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Resumen:

Se sabe que la contaminacion por metales pesados es la causa de varias
enfermedades a nivel mundial; esta puede tener efectos devastadores en el
equilibrio ecoldgico. Estos elementos pueden interactuar con iones funcionales para
el metabolismo inhibiendo asi sus funciones. Debido a su alta
toxicidad, el Cd, Cr, Hg y Pb son considerados como contaminantes altamente
peligrosos y sus limites maximos permisibles en el ambiente y el organismo son
mucho menores que en otros metales. Se ha demostrado que los reptiles, después
de una absorcion dérmica o intestinal de metales pesados, estos son retenidos en
tejidos queratinizados, como en escudos y garras, actuando como un mecanismo
protector y de excrecidn. Los objetos de estudio fueron cocodrilos de las especies
Crocodylus moreletii y C. acutus y caimanes Caiman crocodilus chiapasius del
Zooldgico Miguel Alvarez del Toro y del campamento tortuguero de Puerto Arista.
El objetivo del estudio fue evaluar si estas especies de cocodrilianos han sido
expuestos a concentraciones sobre los limites maximos permisibles (LMP) de
mercurio, cromo, cadmio y plomo dentro de las instalaciones. Se tomaron escudos
caudales y muestras de sangre de 15 animales en el ZooMAT y 4 del
campamento, asi como de 50 a 150 ml del agua de los encierros de algunos de
estos. La cocina del zooldgico proporciond 100 gramos de pollo y de pescado. Se
detectaron tres metales de los cuatro estudiados en las muestras de los animales
analizados. En un individuo se encontré presencia de plomo en sangre siendo su
concentracion de 4.37 ug/ml base humeda (BH). Cromo fue detectado en los
escudos de un animal (N9), teniendo 3.45 ug/g base seca (BS). La mayor
concentracion de mercurio encontrada fue en el cocodrilo N15, teniendo 8.86 nug/g
BS. De las muestras de la dieta se obtuvieron 0.13 ug/g para el pollo y 0.15 nug/g
para el pescado, ambos reportados en base seca. Los animales muestreados para
este estudio no mostraron signos de intoxicacion o afeccion tanto al tiempo de la
toma de muestras o por reporte de sus cuidadores, o que nos da una idea de la
gran capacidad fisiologica y metabdlica de control y eliminacion de estos animales
sobre los metales pesados.
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Abstract:

Heavy metal pollution is known to cause several diseases worldwide; it can
devastate the ecological balance. These elements can interact with functional ions
for metabolism, thus inhibiting their functions. Due to their high toxicity, Cd, Cr, Hg,
and Pb are considered highly hazardous pollutants. Their maximum permissible
limits in the environment and the organism are much lower than other metals. It has
been shown that after dermal or intestinal absorption of heavy metals in reptiles, they
are retained in keratinized tissues, such as scutes and claws, acting as a protective
and excretion mechanism. The objects of study were crocodiles of the Crocodylus
moreletii and C. acutus and caimans Caiman crocodilus chiapasius from the Miguel
Alvarez del Toro Zoo and the Puerto Arista turtle camp. The study's objective was to
evaluate whether these crocodilian species have been exposed to concentrations
above the maximum permissible limit of mercury, chromium, cadmium, and lead
inside the facilities. Scutes and blood samples were taken from 15 animals at
ZooMAT and 4 from the camp. Also, 50 to 150 ml of water from some animals'
enclosures. The zoo kitchen provided 100 grams of chicken and fish. Three metals
of the four studied were detected in the samples of the animals analyzed. In one
individual, the presence of lead was found in blood with a concentration of 4.37 g/ml
WM. Chromium was detected in the scutes of one animal (N9), having 3.45 g/g DM.
The highest mercury concentration was found in crocodile N15, having 8.86 g/g DM.
From the diet samples 0.13 g/g was obtained for chicken and 0.15 g/g for fish, both
reported on dry matter. The animals sampled for this study showed no signs of
intoxication or illness either at the time of sampling or as reported by their caretakers,
which gives us an idea of the great physiological and metabolic capacity of these

animals to control and eliminate heavy metals.



CONTENIDO:
INTRODUCCION

HIPOTESIS

OBJETIVO

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Recoleccion de muestras
Analisis de metales

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSION

REFERENCIAS

VI

16
16
16
16
17
21
22
25
27
29



Lista de tablas:
Tabla 1. Valores miNimos de detECCION ........ceceeeeeeeeveeererrrrrrereereersersersssssssssssssssssssssnsens

Tabla 2. Concentraciones de metales en escamas, garras y sQNgre ..........ccccceeeevvvevnennens

Apéndices:

Apéndice 1. Concentraciones de metales pesados de diferentes
LX) (7 Lo o X PPN

VI



Lista de imagenes:

Imdgenes 1y 2. Toma de 10NGitud Y PESO...........eeerrivreuriiiriievensssissinnnnessisssssessesssssssesnnns 18
Imagen 3. Sitio de venopuncion en seno supra-vertebral. (Myburgh et al., 2014).......... 19
Imdgenes 4 y 5. Toma de muestras de SANQGre. ..............ceeeeueereencereeenserreensereeenseneeesseneees 19
Imdgenes 6y 7. Extraccion de escudos caudales. (Norton et al., 2019).......................... 20
Imdgenes 8 y 9. Remocion de escudos caudales. ...............cuueeeeeeereeenciereensereeencenneensenens 20

VIII



INTRODUCCION

Se sabe que la contaminacion por metales pesados es la causa de varias
enfermedades a nivel mundial. Los contaminantes que entran en el ambiente crean
problemas que causan graves dafos a la vida y actividades de los organismos e
incluso a la mortalidad masiva de estos. La contaminacion por metales pesados
puede tener efectos devastadores en el equilibrio ecolégico del medio ambiente
receptor. Estos metales generalmente entran en al medio ambiente a través de la
deposicion atmosférica, la erosion de la matriz geoldgica o debido a actividades
antropogénicas. La bioacumulacién de estos elementos en los organismos vivos y
la biomagnificacion en ellos describe los procesos y vias de estos contaminantes de
un nivel trofico a otro. El aumento de concentracién a través de la cadena
alimentaria provoca mayor tiempo de retencion de las sustancias téxicas que por el
alimento. En cantidades muy pequefias muchos de estos metales son necesarios
para mantener la vida. Sin embargo, en mayor cantidad se vuelven téxicos (Nighat,
2009).

De los 90 elementos de la tabla periddica 21 no son considerados metales, 16 son
metales ligeros y los 53 restantes son metales pesados, por lo cual se conoce que
los metales pesados tienen una densidad superior a 5g/cm?® y algunos de estos
metales, como el zinc (Zn), el hierro (Fe), el niquel (Ni) y el cobre (Cu), son
esenciales para el crecimiento y metabolismo celular; mientras que otros, como el
mercurio (Hg), el plomo (Pb) y el arsénico (Ar), no tienen ninguna funcion celular
conocida (Nighat, 2009). Siendo asi, que los metales de transicion son necesarios
en concentraciones minimas o traza y pueden convertirse en toxicos para la célula
cuando superan los niveles fisiologicos; del mismo modo, los iones metalicos, de
los cuales no se ha demostrado alguna funcion fisioldgica, pueden ser perjudiciales
cuando entran en la célula en concentraciones que superan el limite de tolerancia;

una vez que los cationes de metales pesados, especialmente los que tienen un



numero atémico elevado, como el Hg, el cadmio (Cd) y la plata (Ag), entran en el
interior de la célula, tienden a unirse al grupo tiol (SH) e inhiben la actividad de las
enzimas. Otros metales pesados pueden interactuar con iones funcionales para el
metabolismo, por ejemplo, el cadmio puede interactuar con el Zn o el calcio (Ca), el
Ni y el cobalto (Co) interactuan con el Fe, y el Zn con el magnesio (Mg), inhibiendo
asi sus funciones (Nighat, 2009).

Entre estas funciones esta la reaccion redox, que es aprovechada por la célula para
generar centros quimicos reactivos con fines fisioldgicamente esenciales, pero que
puede provocar dafio importante a la misma célula (Rainwater et al., 2007). Las
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) pueden producirse en
presencia de Cu, Fe, o cromo (Cr), lo que puede provocar dafios en el ADN, las
proteinas o los lipidos; los metales redox inactivos, como el Cd, el Hg, el Niy el Pb,
pueden inducir un estrés oxidativo de forma indirecta al desplazar los metales
correspondientes de sus sitios de union celular; existen otros mecanismos de
toxicidad, que incluyen la union a macromoléculas que alteran su conformacion, la
inactivacion por desplazamiento de un metal nativo y la interferencia con la

permeabilidad de la membrana (Rainwater et al., 2007).

Se sabe que los iones de metales pesados, como el Cd, el Cr, el Cu, el Pb, el Hg,
el Ni, el Se, la Ag y el Zn, son téxicos y se liberan en el medio ambiente en
cantidades que suponen un riesgo para la salud animal; estos metales son venenos
metabalicos e inhibidores de enzimas, que pueden llegar a causar dafno al sistema
nervioso central (Trillanes et al., 2014). Debido a su alta toxicidad, el As, Cd, Cr, Hg
y Pb son considerados como contaminantes altamente peligrosos y sus limites
maximos permisibles (LMP) en el ambiente y el organismo son mucho menores que
en otros metales (Trillanes et al., 2014). Estos metales pueden acumularse en
organismos expuestos a ellos a través del tiempo (bioacumulacién) y alcanzan
concentraciones mayores en estos al subir en la escala tréfica (biomagnificacion),
lo que representa un riesgo para los reguladores de las poblaciones, los
depredadores en el tope de la cadena; asi como representan un peligro para el ser
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humano que coexiste, depende o consume de esta escala trofica (Rainwater et al.,
2007).

Los cuerpos acuaticos, son unos de los ecosistemas que mas corren peligro de
acumulacion de metales pesados, debido a que muchos de los desechos agricolas,
domeésticos, municipales e industriales son vertidos en estos, causando una
acumulacion a largo plazo; las fuentes de estos metales pueden ser de origen
natural o antropogénico (Leal-Ascencio et al., 2009). Las actividades volcanicas,
evaporacion de superficies terrestres y acuaticas, degradacidon de minerales,
incendios forestales y erosion de las rocas constituyen fuentes naturales de estos
metales (Musalem et al., 2018). También existen varias fuentes de origen
antropogénico, como generacion de energia y calor a partir del carbon; produccion
de cemento; uso de lamparas fluorescentes, faros de automdviles, manémetros,
termostatos, termometros y otros instrumentos y su rotura accidental; interruptores
eléctricos; amalgamas dentales; incineracion de desechos (municipales, médicos y
peligrosos); vertederos de basura; crematorios; y mineria, que incluye la extraccion
de Hg como producto principal o subproducto de la extraccion de otros metales,

como oro, plata o zinc (Musalem et al., 2018).

Se ha visto que, aunque muchos de estos metales se encuentran en un estado libre
en los cuerpos de agua, la mayoria forma compuestos con el sedimento,
especialmente materia organica; este sedimento puede quedar expuesto en la
estacion seca, sirviendo como cama para diversos animales semiacuaticos
(Musalem et al.,, 2018), y en la época de lluvias, o si el sedimento esta
permanentemente sumergido, animales acuaticos y semiacuaticos consumen flora
gue crece en este sedimento o se alimentan de él directamente, acumulando estos
metales en sus tejidos y subiéndolos en la cadena tréfica (Leal-Ascencio et al.,
2009).
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La region hidrolégica Grijalva — Usumacinta contiene seis cuencas hidrograficas
que son: el rio Usumacinta, el rio Chixoy, el rio Lacantun, el rio Grijalva —
Villahermosa, el rio Grijalva — Tuxtla Gutiérrez y el rio Grijalva — La Concordia. Los
rios principales son el Grijalva y el Usumacinta, los cuales forman un solo sistema
fluvial. El rio Grijalva es el segundo mas caudaloso del pais y el mayor productor de
energia eléctrica. Sobre el curso del Grijalva, se han construido cuatro presas: La
Angostura “Belisario Dominguez”; Chicoasén “Manuel Moreno Torres”; Malpaso
“Nezahualcéyotl”; y Pefiitas “Angel Albino Corzo”. Este rio es la principal fuente de
agua para el municipio de Tuxtla Gutiérrez (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climatico, 2007).

Se han encontrado diferentes cantidades de As, Cd, Cr, Mg y Pb en cuerpos de
agua del estado Chiapaneco; por ejemplo, en un estudio realizado en el 2009 por
Leal-Ascencio y compaiiia en la laguna El Limon del municipio de Reforma, se
encontraron valores de Cr que rebasan también el limite recomendado para la
aparicion de efectos biologicos severos de la National Oceanic Atmospheric
Administration (NOAA) de Estados Unidos y la Canadian Environmental Quality
Guidelines (CEQG) de Canada; la concentracion maxima de Cr en la laguna fue de
199 mg/kg, cuando el limite de efectos biolégicos severos es 110 mg/kg (Leal-
Ascencio et al., 2009).En México no se cuenta con normas que establezcan limites
maximos permisibles para metales en sedimentos; la Norma Oficial Mexicana NOM-
127-SSA1-1994 establece los limites maximo permisibles (LMP) para la calidad del

agua para uso y consumo humano (Leal-Ascencio et al., 2009).

En el 2015 se publico un estudio por Laino-Guanes y compaiia, en el cual midieron
la concentracion de metales en agua y sedimentos de la cuenca del rio Grijalva en
la frontera México-Guatemala, encontraron que en la época seca tanto Pb como Cd
tuvieron valores superiores a los LMP de la norma canadiense (CEQG) pero
menores que los de la norma mexicana (NOM-127-SSA1-1994), el Hg tuvo valores

superiores para ambas normas y las concentraciones de As se encontraron por
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debajo de los limites de ambas normas. En cuanto a los sedimentos, se encontrd
que el mercurio sobrepasa el LMP de la norma canadiense y de la NOAA pero no
asi de la mexicana. Arsénico, cromo y cadmio tuvieron concentraciones superiores
a los limites maximos permisibles de la NOAA (Laino et al., 2015). En otro estudio,
en el 2015, se reportd presencia de mercurio y cadmio en el plasma de Crocodylus
moreletii en rio Hondo, frontera de México-Belice, donde las concentraciones mas
altas de Hg se relacionaron con animales que vivian en las cercanias de areas

agricolas (Buenfil-Rojas et al., 2018).

Una de las especies que esta al tope de la cadena tréfica de los sistemas pluviales
de Chiapas es el cocodrilo y el caiman. En México existen tres especies de
cocodrilianos, dos del género Crocodylus: el cocodrilo de pantano (Crocodylus
moreletii) y el cocodrilo de rio (Crocodylus acutus); y una del género Caiman
(Caiman crocodilus chiapasius) (Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de
la Biodiversidad, 2020).

El Crocodylus moreletii habita en los estados costeros del Golfo de México y parte
de Centroamérica; en México se distribuye en peninsula de Yucatan y Chiapas, asi
como Veracruz, San Luis Potosi hasta Nuevo Leon. Actualmente, el cocodrilo de
pantano se encuentra en las categorias de menor riesgo tanto de la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Sujeta a Proteccion Especial), como de la Lista Roja de la [UCN
2012 (menor preocupacion). Por ello, en 2010 la especie se transfirié del Apéndice
| al Il (menos restrictivo) de la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES), y en 2012 se elimino
del Acta de Especies en Riesgo de Estados Unidos (ESA); esta especie es usada
para la produccion de piel, la cual es de alta calidad, y carne de consumo; donde la
mayoria de ellos provienen de granjas o Unidades de Manejo de Vida Silvestre
(UMA) (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2020).
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La otra especie representativa es el Crocodylus acutus, que se distribuye desde la
costa del Pacifico (Sinaloa a Chiapas) y la peninsula de Yucatan en México, hasta
Peru, Venezuela, Florida y el Caribe. Este cocodrilo se encuentra en la categoria de
Sujeta a Proteccidon Especial en la NOM-059-SEMARNAT-2010, como vulnerable
en la Lista Roja de la IUCN (2012), en peligro de extincion en la ESA de los Estados
Unidos (2007) y en el Apéndice | en México de la CITES (2013) (Comision Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2020).

El mas pequerio de los cocodrilianos de México es el Caiman crocodilus chiapasius,
llegando hasta los 2.5 m de longitud, se encuentra distribuido en los estados de
Chiapas y Oaxaca, bajando por Centroamérica hasta el amazonas brasilefio. Este
reptil se encuentra en la categoria de Sujeta a Proteccion Especial en la NOM-059-
SEMARNAT-2010, como de Menor Preocupacién en la Lista Roja de la IUCN (2016)
y en el Apéndice | de la CITES (2013); estas especies desarrollan parte de sus
actividades sobre las orillas o plataformas de sedimento de los rios, asi mismo, se
alimentan de diferentes especies como caracoles, cangrejos, ranas, pequefias
tortugas, aves, mamiferos y peces e insectos en sus etapas juveniles (Comision

Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad, 2020).

En los vertebrados, los metales pesados son absorbidos por el sistema digestivo,
aunque la mayor parte no sera absorbida y sera excretada por las heces; lo
absorbido sera distribuido por la sangre a rifiones o higado donde sera eliminado
por orina o heces a traves de la unidn de estos metales con proteinas (Schneider et
al., 2013), aunque también se ha visto cierta eliminacién por medio de las yemas de
los huevos (Selcer, 2016). Estas proteinas, las metalotioneinas (MT) juegan un
papel importante en el proceso de destoxificacion de Hg en los cocodrilos (Hidalgo
et al., 2009), ya que, en un estudio, las concentraciones de metalotioneinas fueron
3000 veces y 1200 veces mas altas en el plasma que las concentraciones en el
higado y los rifiones (Buenfil-Rojas et al., 2018). Algunos estudios han observado
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que la edad y el tamafo son proporcionales a las concentraciones de estos metales

para las especies longevas, como los cocodrilos (Buenfil-Rojas et al., 2018).

Se ha observado que la vida media de las MT en el higado y los rifiones es muy
corta, mientras que en los eritrocitos la vida media de las metalotioneinas depende
directamente de la vida de los propios eritrocitos. Por lo tanto, cuando los eritrocitos
terminan su vida, se descomponen en el bazo y el higado y los complejos metal-MT
se liberan a los riflones para su excrecion (Buenfil-Rojas et al., 2020). Hay que tener
en cuenta que la vida media de los eritrocitos en los cocodrilos (600-800 dias) es
mayor que en los mamiferos (120 dias aproximadamente) por lo que los complejos
metal-MT en los eritrocitos de los cocodrilos pueden permanecer en el torrente
sanguineo mas tiempo hasta la descomposicion de los eritrocitos (Buenfil-Rojas et
al., 2018).

En el mismo estudio, se encontré una relacion entre el Hg en los escudos dermales
y las MTs en el plasma, lo que sugiere que la acumulacion de Hg en este tejido
podria estar relacionada con la respuesta de las metalotioneinas, ya que se ha
observado que la acumulacién de metales pesados en los escudos caudales esta
relacionada con la respuesta al estrés oxidativo. Los tejidos queratinizados son
también una de las principales estrategias de desintoxicacion de Hg y otros metales
en los cocodrilos, especialmente cuando la dieta no es la unica fuente de
contaminacion (Buenfil-Rojas et al., 2018). Por lo que se considera que los escudos
dermales y otros tejidos queratinizados, como garras, son una excelente opcion, no
invasiva, para la evaluacion a la exposicidn crénica a metales pesados de estos
ejemplares, sin embargo, para una evaluacién a una exposicion aguda sigue siendo

necesaria la toma de muestras sanguineas (Lazaro et al., 2015).
Como puede observarse en los diferentes estudios, hay presencia de metales

pesados en las aguas, sedimento y fauna de las cuencas hidricas de Chiapas,
encontrandose entre estas la Reserva del Zapotal, la cual suministra agua para los
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encierros e instalaciones del Zoolégico Miguel Alvarez del Toro (ZOOMAT); ademas
diferentes puertos, pueblos y ciudades costeras o cerca de cuerpos de agua, como
es el caso de los animales que llegan al campamento tortuguero de Puerto Arista,
lo que lleva a la pregunta de si estos animales estan siendo reservorios de estos

agentes metalicos.

HIPOTESIS

Existen concentraciones cuantificables de los metales pesados mercurio, cromo,
cadmio y plomo en las escamas, garras y sangre de cocodrilos (Crocodylus moreletii
y Crocodylus acutus y caimanes Caiman crocodilus chiapasius) del Zooldgico
Miguel Alvarez del Toro y del campamento tortuguero de Puerto Arista.

OBJETIVO

Evaluar si estas tres especies de cocodrilianos han sido expuestas a
concentraciones mayores de los LMP de mercurio, cromo, cadmio y plomo dentro
de las instalaciones del Zoolégico Miguel Alvarez del Toro o en el campamento
tortuguero.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Zooldgico Miguel Alvarez del Toro (ZOOMAT)
Esta instituciéon se encuentra en la reserva “El Zapotal”’, dentro del municipio de
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Cuenta con 140 hectareas de superficie (Fernandez

Moreno et al., 2010). El zooldgico se encuentra rodeado por dos poblaciones, la
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colonia Rivera Cerro Hueco y el ejido Francisco |. Madero, donde las aguas
residuales eran vertidas hacia los cuerpos de agua de la reserva, ademas de haber
contado con actividades de deforestacion para la construccion de viviendas (Carlos,
2013).

Campamento Tortuguero de Puerto Arista

Este campamento fue establecido en 1991 en Puerto Arista en el municipio de
a anidar en las costas del estado. Asi mismo recibe y rescata crocodilos de las
especies C. acutus y C. moreletti y caimanes de la especie Caiman cocodrilus
chiapasius que se encuentran en o cerca de zonas habitadas, para su relocalizacion

(Secretaria del Medio Ambiente e Historia Natural, n.d.).

Recoleccion de muestras

Se tomaron escudos caudales y muestras de sangre de 15 animales en el ZOOMAT,
asi como de 50 a 150 mL del agua de los encierros de algunos de estos y muestras
de alimento de la dieta (100 g). Los cocodrilos fueron capturados por el personal del
zoolégico. Se determind la longitud total (LT), el peso y el sexo de cada animal
(Imagenes 1y 2). La sangre se obtuvo del seno venoso supra-vertebral (Imagen 3)
(Myburgh et al., 2014), previa asepsia de la zona con yodopovidona y alcohol etilico
al 70%, tomando de 1 a 2 mL, y se almacend en tubos con heparina de litio y fueron
guardados en una hielera con paquetes de gel congelados (Imagenes 4 y 5). Para
los escudos caudales se limpid la zona con el mismo protocolo que para la toma de
sangre; con un bisturi, se retird la zona mas distal del escudo caudal, donde este se
conectaba con los otros (Imagenes 6-9) (Norton et al., 2019), y se colocaron en
bolsas de plastico etiquetadas. Se aplicaron toques de yodo en los lugares de
extraccion para evitar posibles infecciones. Fue necesario recolectar dos muestras
de garras en vez de escudos caudales, ya que estos animales estaban previamente
marcados; estas muestras fueron tomadas con corte de tijera de la punta de las

garras que tuvieran la mayor longitud. El agua fue recolectada directamente de las
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piscinas de los encierros con botellas de plastico estériles. La cocina del zooldgico
proporcion6 100 g de pollo y de pescado, los cuales eran parte de la dieta en ese
momento de los animales. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta su llegada
al laboratorio, donde se conservaron en congelacion a -4°C (alimento) y
refrigeracion a 2°C (sangre, escudos y agua) hasta su analisis (Buenfil-Rojas et al.,
2018).

Para el estudio, el personal del campamento tortuguero de Puerto Arista entregaron
un escudo caudal y tres muestras de sangre; cumpliendo con los mismos

procedimientos y transporte usados para los animales del ZooMAT.

Imagenes 1y 2. Toma de longitud y peso.
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Imagen 3. Sitio de venopuncién en seno supra-vertebral. (Myburgh et al.,
2014)

Imagenes 4 y 5. Toma de muestras de sangre.
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Imagenes 6 y 7. Extraccion de escudos caudales. (Norton et al., 2019)

RRAARAATIT N
AARTIRAAANAA

e

Imagenes 8 y 9. Remocioén de escudos caudales.

20



Analisis de metales pesados

Las muestras fueron descongeladas o temperadas a temperatura ambiente y fueron
pesadas en basculas o medidas con pipetas volumétricas, tomando 1 ml para la
sangre, 10 o 15 mL para el agua, 1 g para escudos y alimento, todas estas por
duplicado y en el alimento por triplicado; en caso de algunos escudos, garras y una
muestra de sangre no fue posible obtener muestras del peso o volumen deseado,
por lo que no se pudo hacer duplicado de estas. Los escudos y alimento fueron

picados finamente. Todas las muestras se colocaron en tubos de ensayo.

La digestion acida se realizé afiadiendo 2 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado
a cada tubo y colocandolas a bafio maria sobre una placa térmica a 70-90°C,
durante 2-3 dias. Las muestras en las que el acido por si solo no eliminé toda la
materia organica se les coloco 1 mL de perdxido de hidréogeno (H20-2). Una vez que
se alcanzé un color amarillo claro en las muestras, estas se dejaron enfriar y se
filtraron con papel de filtro n°1 en matraces aforados de 25 ml y se llevaron a
volumen con agua desionizada. Las soluciones obtenidas se colocaron en botellas

de plastico de 50 mL previamente marcadas (Buenfil-Rojas et al., 2018).

Para el uso del espectroscopio de absorciéon atomica se realizaron curvas de
calibracion con reactivos estandarizados para cada elemento, con soluciones que
se prepararon con concentraciones conocidas del elemento elegido (Tabla 1) (The
Perkin-Elmer Corporation, 1996). Las muestras se analizaron para plomo, cadmio y
cromo con sus respectivas lamparas de catodo hueco y el mercurio fue analizado

con un espectrofotometro de absorcién atomica con generador de hidruros.
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Tabla 1. Valores minimos de deteccion

Metal Rango lineal Limite de deteccion

Cadmio 0-2ppm 0.4 ppm

Cromo 0-5ppm 1 ppm

Mercurio 0 - 140 ppb 20 ppb

Plomo 0-20 ppm 4 ppm
RESULTADOS

De los 19 especimenes muestreados, 15 eran cocodrilos cautivos en el ZooMat y 4
del campamento tortuguero de Puerto Arista, Chiapas. De estos 19 animales, 12
fueron Crocodylus acutus, 4 C. morelettiy 3 Caiman cocodrilus chiapasius; de estos,
6 se identificaron como machos, 12 hembras y un animal juvenil sin sexar. El peso
de los reptiles del Zooldgico Miguel Alvarez del Toro varié de los 3 hasta los 40.6
kg. Los individuos del campamento tortuguero de Puerto Arista no pudieron ser
pesados por falta de equipo en las instalaciones. Se obtuvo la longitud de los 19

animales, yendo de los 97cm a los 3.25 m (Tabla 2).

Se detectaron tres metales de los cuatro estudiados en las muestras de los animales
analizados. Cromo fue detectado en los escudos de un animal (N9), teniendo 3.45
ug/g de concentracién en base seca (BS); este animal no presentd concentraciones
medibles de este elemento en sangre. En los demas animales no fue encontrado
este elemento en escudos o en sangre. En un individuo (N19) se encontré presencia
de plomo en sangre siendo su concentracién de 4.37 ug/mL (Tabla 2) de muestra
en base humeda (BH), pero no en sus escudos, en los demas animales no fue

encontrado tanto en sangre como en escudos.

De mercurio se encontraron concentraciones medibles en casi todas las muestras

de escamas o garras, a excepcion de los ejemplares N10 y N12. La mayor
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concentracion encontrada fue en el cocodrilo N15, teniendo 8.86 ng/g BS (Tabla 2);
los resultados obtenidos para escudos y garras se tomaron en base humeda y
fueron transformados a base seca de acuerdo con la constante 3.8 (Trillanes et al.,
2014). En sangre, asi mismo, se encontraron concentraciones en casi todos los
ejemplares, mostradas en base humeda, menos en los animales N 4, 6, 7, 9, 10,
12, 14 y 19, siendo la medicion mas alta del animal N5 con 0.13 pg/mL BH (Tabla
2). De las muestras de la dieta, pollo y pescado, se obtuvieron 0.13 ug/g para el
polloy 0.15 ug/g para el pescado, ambos reportados en base seca (Tabla 2) (Miriam,
2010)

Tanto Pb como Cr estuvieron ausentes en las muestras de alimento y agua de los

encierros de acuerdo con los puntos mas bajos de sus curvas. No se encontraron

concentraciones medibles de Cd en ninguna muestra.
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Tabla 2. Concentraciones de metales en escamas, garras y sangre

Escamas/Garras Sangre
N Sexo | Especie Ubicacion Peso (Kg) Longitud (m) | pgCd/g*** ugPb/g*** | pgHg/g*** | ngCrig*** | pgCd/mL | pgPb/mL | pgHg/mL | pgCr/mL
1 H C. acutus ZooMAT 32.4 2.01 0] 0] 0.32 0] 0] 0] 0.11 0]
2 M C. acutus ZooMAT 33.5 2.01 0] 0] 0.89 0] 0] 0] 0.03 0]
3 M C. acutus ZooMAT 35.0 2.03 0] 0] 0.15 0] 0] 0] 0.05 0]
*4 H C. acutus ZooMAT 32.0 1.99 0] 0] 0.13 0] 0] 0] 0 0]
*5 H C. moreletti ZooMAT 13.9 1.52 0] 0] 0.13 0] 0] 0] 0.13 0]
6 H C. moreletti ZooMAT 16.1 1.51 0] 0] 0.12 0] 0] 0] 0 0]
7 H C. acutus ZooMAT 40.0 2.09 0] 0] 0.73 0] 0] 0] 0 0]
8 H C. acutus ZooMAT 40.6 2.1 0] 0] 0.28 0] 0] 0] 0.05 0]
9 H C. acutus ZooMAT 24.3 1.76 0] 0] 0.17 3.45 0] 0] 0 0]
10 | H C. moreletti ZooMAT 15.0 1.54 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0 0]
11 M C. moreletti ZooMAT 39.0 2.00 0] 0] 0.19 0] 0] 0] 0.05 0]
12 | H C. acutus ZooMAT 33.4 1.95 0] 0] 0] 0] 0] 0] 0 0]
13 | H C. acutus ZooMAT 30.0 1.99 0] 0] 0.30 0] 0] 0] 0.03 0]
14 | M C. crocodilus | ZooMAT 20.3 1.57 0] 0] 0.03 0] 0] 0] 0 0]
15 | ND C. acutus ZooMAT 3.0 0.97 0] 0] 8.86 0] 0] 0] 0.11 0]
16 | M C. acutus Puerto Arista - 3.25 0 0 0.22 0 - - - -
17 | M C. crocodilus | Puerto Arista - 1.54 - - - - 0 0 0.03 0
18 | H C. crocodilus | Puerto Arista - 1.32 - - - - 0 0 0.07 0
19 | H C. acutus Puerto Arista - 1.43 - - - - 0 4.37 0 0

*A estos animales no fue posible recolectar escudos caudales debido a que estos ya estaban previamente marcados.

**Los valores en 0 no indican la ausencia total del elemento en la muestra, si no que estan debajo de los limites de deteccion.

*** Valores indicados en Base Seca

pngCd, ugPb, pgHg y pgCr indican microgramos por gramo o mililitro del elemento abreviado.

24




DISCUSION

Las concentraciones de Cr, Pb y Hg encontradas en los ejemplares de C. acutus,
C. morelettiy Caiman crocodilus chiapasius tanto de la poblacién del ZooMAT como
del campamento tortuguero de Puerto Arista fueron comparadas con diferentes
resultados, tanto de las mismas como de diferentes especies, de alrededor del
mundo (Apéndice 1).

De los dos grupos de cocodrilianos estudiados, hubo una concentracion medible de
cromo, la cual fue en una hembra de C. acutus del Zooldgico Miguel Alvarez del
Toro, siendo la unica de su poblacion. Debido a esto, se puede suponer que este
animal consumié cantidades de este elemento en un manejo o transporte, pudiendo
haber mordido el aro de una red o alguna tuberia del encierro; sin embargo, esta
exposicidn pudo haber ocurrido en una sola ocasion o durante un tiempo corto, ya
que solamente se muestra en los escudos caudales recolectados y no asi en
sangre, pudiendo haber ocurrido la exposicion semanas o meses atras. Se han
realizado estudios que involucran al Cr como elemento de interés en diferentes
tejidos de los cocodrilos, pero este no ha tenido concentraciones medibles.
Comparando un anterior estudio de Cedillo-Leal et al. (2018) (Apéndice 1), se
encontré cromo a 5 ug/g en los escudos caudales de tres hembras; asi mismo, se
midieron metales pesados en los nidos de estas, encontrando Pb (25.79 — 29.28
mg/kg), Cd (5.22 +/- 4.65 mg/kg) y Cr (14.28 — 10.51 mg/kg), observandose que los
huevos viables eclosionaron y produjeron crias sin afecciones aparentes; tampoco
se encontro algun problema de salud en las hembras adultas (Cedillo-Leal et al.,
2018). En este estudio se obtuvo una concentracion de 3.45 ug/g en base seca de
los escudos caudales del sujeto N9, estando por debajo de las cantidades medidas
por Cedillo-Leal et al. (2018) y estando dentro del rango de las concentraciones en
higado de un estudio en Florida en Alligator mississippiensis (Apéndice 1) (Campbell
et al., 2010).
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El unico ejemplar que presentd plomo en alguna de las muestras fue una hembra
de C. acutus de Puerto Arista, presentandolo en sangre. En comparacion con el
estudio en cocodrilos del Nilo (Crocodylus niloticus) de Sudafrica (Apéndice 1), los
cuales tuvieron concentraciones de 0.08 +/- 0.07 ug/ml BH para hembras y 0.98+/-
2.17 ug/ml BH para machos (Warner et al., 2016); se puede observar que la hembra
de C. acutus de este estudio tuvo concentraciones mayores (4.37 ug/ml BH) que los
del estudio mencionado. Debido a que esté animal llevaba aproximadamente una
semana de ser llevado al campamento para su relocalizacion, se cree que esta
exposicion fue aguda, con posible procedencia de embarcaciones y actividades
pesqueras, ya sea por consumo de fauna expuesta o por contacto directo con
residuos; sin embargo, no se puede descartar una exposicion a largo plazo, ya que

no se pudieron recolectar escudos caudales de este animal.

Del metal del que se obtuvieron una mayor cantidad de mediciones positivas fue el
mercurio, debido a que se pudo hacer uso de un espectroscopio con camara de
hidruros, pudiendo obtener una mayor sensibilidad en las mediciones. Entre estas
muestras resalta el ejemplar N15, el cual es un juvenil sin sexar de C. acutus del
ZooMAT. En equiparacién con los caimanes de Louisiana en Estados Unidos
(Apéndice 1) (Moore, 2004), el ejemplar de este estudio tuvo mas de doce veces la
cantidad por gramo de escudo en base seca que esos animales, pero no asi con el
estudio de Trillanes et al (2014), donde este juvenil (8.86 ng/g BS) estuvo dentro del
rango de concentraciones obtenidas en este estudio (5.4 +/- 8.3 ug/g BS). Este
animal fue rescatado de una fosa séptica y relocalizado al zooldgico, lo cual podria
explicar la cantidad elevada de Hg en sus escudos; asi como la menor cantidad de
muestra tomada debido al menor tamafio y peso del animal. Esta cantidad de
mercurio en los tejidos habla de una exposicion cronica, por lo que supone que este
animal nacio o fue llevado a la fosa a muy corta edad. En sangre, el C. moreletti
asignado con el numero 5, fue el ejemplar que presentd mayor concentracién de

mercurio en su sangre (0.13 pg/ml BH), la cual esta bastante por debajo de lo
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reportado por Moore (2004) (Apéndice 1); esta concentracion se pudo deber, asi
como en los animales N1 y N15 (0.11ug/ml BH), a las cantidades medias de Hg en

su alimento.

Al momento del muestreo, se recolectaron muestras de la dieta de los ejemplares,
siendo éstas pollo (piezas variadas) y pescado (piezas variadas de tilapia). En las
mediciones de Pb, Cd y Cr no se obtuvieron concentraciones medibles de estos
metales, sin embargo, gracias a la mayor sensibilidad del equipo utilizado para
medir Hg, se obtuvieron 0.13 ug/g BS para el pollo y 0.15 ug/g BS en el pescado, lo
que podria explicar las cantidades medibles de este metal en sangre y tejidos
queratinizados de los animales, estando presentes de forma aguda en sangre y
cronica en tejidos. Las concentraciones de las muestras de alimento estan por
debajo de lo establecido en la NOM-242-SSA1-2009, la cual establece como limite
maximo 0.5 mg/kg para el pescado fresco.

Los animales muestreados para este estudio no mostraron signos de intoxicacion o
afeccion tanto al tiempo de la toma de muestras o por reporte de sus cuidadores, lo
que nos da una idea de la gran capacidad fisiolégica y metabdlica de control y
eliminacién de estos animales sobre los metales pesados (Britta & Schiesari, 2010).

CONCLUSIONES

De los animales muestreados para este estudio, que mostraron cantidades
elevadas de los diferentes metales pesados analizados, se pudo observar que estas
mediciones tuvieron su origen del lugar de procedencia de los ejemplares, como
fosas sépticas o puertos pesqueros; hablandonos del impacto de las actividades
humanas sobre el habitat de donde provienen los ejemplares.

No se puede negar la importancia de los cocodrilianos en el ecosistema, en su lugar

como maximo depredador en sus cadenas troficas y su manejo fisiolégico de los
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metales pesados, por lo que se considera que estos animales deben seguirse
usando como centinelas de la contaminacion de sus medios ambientes (Nilsen et
al., 2019). Es necesario realizar estudios mas profundos y elaborados, involucrando
diversas poblaciones cautivas y de vida libre en mayor numero, asi como comparar
diferentes tejidos, mas alla de sangre y escamas para ver la relacion entre estos y
su posible fuente, la cual es esencial de identificar, ya que, si estos animales
muestran concentraciones en sus tejidos, esto sefala que en el ambiente hay
concentraciones de estos metales suficientes como para subir en la cadena
alimenticia, siendo excelentes bioindicadores de la contaminacion en su habitat
(Buenfil-Rojas et al., 2022); y, al final, acumulandose en productos pesqueros y
agricolas que ponen en riesgo a las poblaciones humanas que viven en estos

lugares.
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APENDICES

Apéndice 1. Concentraciones de metales pesados de diferentes estudios

Especie Ubicacion | N Tipo de | pgCr/g 6 ml | pgPb/g 6 mi ngHg/g 6 | Referencia
muestra ml
Alligator Florida, 33 Higado 5.66 +/-2.8 8.15+/-3.5 5.68 +/- 1.4 | (Campbell et al., 2010)
mississippiensis EUA
Crocodylus Sudafrica 34 Sangre 0.08 +/- 0.07 H (Warner et al., 2016)
niloticus 0.98+/-2.17 M
BH**
Alligator Lousiana, 27 Escudos 0.52 +/- | (Moore, 2004)
mississippiensis EUA caudales 0.21
BS*
Sangre 121. 74 +/-
22.07
BH**
C.moreletti Campeche, | 92 Escudos 5.4 +/-8.3 (Trillanes et al., 2014)
México caudales BS*
C.moreletti Tamaulipas | 3 Escudos 5 (Cedillo-Leal et al,
, México caudales 2018)
C. moreletti, | Chiapas, 19 Escudos 3.45 BS** 0.9 +/- 2.09 | Este estudio
C. acutus y | México caudales BS*™
Caiman
crocodilus 8.86* BS™*
chiapasius Sangre 4.37 BH** 0.03 +-
0.04 BH**
0.13 BH***

*Animal (N15) con mayor cantidad (ug/g) de Hg en escudos caudales

**Las cantidades sefialadas estan reportadas en sus estudios como Base Seca (BS) o Base Himeda (BH), los demas estudios no lo reportan

*** Animal N5 con mayor cantidad (ug/ml) de Hg en sangre
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