existe una correlacion
en el incremento de la concentracidon con la presencia de actividad antropogénica, ya
que en los lugares donde hay poca urbanizacion e industrializacion los concentraciones

de PHAs fueron muy bajas ( Dong y cois. 2000).
r
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Cor ] i6n en especi & :

La contaminacion puede tener efectos adversos en las especies acuaticas,
actualmente esta bien establecido que muchos afluentes provenientes de las
industrias transportan compuestos que pueden provocar una gran variedad de efectos
adversos sobre la biota acuatica. Cuando estos compuestos son desechados
directamente a los cuerpos de agua, representan una amenaza para la salud publica,
debido a la posibilidad de contaminacién de los mantos freaticos y/o embaises
superficiales utilizados en el abastecimiento de agua potable y al efecto sobre las

especies acuaticas comestibies.

Las descargas industriales y urbanas son responsables de elevadas
concentraciones de sustancias toxicas en el ambiente acuatico, lo cual puede generar
dafio al material genético. Los efectos genotoxicos de los contaminantes y sus
consecuencias en los organismos expuestos son poco entendidos y se ha encontrado
que la contaminacién de los sedimentos y las elevadas concentraciones de
hidrocarburos, se asocian con la prevalencia de tumores en peces. Las investigaciones
de los efectos genotdxicos de diferentes contaminantes han ayudado a determinar su
efecto carcinogénico, vya que la actividad genotéxica y/o mutagénica de los
contaminantes conlleva a un riesgo de enfermedades genéticas, que si se originan
en celulas somaticas, pueden generar canceres y si se originan en células germinales,
pueden dar lugar a descendencia anormal. (Patrick, 1973; Rodriguez-Ariza y cols.
1992).

Los efectos causados por estos agentes ya se han estudiado en diversas especies
acuaticas, por ejemplo: en los cangrejos se ha observado una respuesta de tolerancia
a los plaguicidas organofosforados (OP), ya que cuando habitan en areas no
contaminadas son mas sensibles a los OP que aquelios que estan constantemente
expuestos, sin embargo es necesario investigar la naturaleza y el mecanismo de
tolerancia (Olima y cols.1997).
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Otro ejempio esta dado por los bivalvos, los cuales han sido muy utilizados en
programas de monitoreo de contaminacion acuatica debido a su capacidad de
concentrar los contaminantes del agua; los niveles de contaminacién encontrados en
sus tejidos se utilizan como indicador de contaminacion quimica en el ambiente. En un
estudio realizado en el golfo de Arabia se utilizé como modelo animal al bivalvo
Pinctada radiata y se cuantificd la presencia de metales en la zona. Los resultados
demostraron una acumulacién de piomo, cadmio, vanadio y niquel en sus tejidos; en
algunas zonas se observé una mayor acumulacidn de cadmio y se demostrd que
este aumento fue ocasionado por las actividades de navegacion del canal del puerto (

Al-Madfa y cols.1998).

A pesar de todos estos estudios, es dificil correlacionar el dano que causan los
contaminantes ambientales sobre las variaciones pobiacionales de las especies
acuaticas, ya que generalmente la contaminacién no es causada por un solo agente y
ademas las variaciones en la dieta y las condiciones ambientales pueden influir en los
resultados. Desde hace algunos arfos se ha detectado que la exposicion a
contaminantes carcinogénicos y/o mutagénicos puede inducir la pérdida de la
integridad del ADN, por lo tanto es necesario utilizar metodologias que nos permitan
evaluar el dafio que ocasionan estos contaminantes en el ADN de los organismos.
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Ensayos de genotoxicidad:

En virtud de lo anterior, las pruebas para detectar mutagenos y/o carcinégenos se
consideran una alternativa en el monitoreo de agentes contaminantes ambientales, ya
que proporcionan informacién del dafo ocasionado al material genético. Los ensayos
mas importantes para determinar mutagenicidad son dos: Salmonella microsome
assay (AMES) y SOS chromotest; ambas son pruebas rapidas, sencillas y de bajo
costo, utilizadas en muchos laboratorios para evaluar el efecto del contaminante.

E! ensayo de AMES (tiliza dos cepas mutantes de la bacteria Salmonella
typhimurium (TA100 y TA98) que han sufrido alteracion genética y no son capaces de
producir histidina, por lo que no pueden crecer en un medio minimo mineral a menos
que se adicione una cantidad suficiente de histidina o que mediante una reversion
recuperen la capacidad de sintetizar este aminoacido (Van der Hoeven y cois.1990).
Estas dos cepas indican dos tipos de mutacion; la TA100 indica una mutacién del tipo
de sustitucion de bases en el par G-C y {a TA98 de desplazamiento o corrimiento del
marco de lectura por pérdida o adicién de algunos nuciedtidos. La prueba consiste en
adicionar sustancias genotoxicas al medio de cultivo, de tal manera que solo aquellas
bacterias que sufrieron una mutacion por el efecto del compuesto podran crecer en el
medio formando colonias visibles. E! medio utifizado contiene trazas de histidina y en
una primera etapa, {a poblacion se incrementa hasta agotar toda la histidina presente;
en la segunda etapa, solo aquellas bacterias que pudieron mutar por efecto dei
compuesto forman colonias visibles. Las cepas utilizadas en esta prueba, tienen un
porcentaje “normal y constante” de reversion espontanea; si el nimero de colonias
revertantes inducidas se incrementa dos o mas veces con respecto al numero de
colonias con reversion espontanea, nos estara indicando que una sustancia posee
actividad mutagénica. En la prueba se incluye un homogenado de higado de roedores
(S9 ) con el fin de simular el metabolismo de cualquier sustancia como ocurre con el
sistema del citocromo P450; bajo estas condiciones el sistema puede identificar
contaminantes cuyos mecanismos de accion sop directos, es decir, que no requieren
activacion metabdolica (sin S9) o indirectos, los cuales requieren activacion metabdlica
(con S9) (Maron y Ames, 1983).
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En la prueba de SOS se utiliza la bacteria Escherichia coli (PQ37), con una lesién
extensa en el ADN que provoca la induccidon de la expresion de genes implicados en ila
reparacion del ADN y en la mutagénesis. Las bases moleculares de esta prueba son:
que el represor LexA inhibe la transcripcion de todos los genes SOS y por lo tanto la
induccidon de estos genes requiere la eliminacion de LexA. La proteina RecA
proporciona la conexién funcional entre la sefial biologica (lesién al ADN) y la induccién
de los genes SOS; una gran lesion produce numerosas zonas de ADN monohebra y
RecA facilita la separaciéon del represor LexA sdlo cuando RecA esta unido al ADN
monohebra, induciendo la respuesta SOS (Nelson y Cox, 2000).

Existen otros ensayos que reflejan cambios dafiinos a nivel celular o subcelular,
causados por una exposicion de los organismos al agente, especificamente reflejan
modificaciones al ADN, tales como aductos y rupturas en las hebras del ADN. Los
aductos son poco frecuentes y dificiles de detectar, mientras que las rupturas en las
hebras del ADN, generadas por una gran variedad de agentes, son mas comunes y se
consideran muy buenos marcadores genéticos de exposicion. Diversos autores, han
empleado estas técnicas para detectar alteraciones en varias especies acuaticas,
Nacci y Nelson realizaron un estudio para detectar la relacidon entre los contaminantes
ambientales y el incremento de rupturas al ADN en tejidos de bivalvos marinos, estos
autores encontraron que los bifenilos policlorinados, los metales y los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, producen un aumento significativo de las rupturas en el ADN y
demostraron que la desnaturalizacion del ADN con solucion aicalina puede ser usada
para evaluar el dafio causado por agentes ambientales (Nacci y Nelson, 1992).

En 1984 Ostling y Johanson introdujeron ia técnica de electroforesis unicelular con
pH neutro para detectar rupturas de doble cadena del ADN. Esta técnica permite
identificar el dafo inducido por diversas substancias en células individuaies.
Posteriormente Singh y cols en 1988 modificaron fa técnica para realizarla en
condiciones alcalinas, con io que lograron detectar ademas rupturas en cadena sencilia

del ADN vy sitios labiles a alcali (Singh y cols. 1988).
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La EU consiste en embeber a ias células en un minigel de agarosa, o cual es
colocado en una solucion de lisis (detergentes y pH alcalino). con ef fin de liberar a los
nucleos, desnaturalizar y desenroilar el ADN. Posteriormente estos minigeles son
colocados en un campo electrofonético en el cual se produce una migracion del ADN
fragmentado o con dafo hacia el anodo. Cuando las laminillas son observadas al
microscopio de fluorescencia, la imagen que se obtiene como resultado, es semejante a
la de un cometa en el que el centro es el ADN no dafiado y la cola es el ADN
fragmentado, la longitud e intensidad de fluorescencia de la cola del cometa estén
directamente relacionados con el niumero de rupturas en la cadena del ADN inducidas
por el agente probado (Vijayalaxmi y cols. 1992), a excepcion de los agentes
inductores de enlaces cruzados.

Esta técnica también ha sido utilizada para evaluar el dafio al ADN causado por
peroxido de hidrogeno (H2O;) y N-nitrosodimethylamina (NDMA) en moluscos. los
resuitados han demostrado un aumento en los niveles de dano al ADN después de la
exposicion a H.0: y se evidencié que a mayor dosis de NDMA mayor dafo al ADN
(Wilson y cols. 1998).

En 1997, Clements y cols. utilizaron la EU alcalina para observar e! dafio
genotdxico in vitro en eritrocitos de renacuajo causado por dos herbicidas; encontraron
que el AAtrex 9-0 produjo un aumento significativo de dafio al ADN con respecto at
testigo y ademas observaron un efecto dosis dependiente en el numero de células
danhadas. ElI Dual-960E, compuesto utilizado en aproximadamente et 31% de los
cultivos de frutas y vegetales inhibe la germinacion y la sintesis de proteinas, se tiene
evidencia que es carcinogénico en animales y también se ha demostrado que causa
dafio en ios eritrocitos de los renacuajos; estos resultados indican que los herbicidas
frecuentemente utilizados en los cultivos agricolas, pueden dafiar al ADN. (Clements
y cols,1997).
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Por sus grandes ventajas, diversos autores han utilizado 1a EU con ef fin de detectar
dafo genotéxico, en especial en lo que se refiere a la deteccion de contaminantes
acuaticos. Pandrangi y cols. utilizaron la EU, para evailuar el dafto at ADN causado en
peces por PHA y por bifenilos policlorinados (PCB). Los resultados indican que la EU es
extremadamente sensible y puede ser utilizada para detectar dafto al ADN causado por
contaminantes ambientales presentes en medios acudticos (Pandrangi y cois. 1995).

ANTECEDENTES

En México se ha observado que la contaminacion de’ las lagunas det golfo de
México, se debe principaimente a actividades humanas, como (a explotacion
petroquimica, el refinamiento de azucar, e! procesamiento de alimentos, la descarga
de desechos humanos y Ila utilizacion de piaguicidas en los cuitivos agricolas
cercanos a las lagunas. Rosales y Alvarez en 1979, realizaron un estudio en el que se
determind la concentracién de insecticidas organoclorados y bifenilos policlorados
(BPC) de las lagunas del golfo de México y encontraron una gran cantidad de BPC en
muestras de tejido de ostion en las zonas con influencia antropogénica. Entre fos
plaguicidas. el DDT y ei dieldrin estuvieron presentes en todas las muestras asociadas
a zonas con actividades agricolas (Rosales y Alvarez, 1979).

Las grandes cantidades de s cias pelig para fos organismos, vertidas al
ambiente acuatico pueden depositarse en el sedimento o permanecer on la columna de
agua, donde pueden estar inertes y posteriormente ser activadas tomando una forma
quimica biodisponible (Gueirero, 1996). Botello y cois, evaluaron el impacto que tuvo e!
derrame del pozo lztoc-1 en la sonda de Campeche y encontraron un aumento
considerable de hidrocarburos totales en el sedimento del srea lagunar atribuido al
aporte de material organico y/o detritus de plantas terrestres y no al derrame del pozo,
ya que las mayores concentraciones de hidrocarburos fueron locslizadas en las
desembocaduras de los rios y en el drea de manglar (Botelio y Villanueva, 1887).
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£n otro estudio se evalué la concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAMH's) en sedimentos de diferentes lagunas del goifo de México. Los resultados
demostraron que en la laguna de Pueblo Viejo, la mayor concentracion de PAH's se
presenté cerca del rio Panuco en la zona industrial de Tampico. En la laguna de
Tamiahua, Ver. se observé que la acumulacion de compuestos organicos fue mayor
donde hay grandes cantidades de sedimentos de arena y arcilla, o que demuestra ia
adsorcion de estos campuestos dependiendo del tamano y la carga eléctrica de las
particulas de sedimento. En la laguna de Tampamachoco, Ver. se reportaron niveles
elevados de PAH's en una estacion cercana a una termoeléctrica (Botello y Calva,

1998).

En los daltimos afos en el estado de Tabasco, se ha observado un aumenio
considerable de la industria petrolera y se ha asociado con una disminucion en ia
poblacion de ostras (Crassostrea virginica). Con el fin de determinar si la contaminacion
de la industria petrolera influye directamente sobre la poblacion de la especie, Goid-
Bouch y cois. evaluaron la concentracién de hidrocarburos y metales traza en los
tejidos de estos bivalvos, estos autores no encontraron evidencias de que los
hidrocarburos estén afectando la poblacion de ostras. Con resp a los
observaron que el cadmio puede estar relacionado con lesiones histopatolégicas en
los tejidos de estos organismos. (Gold-Boucht y cols. 1997).

Debido a la contaminacién por v que exi an las dei goifo de México,
se han realizado diversos estudios con el fin de determinar el efecto de estos
contaminantes en los organismos y observar los posibles cambios a través del tiempo.
Vazquez y cols. en 1983, determinaron la concentracion de metales traza en
Crassostrea virginica de la Laguna de Términos, Cam. y encontraron una gran
acumulacion de fierro, zinc y cobre, los resut fueron parados con estudi
realizados en 1970 y se observé que las concentraciones de zinc permanecen
constantes a través del tiempo, el cadmio presentd una disminucion y las
concentraciones de plomo se incrementaron considerasblemente (Vézquez y cols. 1993).




Dos afios mas tarde, se determinaron las concentraciones de metales en la
columna de agua de ia laguna de Términos, Cam. y encontraron que las
concentraciones de cobre, fierro y manganeso estin por arriba de los limites
permisibles por SEDUE (Vazquez y cois.1995). Otros estudios realizados en el ostién
Crassostrea virginica han demostrado que la contaminacion por metales en las zonas
costeras estd aumentando; las concentraciones de mercurio, plomo y cadmio presente
en los tejidos de este organismo se encuentran por arriba del limite establecido para el
consumo humano (Villanueva y Botello, 1988).

La laguna de Téminos, una de las lagunas costeras mas grandes en extension del
pais, ha sido ampliamente estudiada; sin embargo se conoce muy poco de los cuatro
sistemas asociados a ella; estos sistemas son: Pom-Atasta, Palizada Del-Este,
Chumpam-Balchacah y Candelaria-Panlau; los cuales son parte integral de |a planicie
costera de Campeche y se caracterizan por mantener un equiibrio dindmico entre
procesos de marea y descarga fluvial. Estos sistemas aledafos a {a laguna de
Términos presentan caracteristicas ambientales que favorecen la formacion de hébitat
para la crianza, proteccion, alimentacion y reproduccién de moluscos, crustaceos y
peces ( Ayala-Pérez y cols. 1993; Benitez y Barcenas, 1996).

En especial el sistema Pom-Atasta tiene gran importancia ocupacional y
econdémica, ya que la pesca de camaron, almeja, ostion y jaiba es considerada la
principal actividad en la peninsula de Atasta, seguida de la industria petrolera, la
ganadera y la agricultura. En este lugar, i 1 activid, asociad s un gran
desarrolio petrolero como son: dragados de ia laguna de Pom para el tendido de tuberia
de transporte de gas y crudo, disminucion de adreas de bosque de manglar por tala
inmoderada, asentamientos humanos y construccion de una planta de nitrogeno que
se conectara con el sistema de plataformas petroleras de la Sonda de Campeche.
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Estos cambios en el ecosistema y su consecuente contaminacién por desechos
industriales y humanos demanda estudios de impacto ambiental que tomen en cuenta
mediciones a largo, mediano y corto piazo, con el fin de establecer los cambios en ef
ambiente y los posibles efectos que se generen por la actividad petrolera, tanto directa
por contaminacion de hidrocarburos y derivados, como, por el consecuente aumento
en ia poblacién que podria ocasionar un incremento considerable en la contaminacion
del agua de |a laguna Pom-Atasta por desechos humanos.

En este sistema lagunar se han observado algunos cambios en el ecosistema,
como una disminucién considerable de la poblacion de almejas R. cuneata en el area
de Pom, sin que se conozca la causa precisa; dentro de las posibles explicaciones se
ha propuesto la existencia de contaminantes genotoxicos en el sistema lagunar
producto del gran desarrolio petrolero en la zona.

Por todo lo anterior, en este trabajo se estudio la actividad ci . ML Vicay
genotéxica de los compuestos organicos presentes en el agua y sedimento del
sistema Pom-Atasta, asi como detecciéon quimica de hidrocarburos y plaguicidas, cuya
presencia podria ser nociva tanto para los organismos acudticos como para los

terrestres incluyendo el hombre.
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OBJETIVO

Determinar si i ctividad citotéxi mutagénica y genotoxica por exposicion al
agua y sedimento de diferentes zonas de |a laguna Pom-Atasta, Campeche, por medio
de las técnicas de tincion dual, AMES y electroforesis unicelular alcalina (EU) en
tinfocitos humanos.

HIPOTESIS

La exposicion directa de linfocitos humanos al agua y sedimento de |a laguna Pom-
Atasta, permitird detectar la actividad citotéxica, mutagénica y genotéxica de los
contaminantes que producen dafio en ei ADN detectable con ias técnicas de tinciéon
dual, AMES y EU. Este dafio sera significativaments més elevado que o que se
encuentra en muestras de agua sin contaminacion.




MATERIAL Y METODOS

Ares de estudio (mapa 1):

La zona de trabajo de este estudio fue el sistema Pom-Atasta en Campeche, el cual
se encuentra sumamente influido por descargas fluviales de los rios Grijatva y
Usumacinta y por la entrada de agua provenientes de {a Sonda de Campeche. Este
sistema es un conjunto de iagunas que se encuentra al occidente de ia isla Del
Carmen, Campeche en el Golfo de México; entre los 18°30’' y 18°35’ norte (N) y 81°50"
y 92°20" Ceste (W). Es un sistems alargado paraleio s la costa, con una superficie
aproximada de 300 km2 , ests formado por 10 lagunas interiores con una profundidad
promedio de 2.7 m; estas lagunas son de este a oceste: Lodazal, Loros, Puerto rico,
Palmas, San Carios, Del Corte, Palancares, Atasta, Pom y Colorada.

La vegetacion sumergida es escasa, localizandose manchones de Vallisneria
americana, Ruppia marftima y Halodule wrightii . Alrededor del sistema existen

diferentes especies de manglar como son: Rhizophora gle, Avi g

Conocarpus erectus y Laguncularia r. Con respecto a la fauna scudtica
destacan ias especies de peces, Cathorops melanopus (bagre), Sphoeroides
testudineus (botete), Eugemes plumieri (mojarra), Diapterus rh (mojarra),

Anchoa mitchilli (anchoa) y Micropogonias undalatus (corvina);, también se presentan
jaibas, camarones y calamares (Ayala-Pérez y cois., 1993).




El sistema hidrografico mas relevante en la regién es el de los rios Grijalva y
Usumancinta, cuya descarga fluviai es la mas importante de América del Norte,
después del Mississipl, seguido por Ia de los rios Tonala, Chumpén, Candelaria y
Champotén. En  Pom-Atasta desembocan diversos afluentes del sistema fluvial
Grijalva-Usumacinta; estas descargas aportan sedimentos terrigenos de granulometria
variada procedentes de la llanura costera gque son impactados por las expiotaciones
petroleras terrestres de Tabasco y Chiapas. Presenta un gradiente de salinidad entre 3-
26%0 que varia dependiendo de ia época del afio, la temperatura del agua oscila de
25.6 a 32.6 °C y la transparencia es del 20 al 83.3%.

E! banco de Campeche fue descrito por Ordofez en 1936, como una amplia
plataforma carbonatada con topografia casi tlana. E! banco calcéreo puede
considerarse limitado hacia e! Oeste por la Cuenca Tabasco-Campeche y at Este por el
estrecho de Yucatan . El sistema esta dominado por sedimentos limo-arciliosos con una
gran cantidad de conchas y bajo contenido de carbonato de calcio (<25%). (Ayale-
Castafares y Gutierrérez-Estrada, 1990).

La laguna Pom-Atasta se localiza en una zona tropical, el clima es de tipo calido
subhumedo, isotermal con lluvias en verano. El promedio anual de temperatura es
superior a los 26°C y la precipitacién anual promedio es de 1.378 mm. La velocidad
maxima del viento es de 50-60 Km/hr con vientos dominantes con una direccion
noroeste-suroceste; en el inviemo se presentan fuenes tormentas tropicales y huracanes
(Mancilla y Vargas, 1980). Los vientos del noreste y del sureste controlan el oleasje; el
oleaje originado durante el invierno es similar al generado por ios fuertes vientos del
este y se caracterizan por ser de corta duracion y gran magnitud. Los vientos
huracanados al ionar fuerte oleaj dan lugar a cambios en ei nivel del mar y
causan intensas lluvias, modificando los procesos sedimentarios en la zona costera
(Ayaia-Castanares y Gutierréz-Estrada, 1990).
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Muestras de agua y sedimento:

Se tomaron muestras de 2 litros de agua de fondo y 1 litro de sedimento con una
draga tipo Van Veen en 15 zonas de la laguna Pom-A K i por la
posible presencia de un gradiente de contaminacion por hidrocarburos y/o plaguicidas.
Las muestras fueron divididas por zonas de |a siguiente manera (mapa 2).

e 2 muestras en la zona de desembocadura de las lagunas (D1 y D2)

e 5§ muestras en la laguna de Atasta (A!, A2, A3, A4 y AS5)

e S muestras en la laguna de Pom (P1, P2, P3, P4y P5)

e 3 muestras en la zona de Narvéez (N1, N2 y N3)

La recoleccion de todas las muestras se realizé en frascos de polietileno que fueron
transportadas al laboratorio protegidas de la luz y a 4°C para evitar la alteracion de los
componentes.

En el laboratorio Central de Calidacd de! Agua D.G.C.O.H.D.F. se realiz6:
a) La adsorcién de tos compuestos organicos,

b) La cuantificacion de hidrocarburos y plaguicidas.

<€) La prueba de AMES.

Para la extraccion de los compuestos orgénicos, los dos litros de agua y sedimento
de cada muestra se pasaron a través de un tubo de cobre que contenia una mezcia de
resinas tipo XAD2/XAD4 a fin de que se adsorbieran a la resina. Se adicionaron 100
mi de una solucion de hexano/ acetona (85:15 v/v), controlando el flujo mediante una
manguera de létex y una pinza Hoffman a una tasa de 15Smi/min para eluir los
compuestos adsorbidos y el eluido fue recolectado en un vaso de precipitado y se
evapor6é sl vaclo hasta sequedad. Este eluido se resuspendid en 5 ml de dimetil
sulfoxido (ODMSO) grado cromatogréfico y se aimacend en un vial de vidrio boro-silicato
a una temperatura de 0°C, hasta su ytilizacion (Nava, 1984).
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La cuantificacion de tfos hidrocarburos aromaticos disueltos, alifaticos disueltos,
alquenos disueltos y los plaguicidas se realizé por cromatografia de
€ / fotometria de

Ensayo de Mutageni prueba de AMES

Para esta prueba, se utilizaron dos cepas bacterianas de Sal/monella typhimurnium: la
TA100 y la TASS; las cuales son capaces de detectar mutaciones por sustitucion de
bases y mutaciones por corrimiento del marco de lectura, respectivamente (Maron, D. y
Ames, 1983). Para este ensayo se aNadi® a una placa de igar minimo , una mezcla
que contenia 2ml de agar de superficie, 100yl del eluido final de cada una de las 15
muestras (dilucion 1:10), 100yl de la suspensiéon bacteriana (cepa TA100 o TAS8) y
500u! del activador metabélico (S-9 de higado de rata) y fueron incubadas durames 48
hs a 37°C.

Los tratamientos realizados para cada muestra fueron: a) Cuiltivo de cepa bacteriana
TAS8 o TA100, con el fin de cuantificar el numero de colonias con reversion
espontanea, b) Cultivo de cepas TAS8 o TA100 con el eluido final de |a muestra de
agua y sedimento y c) Cultivo de cepas TAS8 o TA100 con el eluido fina! de ia muestra
de agua y sedimento Yy el activador metabdlico S-9 . También se realizdé un cultivo
testigo con DMSO, que es el vehiculo en el cual estan disueitos los compuestos
organicos de |as muestras, y dos testigos positivos los cuales contenian los
compuestos premutdgenos, Benzo (a) pireno y Acido picrolonico, que generan una
respuesta positiva en esta prueba.

Cada tratamiento se realizé por duplicado y se cuantificéd el numero de colonias con
reversion espontinea y el numero de colonias revertantes inducidas. En todos los
casos se consideré una muestra positiva cuando el nimeroc de colonias revertantes
inducidas fue el doble o mas con resp al numero de colonias con reversion

esponténea.
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En el laboratorio de Citogenética Humana del instituto Nacional de Pediatria SSA, se
realizaron ios ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad.

Ensayo de Cit icidad: Técnica de tincion dual

Para el ensayo de citotoxicidad, se expusieron 400,000 linfocitos/m| durante 6
horas a diferentes diluciones del eluido final de las muestras de agua y sedimento. Las
diluciones se realizaron con medio RPMI 1640 y fueron 1:1, 1:10, 1:100, 1:150, 1:200.
Después de 6 hs cada muestra se centrifugd a 2500 rpm por 2 min., se desecho el
sobrenadante y el botén celular se lavé dos veces con solucion salina de Hank's.

Con el fin de conocer la proporcién de células vivas en cada dilucion, se cuantifico la
viabilidad celular por medio de la técnica de tincion dusl (Strauss, 1991). Para esta
prueba se utilizé una mezcia de bromuro de etidio (0.025ug/pl) y diacetato de
fluoresceina (0.125ug/il). que se aplicd volumen a volumen a la alicuota celular.
Después de 3 minutos, se centrifugé a 2500 rpm por 2 minutos y se tomaron 10ui de!
botén celular, los cuales fueron colocados en un portaobjetos limpio para su andlisis en
un microscopio de fluorescencia Olympus BX-40 con filtro de triple banda.

Para cada muestra, se analizaron 100 células por triplicado, se cuantificaron como
vivas a las células de color verde vy las rojas como muertas (fig.1). Para cada ensayo
se utilizaron tres testigos: sin tratamiento, con agua destilada y céluias con DMSO ya
que es el vehiculo en el cual estan disueltos los compuestos organicos de las muestras.

Se realizé una curva de citotoxicidad; aquella dilucién en {a que se observé una
viabilidad promedio mayor al 80% fue |a seleccionada para realizar ia prueba de
genotoxicidad con la técnica EU.




Er yo de G icidad: Electroforesis unicelular aicalina (EU)

Para el ensayo de genotoxicidad, se expusieron 400,000 linfocitos/m! durante 6
horas a la dilucién en la cual se observé una viabilidad mayor at 80% de cada muestra.
Pasado este tiempo, las alicuotas se centrifugaron a 2500 rpm por 2 min, se desechd
el sobrenadante y el botén celular fue lavado dos veces con solucion salina de Hank's.

Preparacién de las laminillas para la EU: A un portaocbjetos esmerilado se le
agregaron 110ul de agarosa regular (0.9%) y se colocé un cubreobjetos. Después de 3-
5 minutos se removié cuidadosamente el cubreobjetos y se dejo secar a temperatura
ambiente. A este minigel se ie adicionaron 80yl de una mezcla que contenia 75y de
agarosa de bajo punto de fusion (0.5%) y 5ul de linfocitos y se coloctd en una cama de
hielo por 3 minutos con et fin de solidificar la agarosa. Posteriormente se aftadieron
75u! de agarosa de bajo punto de fusion y se cubrieron con un cubreobjetos. Después
de S min. se retiré el cubreobjetos y los minigeies se colocaron en una soluciéon de lisis
( NaCL 2.5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, Triton X-100 1% y DMSO 10%) por lo menos
durante 24 horas.

Electroforesis y tincién : tos minigeles se retiraron de la soluciéon de lisis y se
colocaron en una camara de electroforesis horizontat ta cusl contenia buffer pH>13.0
(NaOH 300mM/ EDTA 1mM); después de 20 min, se comieron a 25V y 300mA durante
20min. Terminado este tiempo se sacaron del buffer alcalino, se lavaron tres veces con
buffer de neutralizacién pH 7.5 (Tris 0.4M) (Vijayalaxmi y cols. 1992) y se colocaron
durante 5 minutos en gradientes de metanol (70%, 85% y 100%), se dejaron secar a
temperatura ambiente. Finalmente para la tincién se adicionaron 50ul de Bromuro de
etidio (2ug/mi) .

Andlisis de los geles: Los minigeles se codificaron por uns persona ajena al estudio
con el fin de r el analisis a Ci Se utilizé un micr pic de fit wia
Olympus BX 40 y se midi6 el nucieo y el iargo de ia cola del cometa en micrometros (fig.
2).
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Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, se analizaron 100 nucleos por

repeticiéon y se utilizaron 4 testigos: a) Linfocitos sin tratamiento, b) Linfocitos + DMSO,
c) Linfocitos + eluido de agua destilada, la cual fue procesada de la misma manera que
las muestras de agua y sedimento con el fin de ser utilizado como testigo de agua no
contaminada y d) Linfocitos + UVC 2.53j/m/seg, como testigo técnico.

Para el analisis de fos cor las células fueron divididas en niveles de dafio, de
acuerdo a la metodoiogla de Anderson y cols. 1994 modificada. Las células sin dafo
fueron las que presentaron el largo de la cola del cometa menor a Sum; se consideraron
con dafio “bajo” a las células que tuvieron entre 6-20um, con dafio “medio” entre 21-
40pm, dafio “alto” entre  41-95um y se consideraron linfocitos con dano total, aquelios
que presentaron mas de 85um de migracion. También se cbtuvo el promedio de la
migraciéon de la cola de! cometa de ias céluias con dafio en cada uno de los triplicados y
se obtuvo el promedio y desviacion estdndar total de Ia migracion por repeticion y por

muestra.

Andslisis estedistico
Se utilizé una prueba estadistica no paramétrica de Kolmogorov- Smimov, con el fin

de comparar las diferencias entre los niveles de dafio. Para las comparaciones entre el
promedio de migracién de cada muestra con respecto al testigo (DMSO) se utilizé una

t-student para muestras independientes.
En todos los casos, se consideraron diferencias significativas cuando p<0.05.
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Cd. Del Carmen,

Mapa 1. Sistema Lagunar Pom-Atasta, Campeche.
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Fig. 1 Linfocitos tefiidos con la técnica de tincién dual (bromuro de etidio/diacetato de
fluoresceina). El color verde indica las células vivas y el color rojo las células muertas.
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Fig. 2 Eletroforesis unicelular alcalina. a) Linfocitos sin dafo.
b) Linfocitos con dafiio, en donde se observa ia imagen tipica de un cometa.
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RESULTADOS

1.- Cuantificacion de Hidrocarburos y Plaguicidas.

En los 15 eluidos finales de las muestras de agua y sedimento No se encontraron
hidrocarburos aroméaticos disueltos, alifaticos disueltos, aiquenos disueltos y piaguicidas
del tipo aldrin y dieldrin.

2- Mutagenicidad

El promedio de las coionias revertantes para las cepas TA98 y TA100 [Tabia 1],
mostraron que 14/15 eluidos de las muestras de agua y sedimento no tienen
compuestos capaces de inducir mutaciones en el ADN del tipo de sustitucion de bases o
por cormimiento del marco de lectura. La muestra A3 fue la Unica en la que se cbeervd
un aumento en el nomero de colonias revertantes para ia cepa TAS8, por (o que es
posible que esta muestra contenga compuestos que inducen mutaciones del tipo de
corrimiento del marco de lectura.

3.- Citotoxicidad

12 ~iAN domi

Los resultados de este ensayo [Tabla 2 y Fig. 3] on una r N
respuesta en todos los eluldos finales de las 15 muestras de agua y sedimento de la
laguna Pom-Atast a medida que di Wwyo la concentracion de ias muestras,

disminuy6 la citotoxicidad, que se expresé como un aumento en el nimero de células
vivas.

Las diluciones que se seleccionaron para realizar la prusba de genotoxicidad fusron:
1:100 para 14 muestras y 1:200 unicamente para la muestra P3. Estas diluciones fueron
elegidas porque en ellas se observd mas del 80% de células vivas.




Con respecto a los testigos, las células con: DMSO y agua destilada (HO)
presentaron una viabilidad mayor a! 90% en la dilucion 1:100. Las células sin
tratamiento (S/T) siempre presentaron una viabilidad mayor al 80%.

4.- Genotoxicidad

Testigos negativos:
En las células sin tratamiento (S/T), con DMSO y con H20 destilada se observé un

comportamiento muy similar en los diferentes niveles de dafno, se encontré6 un gran
numero de células sin dano at ADN y no se observaron células con una migracion de la
cola del cometa mayor a 95um. El promedio de ia migraciéon de las células con dafno fue
de 16.818.7um, 12.8144.0um y 9.312.0um respectivamente [Tabla 3, Fig. 4].

Debido a que el DMSO es el vehicuio en ei cual fueron disueitos los componentes de
ias muestras de agua y sedimento, se utilizd para todas las ¢ P i
estadisticas

Testigo positivo:
Para este testigo se utilizaron céiulas irradiadas con luz ultravioleta ( UVC

2.53j/m/seg) con el fin de monitorear la eficiencia de la técnica de EU. Estas células
presentaron un promedio de migracion de fa coia del cometa de 43.014.9um,
observdndose diferencias significativas con respecto al DMSO (p=0.0007) [Tabla 3, Fig.
4], asi como una disminucion en el numero de céluias sin dano y un aumento
significativo en los niveles de dafic medio, alto y total (p<0.05) con respecto a los
testigos negativos.
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Muestras de agua y sedil o de la lag Pom-Atasta (mapa 2):

&) Zona de desembocadura (D1 y D2) [Tabla 3, Fig. 5]: Las dos muestras
presentaron una disminucion significativa en el nimero de céiulas sin dafio y un
aumento en el nivel de dafio bajo (p<0.05). En la muestra D2, también se observé un
aumento significativo en los niveles medio y alto.

El promedio de migracion de las células con dafo fue: para D1 16.6:4.9um y para D2
33.2+4.8um, esta muestra presenté diferencias significativas con respecto al testigo con
DMSO (p=0.002).

b) Laguna de Atasta (A1, A2, A3, A4 y AS): Se cbservd que las muestras
A3(25.21+1.1um), A4(30.715.5um) y A5(40.613.3um) fueron genotéxicas. ya Que se
encontré un aumento significativo en el niumero de células con dafic bajo, medio y aito;
y una disminucion en el nimero de célutas sin dafo; también se observé un promedio
de migracién de la cola del cometa mayor al observado en las células con DMSO
(p<0.05) {tabla 3, Fig. 6]. En las muestras A1 y A2, se observé un comportamiento
similar al testigo en los diferentes niveles de dano y en el promedio de migracion de la
cola del cometa .

c) Laguna de Pom (P1, P2, P3, P4 y P5). En esta zona 4 muestras presentaron
actividad genotéxica (P2 a P5) [Tabla 3, Fig. 7). Le muestra P3 fue ia més genotoxica
de todo el sistema Pom-Atasta, ya que ademis de presentar diferencias significativas
en casi todos los niveles de dafo, se debe de considerar que fue la unica en Ia cual
se trabajé con una dilucion 1:200, debido a que en ia dilucion 1:100 presentt el 779% de
células vivas. Los promedios de migracion de la cola del comets en estas muestras
fueron significativamente diferentes al testigo con DMSO y son 26.313.6um,
37.6+2.3um, 37.746.2um y 43.413.1um (p<0.05) respectivamente.
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o) Zona de Narvaez (N1, N2 y N3): Se observé que N1 presenté actividad
genotéxica con una disminucién considerable en el numero de células sin dafio y con
dafio bajo y un aumento en los niveles de dafio medio, alto y total (p<0.05). N2
presenté diferencias significativas con respecto al testigo en el nivel sin dafio (p<0.05) y
N3 mostré diferencias en el nivel de dafno bajo (p<0.05). Los promedios de migraciéon
del ADN fueron 73.7+1.4um , 16.5+2.4um y 33.1+7.4um respectivamente y mostraron
diferencias significativas con respecto al testigo. N1 (p=0.0001) y N3 (p=0.006) [Tabla
3, Fig. 8).
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Tabla 1. Pr dio de rever en ia prueba de AMES de ias 15
as de! final de agua y sedimento de la laguna Pom-Atasta.
Muestras Colonias Revertantes
TA98 TA100

D1 44 279
D1+ S-9 53 281
D2 68 321
D2 + S-9 80 338
A1 48 285
A1+ S-9 61 279
A2 47 311
A2 + S-9 50 253
41 339
A3 + 8.9 204 295
71 330
A4 + S-9 73 255
AS 69 343
AS + S-9 100 208
1 55 238
P1 + S-9 60 233
P2 41 225
P2 + S-9 43 208
P3 54 248
P3 + S-9 65 227
60 236
P4 + S-9 62 203
52 255
PS5 + S-9 59 261
N1 71 343
N1 + S-9 79 273
47 224
N2 + S-9 57 215
N3 86 337
N3 + S-9 73 283
DMSO 57 214
DMSO + S-9 53 173

Acido picrolénico 1459 1077

Benzo (a) pireno 225 401°*

h de [ 9 con del

* Muestra poﬂl!va que indica la
de &

[

ESIS CON
LA DE ORIGEN

29



Tabla 2. Porcentajes dc viablilidad en linfocitos h a dife

dlluclonoo de los 18 ik ™ de las de agua y sedimento de la
Cam.

1:1 4:10 1:100 1:180 1:200

o] o 86+2 9111 96+1

o] (o] 89+4 88+5 93142

[} [¢] 8116 9212 9311

[¢] (o] 9014 95+2 85+2
o o 8614 0412 92 +8

(o] 2] 9143 86 +5 8014

o o] 8111 90+2 8014

o o 8741 29115 9743

[s] [o] 8313 914 93x1

(o] o 772 7812 9243

[¢] [+] 8111 9015 93+1

[o] o 80+2 94+ 3 9742

o o 8013 8212 87+7

o o 8843 88+7 9743

] 4] 8343 8916 9341

Testigos

*H20 - 1243 9841 90+1 90+ 1
DMSO —_ 37x2 Sd4+1 9510 96+1
ST - 93+2 9342 9742 96+2

Los numeros sombreados indican el porcentaje de viabilidad mayor al 80% y ia
dilucion con la cual se trabajo el ensayo de genotoxicidad.
* Muestra de agua destilada tratada de (a misma manera que ias muestras de agua y
sedimento.
** Células sin tratamiento
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Tabla 3. Nomero de céluias en los diferentes niveles de dafio de los 18 eluidos

finales de las as de agua y sedi to de la laguna Pom-Atasta.
Muestra Sin dano/
Con dafio Bajo Medio Alto Total Migracién del
6-20um 21-40um 41-95um >95um ADN (um)**
D1 198/ 102 77 19 6 o] 16.614.9
D2 142/ 158 78 48 26 [ 33.2+4.8°
A1 267/ 33 26 5 2 [+] 13.8+0.9
A2 233/ 67 50 15 2 o 17.8+3.8
A3 134 /166 76 52 38 o 25.2+1.1°
A4 1057185 78 64 52 ‘1 30.745.5°
AS 69 /231 57 81 93 o 40.6+3.3°
P1 221179 3] 7 2 1 15.0+2.2
P2 1627138 50 57 31 0 29.31+3.6°
P3* 93 /207 54 71 78 4 37.612.3°
Pa 1197181 37 58 a3 3 37.748.2°
PS 2% 1279 47 a8 129 15 43.413.1°
N1 O /300 2 19 217 62 73.71+1.4°
N2 187 /113 a7 22 4 (4] 16.5+2.4
N3 210 / 80 45 19 21 S 33.117.4°
Testigos
*DMSO 2777 73 62 10 1 Q 12.814.0
°sT 328772 59 8 5 o 16.819.7
H20 dest. 227 773 68 S 0 (o] 9.3+2.0
UVC 68 7232 71 &8 63 30 43.0144.9°
Dilucion utilizada 1:200
a Se analizaron 350 células
b se analizaron 400 céiulas

-

Testigo positivo
Los valores de esta columna le compararon con el promedio de la migracion del
ADN del testigo con DMSO. ° muestra diferencias significativas con una t-

d 05.

Student para mt > ientes p<0.
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Porcentajes de viabilidad en linfocitos humanos

% Viabiidad

1710 17100 17150 1/200
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Dafic al ADN de musetras controd.

Fig. 4. Nomero de céiuias en los 4 de dafio de ias 4 [F

DMSO,S/T y H20 no significatiy Enel con UVC se
se er J ias sigr on jos alto y total (p<0.05)
Prueba no
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Dano al ADN del shiido final ce e ZoNe d8 desemboCEdUra

F-QSNovnovoda dluias en los de dafio de las 2 Mmuestras de e zona de la
on los de defio sin daflo y

bajo. Dzmwmwmmwmmammmunw

total (p<0.05). Prueba no
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Dafo al ADN del shuido final de les Muosiras de SgUS y SEIMento de e lEguna de Atssta

Fig. 8. de chi an los ¥ iy de dafto de ias 5 muestras de la laguna de Atssta.
A1 solo on ol nivel de dafo bajo (P<0.05). Las musstras A3-AS
on todos loa Niveles de dafto (p<0.05) excepto el nivel total.
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Daflo al ADN del ehuido final de ins Muesirss de agua y Sadimento de is leguna de Pom.

Fig. 7. NG de en los de defio de ias 5 muestras de ia isguna de Pom.
Las P2-P5 p g on los de dafio sin dafic
bajo, medio y aito con respecto al control (p<0.05). Kokmogorov-Smimov.
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Defio al ADN del siuido final de ias Muestras de agus y saedimentc de ila zona de Narvéez

Fig. 8. Namero de células en los diferentes niveles de dafto de las Mmuestras de ia zona de Narvéez.
La muestra N1 presentt diferencias significativas en todos ios niveles de dafio (p<0.05)
N2 solo g on ol nivel sin dafio y N3 en el nivel con dafio bejo
(p<0.05). Prueba no p de we
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Golfo de México

Estacién de Poblacién
Recompresora
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W Mapa 2. Distribucion del daiio genotdxico en la laguna Pom-Atasta.
0 Las barras representan ef promedio de la migracin del ADN,



DISCUSION Y CONCLUSIONES

o en

La contaminaciéon ambiental produce cambios en los ecc perj
forma directa o indirecta la salud del hombre, en especial ia actividad industrial ha dado
como resultado ia apariciéon en el ambiente de numerosos compuestos téxicos, muchos
de los cuales se han asociado a dano cromosémico o a la aparicion de céncer
(Moretton y cols. 1990). Los estudios realizados para evaluar el dano de estos agentes
téxicos en los sistemas biol6gicos son muy variados. En 1984, Ostling y Johanson
introdujeron la técnica de electroforesis uniceluiar para detectar rupturas de dobie
cadena del ADN en células individuales. Posteriormente Singh y cols. modificaron Ia
técnica para condiciones aicalinas, con o que lograron detectar rupturas en cadena
sencilla del ADN (Vijayalaxmi y cols. 1992). A partir de estas modifi iones di
autores han utilizado la EU para evaluar el efecto de ios contaminantes acuédticos
(Mitchelmore y Chipman, 1998).

Citotoxicidad:

En el caso de los testigos negativos, los linfocitos tratados con DMSO y agua
destilada mostraron respuesta citotéxica & una dilucion 1/10 con un porcentaje de
viabilidad de 37 y 12% pecti te; tos resuit. r T que el DMSO es
téxico para las células a elevadas concentraciones como 1/10. El comportamiento del
agua destilada es similar ya que fue tratada de la misma manera que las muestras de
agua y sedimento de la laguna y el sluido final contiene DMSO.

—
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En las muestras de agua y sedimento también se ocbservé actividad citotoxica a una
dilucion de 1/10, a diferencia de los testigos negativos, en esta dilucion no se
observaron células vivas, lo cual indica una toxicidad adiciona! atribuible a las muestras
de agua y sedimento; en 14 muestras el 80% de viabilidad se encontré en la dilucion
1:100 y en una muestra (P3) se alcanzé esta viabilidad en 1:200. Con estos resulitados
podemos considerar que el DMSO a concentraciones elevadas es toxico para las
células y a concentraciones bajas (1/100) el promedio de viabilidad es de 90% o mas;
por lo que {a citotoxicidad observada en las 15 muestras de agua y sedimento no es
inducida por el DMSO, si no por los compuestos orgdnicos presentes en el agua de la
laguna Pom-Atasta.

Mutagenicidad:

En el ensayo de AMES sin activacion metabdlica (sin S-9), no se observd una
respuesta positiva en ninguna de las 15 muestras de agua y sedimento. Sin embargo,
cuando al cultivo bacteriano se le adicioné la fraccion S-9 se encontrd una respuesta
positiva en la muestra A3, localizada cerca del poblado de Atasta, por lo que se infiere
que en la zona se encuentran contaminantes que inducen mutaciones del tipo de
corrimiento del marco de lectura previa activacion por microsomas hepéticos, este
dafo puede ser inducido por un contaminante diferente derivado de los o hos
humanos de la poblacion de Atasta o de los cultivos sledafios a la zona, diversos
autores sugieren que algunos quimicos utilizados en fos cultivos agricolas son
excelentes candidatos para inducir dafo clastogénico en linfocitos humanos (Tomres de
Lemos y Erdtmann, 2000).




Aunque este es el primer astudio en la laguna de Pom-Atasta en el que se detectd
actividad mutagénica, existe un reporte previo en el cual se demostré mutagenicidad
en el ostién Crassostrea virginica de la laguna de Téminos (Guermero, 1996). Estos
autores, encontraron un efecto positivo en Ia prueba de AMES sin activacion
metabdlica para ta cepa TA98 en la época de Nortes y con activacion metabdlica
(TA98) en ia temporada de secas, lluvias y nortes; o que muestra que a pesar de que
los sistemas de prueba son diferentes, si existen en la zona agentes pre-mutagénicos
que si son ingeridos por los organismos acudticos y temestres, incluyendo a ios
humanos, su sistema P450 procesars (08 coOmpuestos pre-MUtigenos para generar
dentro de estos organismos los compuestos mutagenos que dafarsn al ADN. (Snyder,
2000; loannides, 1996).

Genotoxicidad:

Se encontré actividad genotoxica en 10 de Ias 15 muestras del sistema lagunar Pom-
Atasta (mapa 2). £l mayor dano se observé en la laguna de Pom, seguido por ia zona
de Narvaez, las muestras P3, P4, PS5 y N1 se encuentran muy cercanas al gassoducto
y presentaron los niveles mas elevados de genotoxicidad, lo que sugiere que
posiblemente del gaseoducto se estén desprendiendo compuestos que causan dafio al
ADN. Estos compuestos que se estan desprendiendo no generan un gradiente de
contaminacion, ya que se esperaria, si existiera este gradiente, que las Mmuestras que
se localizan a mayor distancia del gaseoducto presenten el menor dafto, sin embargo
este comportamiento no io observamos ya que por ejemplo D2 presentd niveles de
dafic muy similares a N3 y esta ultima se encuentra muy cerca del gaseoducto, otro
ejempio se observé en D1 que presentd un dafio muy similer a N2 y también se
localizan a diferentes distancias del gaseoducto, por io que concluimos que no existe un
gradiente de contaminacion a partir det gaseoducto.
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Es importante considerar que la distribucion de los contaminantes depende de las
caracteristicas geogrdficas y cormientes de agua. Se ha reportado que existe una
corriente que va desde la laguna de Pom, hacia la laguna de Atasta y desemboca en la
laguna de Términos, de tal manera que esta agua se mezcla con & agua de ia laguna
de Términos y posteriormente la comriente se dirige hacia el mar por el lado Oeste de
Cd. Carmen (Lizarraga-Partida y cois.1887). Aunada a esta cormriente existen diversos
aportes de agua estacionales como fos realizados por ios rfos San Pedro y San Pablo
localizados en el limite entre Tabasco y Campeche, que influyen directamente sobre la
concentracién de los contaminantes cuando es temporada de lluvias (Ayala-Pérez y
cols., 1983; Mancilla y Vargas, 1980); por tal motivo es necesario realizar estudios del
comportamiento de los contaminantes en temporada de lluvias, nuestro estudio fue
realizado en abnil ( ) y es probable que ef agente inductor del dafto obeservado
tenga efectos diferentes en la época de liuvias, ya que si Ia fuente de emision del
contaminante es terrestre, la lluvia amrastrara el contaminante permitiendo su
acumulacién en ciertas zonas de la laguna © bien si se origina por dentro de (a laguna
como seria et caso del desprendimiento de compuestos del gaseoducto, entonces la
lluvia lo diluiria por un aumento en la cantidad de agua.

Otro factor importante a considerar son las caracteristicas propias de la zona. En
algunos lugares existen zonas que promueven la acumulacion de los contaminanies,
ya sea por escasa circulacion del agua o por ia wcia de dos; estas
caracteristicas pueden provocar que en muestras cercanas, los niveles de dafio al
ADN sean muy diferentes, como es el caso de las muestras A1y A3 o0 P1 y P2, enlas
que se observd que a pesar de ser muy cercanas (os niveles de dano al ADN fueron
diferentes.
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Es muy probable que el dafo citotdxico, genotdxico y mutagénico observado en este
estudio, este inducido por diferentes contaminantes, los hidrocarburos y los plaguicidas
del tipo aidrin y dieldrin, no son responsabiles de este dafio ya que el analisis quimico
no Mostré la presencia de estos compuestos en las muestras de agua y sedimento, sin
embargo el encontrar diferentes tipos de dafio con los sistemas de prueba Salmonella
typhimunum y linfocitos humanos nos hace pensar en la posibilidad de la existencia
de diversos contaminantes del sistema lagunar Pom-Atasta. De acuerdo a la
informacién que se tiene de la laguna de Téminos y de los datos del sistema Pom-
Atasta, se ha demostrado que i y tres posi fuentes de contaminacion en el
sistema: hidrocarburos fésiles residuales (HFR), plaguicidas y metales.

Los HFR dafan al material genético provocando mutaciones por sustitucion de
bases © por comimiento en e! marco de lectura. Los hidrocarburos arométicos
policiclicos (HAP) son los m#&s dafinos, sin embargo su efecto mutagénico en S.
typhimurniurn requiere de previa activacion por los microsomas hepédticos (Guerrero,
1996). Este tipo de contaminante se puede d tar como posible inductor del dafto
observado, ya que en las muestras de agua y sedimento Nno se encontraron
hidrocarburos, lo cual indica que no hay escape del contenido del gaseoducto.

Con respecto los plaguicidas, podemas decir Que el aldrin y dieldrin no son los
inductores del dafio observado en los linfocitos humanos; sin embargo, es necesario
realizar la busqueda especifica de otros plaguicidas que puedan encontrarse en el
sistema y causar dafno al ADN. Estudios realizados en sedimentos y tejidos de ostion
de las lagunas del Carmen-Machona, Tab y Al do, Vi sz 1 la
presencia de herbicidas organociorados del tipo heptacloro. aldrin, dieidrin y endrina y a
pesar de que las concentraciones encontradas fueron bajas, los autores proponen que
pueden causar efectos subletales en las pobiaciones de organismos acudticos (Diaz-
Gonzdlaez y Rueda, 1986).
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Se ha observado también que algunos plaguicidas pueden causar dafio genotoxico,
Clements y cols, demostraron que herbicidas tales como la atrizina y e} metalocloro
inducen un aumento significativo del dafo al ADN en Rana catesbelana evaiuado por
medio de la técnica de EU alcalina (Clements y cols.,1997). Otros autores, utilizando la
misma técnica pero en células CHOKI no observaron un aumento significativo en la
migracion del ADN inducido por diferentes concentraciones del herbicida isoproturon
(Vigreux y cols., 1998). Estudios recientes demostraron que el herbicida terbutrin a
dosis de 100 y 150 ug/ml induce un aumento en ta migracion del ADN en linfocitos
humanos sin la activacion por microsomas hepaticos ($9); en presencia de S9 no se
observé un aumento en la migracién del ADN; por lo que ios autores concluyen que
este compuesto puede ser considerado como genotoxico in vitro (Moretti y cols. 2002).
Debido a ios datos anteriores es posible que i ' en e si lagunar otros
plaguicidas utilizados en los cultivos aledafos a ia zona los cuales pueden ser
responsables del dafo observado.

Por ultimo, los metales constituyen un gran problema en ef ambiente acuatico por Ia
capacidad que tienen para formar complejos con la materia orgénica y por la tendencia
que tienen a fijarse en los tejidos de l0s organismos expuestos. Vazquez y cois,
realizaron un estudio en los tejidos del ostion Crassotrea virginica en ia laguna de
Términos en Campeche en diferentes épocas del afno. Estos autores no encontraron
metales en los tejidos de estos organismos en el mes de abril; en otros meses de! afo
si observaron estos compuestos y ¢} mas abundante fue el Fierro (725+317mg Kg' ),
seguido por el Zinc (586+312 mg Kg' ) y el Cobre (284+118 mg Kg') (Vazquez y cols.
1983). En ia columna de agua de la laguna de Términos también se han encontrado
concentraciones de Fierro (61.9ug Kg'), Cobre (1.76ug Kg') y Magnesio (0.38ug Kg'),
las cuales se encuentran por arriba de 08 limites permitidos por la SEDUE (1688), ya
que ninguno de los tres metales deben de estar presentes en las aguas costeras (

Vézquez y cols. 1995).
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En la laguna de Atasta se ha detectado en el agua contaminacién por Plomo
(38.0ug/1), Cromo (7.0 ugN) y Cadmio (3.0 ug/l) que estan por arriba de 1os limites
permisibles por la SEDUE (1990), los valores permitidos son 6.0,1.0 y 0.9 ugn
respectivamente (Villanueva y Paez-Osuna, 1996). Estos antecedentes nos lievan a
proponer que los v ] en pecial el fierro, zinc y cobre pueden contribuir a la
generacion del dafio al ADN observado en el agua y sedimento de ia laguna Pom-
Atasta, por lo que es necesarno hacer el estudio especifico de estos metales.

A pesar de que los metales y algunos plaguicidas son buenos candidatos para
inducir el daffo al ADN, debemos considerar que en el ambiente acudtico no existe un
solo contaminante, sino una Mmezcla de agentes que son vertidos al ecosistemma. Por
ejemplo, en la region de Atasta se ha observado que existe salinizacion de tierras y que
ia ruptura del! canal del gaseoducto en 1985 provocé un aumento en la salinizacion
natural de {a zona; también se ha observado que existe contaminacion de bidxido de
azufre que se manifiesta como depositacion seca dei contaminante emitida por los
quemadores de la estacion recompresora de PEMEX. El| bioxido de azufre en
combinacién con la humedad del ambiente y las saies de cloro de los aerosoles
marinos magnifican [os procesos de comrosion, que podrian ionar desp i 1o
de metales del gaseoducto. Las actividades antropogénicas también juegan un papel
importante en la contaminacion de la zona; ya que ia construccion de canales de
gaseoductos, terrapienes de carreteras, actividades agropecuarias, aumento de (a
poblacion humana y disminucion de las zonas de mangiar, provocan cambios en el
ambiente que pueden generar contaminacion ya sea por o plaguicic o
desechos humanos (Velazquez y Meza, 2002).

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN

45



Finaimente, es probable que el dafio observado al ADN en esté trabajo, pueda no
estar relacionado con un solo contaminante, sino por una mezcia de diferentes
contaminantes, por lo que consideramos necesario realizar estudios complementarios a
corto, mediano y largo piazo encaminados a determinar de manera especifica los
contaminantes existentes ya sea por desechos humanos, plaguicidas, metales, etc.
con el fin de documentar jos cambios que se estén generando en of ambiente acudtico.
Consideramos importante realizar estudios /n vivo e in vitro en 1as especies acuéticas
en las cuales se ha detectado disminucion de la poblacion y que se sospecha que es
por efecto de substancias genotéxicas, ya que a pesar de que los sistemas de prueba
utilizados en este trabajo son ampliamente reconocidos por su p peara det
compuestos genotéxicos in vitro, s6io nos indican si ext O no actividad ger ica y
proporcionan informacion cualitativa sobre ia existencia del contaminans y su toxicidad
pero no es posible extrapolar el dafno observado a o Que ocurre en los organismos

completos, debido a que en un sistema /n vivo exi 1 oxtri tales

dosis intemalizad. farmacocinética del compuesto, dieta, luz solar etc. y factores
intrinsecos como e! metabolismo del organismo (en el que intervienen de manera
diferente los genes de cada especie) para cifi ion, ia respuesta de! sistema de

reparacion al ADN , las hormonas, etc. (Michelmore y Chipman, 1998; Cotslle, S. y
Férard, J. 1999) que influyen en los resultados de una exposicion determinada, por lo
que los estudios in vivo en diferentes Wjidos de las especies son los que proporcionan
informaciéon precisa del efecto y del mecanismo de accion de los contaminantes
(Devoret, 1979; Curtis, 2001) .
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