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1.1 Ecosistemas acuaticos

Los ecosistemas acuéticos son sistemas donde los procesos estan relacionados por el flujo de
agua y el consiguiente transporte de energia, masa y biomasa (Cardini 2010). Se dividen en
I6ticos y lénticos. Los ecosistemas I6ticos son aquellos donde los cuerpos de agua se mueven
en una direccién méas o menos definida, y el liquido se recambia por el flujo agil, por ejemplo
un arroyo o un rio, y los Iénticos son cuerpos de agua cuyo contenido de liquido se mueve
basicamente dentro de la depresion del terreno donde se hallan, y lo hace principalmente con
movimientos conectivos con un recambio de aguas mas o menos limitadas, como son aguas
estancadas, pantanos, estanques, lagos y los humedales, que son cuerpos de agua someros
(Cervantes 2007, Sanchez 2007).

Los ecosistemas acudticos sufren grandes variaciones a lo largo de su vida geoldgica y
climatoldgica, lo que propicia heterogeneidad en su héabitat y diversidad bioldgica en cada
sitio. En algunas regiones de México (gradiente latitudinal grande e intervalo de altitud amplio
y complejo), la heterogeneidad ha sido causada por eventos tectonicos y fluctuaciones del
clima, lo que ha favorecido un fraccionamiento y aislamiento de biotas antiguas y con ello una
especiacion geografica (Sanchez y cols. 2003, Cervantes 2007).

Cualquier alteracién a un ecosistema como aporte de sustancias antropogénicas,
interrupcion del flujo de agua, acumulacion no natural de sedimentos, disminucion del
oxigeno disuelto, alteracién de los ciclos hidrolégicos naturales y otros factores, son capaces
de modificar su equilibrio dindmico (Sanchez y cols. 2003). Este equilibrio se mantiene por la
resistencia al cambio, por regeneracion natural de las comunidades bioldgicas y por la elevada
capacidad de recuperacion después de las perturbaciones (resilencia), que tratan de revertir las
alteraciones. La resilencia, depende, de la diversidad de los organismos y heterogeneidad de
las funciones ecoldgicas, sin embargo, una vez superado el limite de perturbacién que puede
ser manejado por estas propiedades, los entornos acuaticos no necesariamente regresaran a su
estado inicial. Si bien un excedente en los limites volumétricos permiten la dilucion y
degradacion de contaminantes, todo ecosistema acuatico empieza a deteriorarse, y no siempre
con una tasa predecible, sino que debido a los efectos sinérgicos de varias alteraciones,
eventualmente se precipitard su destruccion luego de un periodo de aparente resistencia
(Cervantes 2007, Sanchez y cols. 2003, Sanchez 2007).

1.1.1. Generalidades de los rios



En Meéxico, el nivel medio anual de precipitacion es de 777 mm?, equivalente a 1 billén 570
mil millones de m®. De esta cantidad, 1 billén 120 mil millones se evaporan retornando a la
atmosfera, 410 mil millones se escurren superficialmente para llegar a rios y 40 mil millones
se infiltran en el subsuelo para recargar los acuiferos. Considerando la superficie territorial de
nuestro pais, los cuerpos de agua como son rios, presas, lagos y lagunas ocupan solo 1.42 %
del territorio nacional (Cervantes 2007). Los rios forman parte de los principales ecosistemas
acuaticos transportan agua y sedimento desde las areas de captacion hasta otra corriente de
agua o en el mar. Suelen circular sobre cauces rocosos (autoerosionados) y normalmente
contienen aguas frias, saturadas de oxigeno. Se diferencian de los arroyos, ya que estos
ultimos son torrentes variables de agua, estacionales o permanentes, mansos o0 rapidos y con
un volumen de agua menor que los rios (Cervantes 2007, Sanchez 2007, Cardini 2010).

Distintas especies de organismos, microscopicos y macroscopicos (protozoarios,
insectos, anfibios y peces, entre muchas mas) han logrado adaptarse a las condiciones de los
rios, aprovechando la energia de los nutrientes organicos provenientes tanto de la fotosintesis
local como del medio terrestre. Las comunidades bidticas de ecosistemas acuaticos como los
rios, son muy sensibles, puede bastar un pequefio cambio para alterar su fisiologia o estado de
salud, del mismo modo, la vegetacion forma comunidades cuya composicién floristica suele
ser caracteristica y puede incluir taxones endémicos. La usual transparencia del agua depende
principalmente de la densidad vegetal en la cabecera, corriente arriba los cuerpos de agua
I6ticos fluyen por pendientes suaves, los detritos recibidos por arrastre tienden a sedimentarse
en el fondo favoreciendo el desarrollo de comunidades planctonicas (Sanchez 2007).

En el curso de un rio se distinguen tres niveles: el alto donde se producen los
sedimentos, el medio denominado zona de transferencia donde la entrada y salida de
sedimentos son similares y el bajo es el sumidero, area de deposicion de los sedimentos
(Cardini 2010).

1.1.2 Fuentes de contaminacion y tipos de descargas

Debido a la necesidad de disponer de un abastecimiento de agua con calidad aceptable, las
comunidades humanas se han asentado en los margenes de los rios, lo que ha propiciado el
vertido de desechos domesticos. Aunado a esto, el creciente desarrollo tecnologico en las

actividades agricolas e industriales ha incrementado el uso de los rios como fuentes de agua

4



y/o drenajes. Un rio quiza puede degradar por un tiempo desechos domésticos producidos por
pequefias comunidades humanas asentadas en sus riberas pero no puede hacerlo con grandes
cantidades de desechos locales, muchos de ellos industriales (Sanchez 2007).

Cuando el ser humano utiliza las aguas como vehiculo de desechos, se denominan
aguas residuales, las cuales pueden ser de dos tipos: blancas y negras. Las blancas o de lluvia
proceden de drenajes o escorrentias superficiales con escasa contaminacion, mientras que las
aguas negras o urbanas proceden de los vertidos de la actividad humana doméstica, agricola
y/o industrial, sus caudales son menores, pero continuos y con mayor contaminacion. Cuando
las descargas son vertidas a un cuerpo receptor se dividen en dos categorias: puntuales y
distribuidas. Las puntuales disponen de un lugar de vuelco bien definido a través de pequefios
desagiies o a traves de grandes conductos de desagiie general, usualmente son de tipo
continuo, estas descargas pueden ser municipales e industriales (sin tratamiento o con
tratamiento total o parcial), las cuales incluyen materia organica, bacterias, nutrientes y
sustancias toxicas peligrosas. Por su parte, las descargas distribuidas son aquéllas que ingresan
a un rio a traves de escorrentia superficial, atmosférica o subterranea (Cardini 2010).

Por su origen, las descargas suelen dividirse en: a) descargas domeésticas, que incluyen
residuos de alimentos y de uso personal, deyecciones, productos quimicos como detergentes,
plaguicidas y farmacéuticos (Candela 2002, Carballo y cols. 2003); b) descargas de origen
industrial, provienen de procesos de produccion, transporte o almacenamiento, la composicién
depende del tipo de industrias que las origina, se pueden encontrar iones metalicos,
hidrocarburos, detergentes, pesticidas, productos radioactivos, entre otros (Carballo y cols.
2003, Cardini 2010); c) descargas agricolas transportan pesticidas, herbicidas, fertilizantes de
origen inorganico (sulfatos, nitratos y fosfatos) e incluyen los deshechos ganaderos (Candela
2002).

Por otra parte el suelo representa un soporte de contaminantes, cuyo arrastre y
eliminacion depende de la intensidad de la lluvia, la escorrentia, las particulas de suelo, la
proteccion de la superficie y la absorcion por las plantas (Cardini 2010). Algunos de estos
contaminantes son considerados toxicos, debido a que son capaces de producir efectos
adversos en organismos e incluso llegar a matarlos, sus efectos dependen de la concentracion,

estructura fisicoquimica y el tiempo de permanencia en el medio (Ize 2003, Hernandez y cols.



2008, ATSDR 2010) en muchos casos han originado afecciones importantes en los acuiferos
(Candela 2002).

1.2 Sedimentos: Problematica ambiental

Los rios, lagos y costas marinas son el receptaculo de aguas residuales derivadas directamente
de industrias, agricultura y asentamientos urbanos o indirectamente por deposicion
atmosférica de emisiones aéreas, incrementando la cantidad de contaminantes que suponen
una amenaza para los ecosistemas acuaticos y la salud humana (Gil 2000). Al ingresar en
ambientes acuaticos, muchos contaminantes sufren diversos procesos de sorcion y desorcion,
procesos que se llevan a cabo en la fase sélida de dicho ambiente, esta fase se denomina
“sedimentos”, los cuales, son depositos de particulas arcillo-arenosas, materia organica, humus
y sales minerales (Carballo y cols. 2003). Los sedimentos son reconocidos como fuente de
contaminantes de los sistemas acuaticos que pueden ser introducidos en los mismos Yy
acumularse por diferentes vias, incluyendo el vertido de efluentes. Los sedimentos de aguas
dulces desempefian un importante rol ecolégico al mediar el intercambio de quimicos entre las
fases particulada, disuelta y bioldgica (Andreotti y Gagneten 2006).

La entrada constante de contaminantes a los sedimentos conlleva a su retencion y
acumulacion durante largos periodos, donde una gran variedad de organismos se encuentran
expuestos ya sea de forma directa por ingesta de sedimentos o detrito particulado e indirecta-
mente mientras buscan alimento para subsistir, siendo ambas formas las causantes de que
muchas sustancias entren a las cadena trofica y lleguen a biomagnificarse. Por esta razén los
sedimentos son llamados “reservorio natural de contaminantes” siendo un componente
ecoldgicamente importante (Carballo y cols. 2003, Lima-Cazorla y cols. 2005, Andreotti y
Gagneten 2006).

1.2.1 Compuestos organicos persistentes

Los compuestos organicos, de origen antropogénico, son una de las principales causas de
enfermedades cronicas en humanos, efectos toxicoldgicos en vegetacion y fauna, y dafios a la
atmosfera (Uribe 2008). Se denomina compuestos organicos a las especies quimicas que en su
composicion contienen carbono (C) y elementos como oxigeno (O), hidrogeno (H), fésforo

(F), cloro (CI), yodo (1) y nitrégeno (N), excepto el anhidrido carbdnico, los carbonatos y los
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cianuros. En este grupo estan clasificados los alcoholes, cetonas, ésteres, éteres de glicol,
hidrocarburos (alifaticos y aromaticos) y disolventes clorados, se caracterizan por ser
combustibles, pocos densos, electroconductores y liposolubles (Hernandez y cols. 2003,
Arbeli 2009, Arencibia y Rosario 2010).

Los compuestos orgénicos se dividen en dos grupos, compuestos organicos volatiles
(COVs) y El grupo de los COPs lo integran 21 compuestos de los cuales doce son plaguicidas:
aldrin, dieldrin, endrin, diclorodifeniltricloroetano (DDT), clordano, heptacloro, mirex,
toxafeno, clordecona, isomeros del hexaclorociclohexano (aHCH, BHCH y YHCH); dos son
sustancias producidas de manera no intencional: policlorados dibenzo-p-dioxinas (PCDD) y
poli-clorados dibenzo-p-furanos (PCDF); cuatro son productos quimicos industriales: bifenilos
policlorados (PCBs), hexaclorobenceno (HCB), pentaclobenceno (PeCB), sulfonato de
perfluorooctano (PFOS) y fluoruro de perfluorooctanosulfonilo (PFOSF); y tres retardantes de
flama: hexabromobifenil éter (HBB), octabromobifenil éter (c-octa BDE), compuestos
organicos persistentes (COPs), éstos ultimos, son mezclas estables muy complejas, con baja
solubilidad en agua, capaces de acumularse en tejidos ricos en grasa de organismos Vivos y
bioacumularse a lo largo de la cadena tréfica.pentabrobifenil éter (c-penta BDE) (Bejarano
2009). La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) con base en pruebas
cientificas mediante ensayos toxicoldgicos, clasifica a la mayoria de los COPs como
compuestos cancerigenos dentro del grupo 1y 2 (Zufiiga 2009).

El hexaclorobenceno se us6 como plaguicida para el tratamiento de semillas de trigo,
cebada, avena y centeno, como preservador de madera, asi como intermediario o aditivo en la
produccion industrial, el HCB también es un subproducto de la produccién de un gran nimero
de compuestos clorados como plaguicidas, asi como de la incineracion de compuestos
clorados, quema de residuos peligrosos en hornos de cemento, incineracién de lodos de aguas
negras, de residuos municipales, residuos peligrosos y médicos y de la combustién de carbon
(INE 2003, Bejarano 2004). EI HCB fue prohibido en Norte América (1971), sin embargo adin
se encuentra en el ambiente debido a su elevada persistencia ambiental (vida media = 23
anos), se bioacumula en tejido graso de organismos vivos y entre los efectos que se han
reportado es considerado un disruptor endocrino (ATSDR 2002).

Los PCBs son una familia de 209 compuestos quimicos estructuralmente relacionados

(congéneres), cada congénere consta de dos anillos bencénicos y de uno a diez atomos de
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cloro. Por su estabilidad, resistencia al paso de la corriente eléctrica, inflamabilidad y lipofilia,
se han empleado como lubricantes hidraulicos, fluidos de transferencia térmica de aceites
aislantes, coadyuvantes de plaguicidas y liquidos selladores. Cuando son liberados al ambiente
como consecuencia de accidentes, incineraciones o vertidos incontrolados, permanecen por
largos periodos, debido a su lenta degradacion tienden a bioacumularse e incluso llegan a
formar parte de diversas cadenas troficas (Arrebola 2007, Miller-Pérez y cols. 2009, Espinoza-
Reyes y cols. 2010). La toxicidad de los PCBs depende de la estructura quimica, se absorben
principalmente por piel, pulmones y tracto gastrointestinal, se transportan por la sangre o
hemolinfa en el caso insectos, anélidos y crustaceos, una vez en el torrente sanguineo son
redistribuidos al tejido adiposo (ATSDR 2001). ElI metabolismo de los PCBs se realiza por
medio del complejo enzimatico citocromo P50 y comienza con la hidroxilacién, proceso que
origina hidroxibifenilos, siendo capaces de producir un efecto uterotréfico (Arrebola 2007).

Dentro del grupo del HCH, sobresale el lindano por ser el mas utilizado, es el isomero
gamma del hexaclorociclohexano, tiene actividad insecticida y constituye el 15 % del total del
HCH. En la actualidad su uso esta restringido e incluso prohibido en los paises occidentales,
sin embargo ha sido utilizado en agricultura y también en salud publica para el control de
vectores. A pesar de todo en algunos lugares como Espafia se sigue vendiendo para el control
de sarna y en diversas zonas para usos agricolas especificos. Aun cuando el uso del lindano ha
sido prohibido, éste no ha desaparecido de los sitios de aplicacion debido a su alta persistencia
y estabilidad. Las vias de entrada a organismos son la cutanea y gastrointestinal,
acumulandose en tejidos grasos como glandulas mamarias, sistema nervioso e higado, su via
de entrada al organismo es respiratoria, cutanea y gastrointestinal (Arrebola 2007).

ElI DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-etano) es un insecticida que se utilizé para
el control de plagas agricolas y en campafias de salud contra la malaria, en México, fue
utilizado hasta el afio 2000. A mediados de los 70, comenz6 a prohibirse su uso debido a la
presencia de efectos en las aves cuyos huevos tenian cascaras finas y fragiles, y muchas de
ellas se rompian durante la incubacion, lo que ocasion6 una disminucion de algunas especies
de forma alarmante. Cuando el DDT se aplic6 sobre cultivos en concentraciones bajisimas, fue
cuantificado en insectos que se alimentaron de los cultivos, a concentraciones diez veces

mayores. EI DDT se llega acumular en cadenas troficas por su baja solubilidad en agua y



acumulacion en tejido adiposo (Yéafez y cols. 2002, Arrebola 2007, Pérez-Maldonado y cols.
2010, Martinez-Salinas y cols. 2011).

1.2.1.1 Comportamiento ambiental

Una vez que los COPs han entrado al ambiente, se distribuyen con facilidad entre los
compartimientos ambientales y pueden encontrarse como gases, adsorberse a las particulas de
polvos, sedimentos y suelos o a la superficie de las plantas y, en bajas concentraciones,
encontrarse en las aguas de todo tipo, incluyendo las de lluvia. Su comportamiento y destino,
estan determinados por sus propiedades fisicoquimicas, la temperatura, humedad y otras
condiciones del ambiente, caracteristicas que influyen en su dispersion, lixiviado o arrastre
(Consejeria de Medio Ambiente de la Junta de Andalucia 2003).

Los COPs poseen una alta persistencia, es decir, son resistentes a la degradacion
fotolitica, quimica y bioldgica, son de baja solubilidad en agua y tienen un elevado coeficiente
de reparto octanol/agua (Log Kow > 5, indicador del grado de hidrofobicidad). Caracteristicas
que favorecen su permanencia en el ambiente e incorporacién a diversos ecosistemas. Una vez
que ingresan los COPs a columnas de agua, por su capacidad lipdfila, tienden a adsorberse en
particulas orgéanicas suspendidas, para posteriormente depositarse en los sedimentos, donde su
degradacion generalmente es lenta, debido a su estructura y a su alto peso molecular
(Convenio de Estocolmo 2007, Montory y cols. 2008).

En aguas profundas los compuestos organicos permanecen en el sedimento, en cambio
en aguas poco profundas, por su dinamica, se producen remociones donde los COPs
sedimentados fluyen hacia la columna de agua, facilitando su transporte y biodisponibilidad
(Montory y cols. 2008). La movilidad de los COPs a otros medios depende de la temperatura,
en climas tropicales es mayor su volatilizaciéon, las bajas temperaturas favorecen su
licuefaccidn (pasan de la fase vapor a la fase liquida) y se adhieren a las particulas suspendidas
en la atmosfera, lo que aumenta las posibilidades de que sean depositados en la superficie
terrestre por la lluvia y la nieve.

La solubilidad de COPs en agua esta en funcién de la temperatura, pH, fuerza idnica, y
presencia de otros compuestos organicos disueltos. La solubilidad de los &cidos organicos
aumenta al hacerlo el pH, mientras que las bases organicas se comportan de forma inversa.

Las sales solubles reducen la solubilidad de los COPs, la luz solar influye directa e
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indirectamente en las transformaciones quimicas de estos compuestos, proceso denominado
fotolisis. En la fotolisis directa, la luz del sol es absorbida directamente por los COPs, mientras
tanto en la fotolisis indirecta, otras sustancias como los minerales de la arcilla o las especies
inorganicas elementales absorben la luz del sol e inician una serie de reacciones que
finalmente transforman los compuestos organicos (Consejeria de Medio Ambiente de la Junta
de Andalucia 2003).

En los sedimentos la superficie de arcilla y los 6xidos metalicos, asi como la materia
organica son los responsables de la adsorcion de los compuestos organicos. Un porcentaje alto
de materia orgénica y una textura arcillosa implican una mayor adsorcién y retencion de
contaminantes, (Enriquez 2001). Cuando contaminantes con carga positiva ingresan al
sedimento son atraidos y retenidos sobre la superficie de sedimento. La arcilla es el
componente mas importante del sedimento en relacion con la persistencia de sustancias
toxicas, la presencia de un téxico aumenta cuando méas pequefias son las particulas debido a
que aportan una gran area superficial para su adsorcion, la cual puede ser afectada por la
hidrofobicidad del contaminante y la fraccion de la materia organica en el sedimento. Las
moléculas no polares o débilmente polares tienen una gran afinidad por fases organicas
hidrofébicas en &cidos humicos con fuerzas de atraccién débil (Van der Waals) o bien una
atraccion hidrofdbica y para aquellas polares sin carga demuestran una afinidad por grupos
polares humicos, sitios de coordinacion de metales multivalentes en coloides, superficies
minerales con grupos Si-O-Si a través de fuerzas dipolo-dipolo e ion-dipolo (Enriquez 2001,
Consejeria de Medio Ambiente de la Junta de Andalucia 2003, Hernandez y cols. 2008).

Cuando existe una adsorcion entre el contaminante, la materia orgénica y/o las
particulas minerales suspendidas, siguen dos caminos. Una pequefia parte es dispersada en el
agua por procesos fisicos de adveccion, lo demas se incorpora a la matriz sedimentaria,
promoviendo la interaccion de los COPs con las poblaciones microbianas del sedimento y con
los organismos infaunales. La adveccion es el principal transporte y proceso de transformacion
de los compuestos organicos en sedimento, aunque también intervienen la dispersion,
lixiviacion, adsorcion, retardo y la transformacién quimica y biol6gica (Hernandez y cols.
2008). Cuando el pH es neutro existe adsorcion en sedimento, si el pH es alcalino o acido

disminuye la adsorcion y aumenta su liberacion al medio (Enriquez, 2001).
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Los PCBs son compuestos muy estables por lo que no hay procesos abidticos que los
degraden en suelo, son adsorbidos a la materia organica, entre mas clorado mas se adsorbe, no
se modifican por la accién de acidos ni bases fuertes. En la atmdsfera, pueden ser atacados por
radicales hidroxilo y por procesos de fotolisis dando lugar a compuestos de degradacion, y si
son irradiados con luz UV de longitud de onda adecuada pueden perder cloros, aumentando su
velocidad de degradacion (ATSDR, 2000).

El lindano se adsorbe fuertemente a suelos con alto contenido de materia organica, sin
embargo existen indicaciones de que la volatilizacién es una ruta importante de disipacion
bajo condiciones tropicales y altas temperaturas. La degradacion rapida del lindano ocurre por
exposicion a la radiacion UV, formando pentaclorociclohexanos y tetracloroci-clohexenos. La
vida media para su degradacion ambiental varia de dias hasta 3 afios dependiendo de factores,
como el tipo de suelo y el clima. Los isomeros del HCH son resistentes a los procesos
abioticos como la fotdlisis y la hidrdlisis salvo a pH bésico (INE 2004). En el aire, el y-HCH
se convierte por fotoquimica en a-HCH y ambos pueden transformarse biolégicamente en 3-
HCH, que es el isomero mas persistente. ElI isomero beta es altamente recalcitrante en
condiciones ambientales y es mas resistente a la biodegradacion que los otros isdmeros de
HCH. Los indices de transformacion del lindano en otros isomeros de HCH dependen en gran
medida del medio al que es liberado (agua, suelo, sedimentos o aire), del pH y del tipo y
abundancia de microorganismos transformadores/biodegradantes (INE 2004, Wang y cols.
2010).

1.2.1.2 Efectos ecoldgicos

La contaminacion de ecosistemas por compuestos organicos, el empleo de elevadas
concentraciones de plaguicidas o el arrastre de estas sustancias por escorrentias superficiales,
puede originar una reduccion de la actividad microbiana. Los herbicidas como los &cidos aro-
maticos, aminas, anilinas, nitrilos, esteres y carbamatos cuando se hallan en suelos en niveles
altos afectan a las cosechas posteriores, ademas la erosion superficial puede transportar
herbicidas a los sistemas acuaticos y matar o inhibir la accién de algunas plantas acuéticas,
ciertas algas y si el agua es usada para irrigacién también a plantas (Consejeria de Medio
Ambiente de la Junta de Andalucia 2003).
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Cuando existe un ecosistema dafiado por la presencia de COPs, se observan cambios
catastroficos a simple vista como envenenamiento de abejas y otros polinizadores alimentados
con flora del lugar, los pajaros o aves rapaces y mamiferos que se nutren con roedores con-
taminados. Al mismo tiempo se van bioacumulando en los tejidos de cada organismo ex-
puesto, que al ir aumentando su concentracion, los animales que ocupan los lugares més altos

en la cadena trofica, son los que tienen mayor peligro.

1.3 Evaluacién de riesgo potencial

El término riesgo describe la probabilidad de que una sustancia peligrosa produzca dafio y el
término peligroso se define como la capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
en los organismos (Pefia y cols. 2001).

Una sustancia potencialmente peligrosa es un término general aplicable a un
compuesto, una circunstancia o un campo energético que tiene repercusiones, negativas en un
sistema bioldgico, por lo tanto, el concepto se aplica a factores de tension tales como la
radiacion ionizante, mezcla de compuestos quimicos o contaminacion ambiental (Diaz-Barriga
1999).

La evaluacion de riesgo es un proceso Util para la caracterizacion de la naturaleza y
magnitud del riesgo por la exposicidon a sustancias peligrosas presentes en el medio, sus
componentes mas importantes son las estimaciones del peligro en funcion de la exposicion a
una o varias sustancias identificadas y la probabilidad de que esa exposicidn ocurra. Desde el
punto de vista ecoldgico, el problema consiste en analizar las condiciones complejas de
exposicion y sus efectos en un sistema (Diaz-Barriga 1999, Mejia y cols. 2002, Xiao y cols.
2006).

Evaluaciéon de Riesgo Ecoldgico es un proceso que evalla la probabilidad de que
efectos ecoldgicos adversos se estan produciendo o puede ocurrir como resultado de la
exposicion a uno o mas factores de estrés. Puede hacerse a una escala espacial, que van desde
centimetros hasta kildmetros. Este tipo de evaluacion proporciona informacion sobre el
proceso de transporte de contaminantes y su influencia negativa sobre las especies de los
ecosistemas, ademas puede proporcionar un analisis efectivo sobre los contaminantes (Xiao
2006).

12



La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) propuso la metodologia de
evaluacion de riesgo, la cual permite establecer si existe amenaza potencial que comprometa la
calidad del agua, aire, suelo y/o sedimento, poniendo en peligro la salud del ser humano y
biota como consecuencia de la exposicion a diversos compuestos tdxicos presentes en un sitio,
incluyendo aquellos compuestos que son producto de actividades industriales ajenas al sitio o
cualquier otra fuente de contaminacion, y define un rango o magnitud para el riesgo. Consiste
en recopilar informacion suficiente para determinar los elementos que pueden constituir un
peligro ambiental. Posteriormente a través de un analisis de la informacion disponible y/o
visita al sitio, realizar un listado de los sitios potencialmente peligrosos con base en la
identificacion de posibles fuentes generadoras de sustancias toxicas (Montalvo y Luque 2010).

La evaluacion de riesgo incluye, la toxicidad de la sustancia y el grado de exposicion.
La evaluacion de la exposicion es el proceso que permite estimar la intensidad, frecuencia y
duracion de la exposicion, o la estimulacion de la exposicion potencial que pudiera ocurrir por
la liberacién al ambiente de nuevas sustancias toxicas. Puede hacerse por métodos directos o
indirectos. Los métodos directos son en los cuales se obtienen mediciones directas de
exposicion debido a que existen varias rutas de exposicion, si no es costeable ni factible
realizar mediciones directas, se utilizan meétodos indirectos de medicién que combinan la

informacion sobre las concentraciones ambientales del toxico (Ize 2003).

1.3.1. Regulacion y control de la contaminacién de rios

Actualmente no existen normas mexicanas para la regulacion de contaminantes en sedimentos,
por ello se recurrié a revisar normas establecidas por dependencias de otros paises. El
Ministerio Ambiental del Consul de Canada (2002), establece limites para la proteccion de la
vida acuatica, nivel donde se presenta un efecto visible en la biota. EI ISQG (Interim Sediment
Quality Guidelines Canadian) para metales son: As = 5.9 mg/kg, Hg = 0.17 mg/kg, Cd = 0.6
mg/kg y Pb = 35 mg/kg. El limite maximo establecido para el DDT es de 1.19 pg/kg, para su
metabolito DDE de 1.42 pg/kg y para los PCBs establece un limite de 34.1 pg/kg.

El Departamento de Protecciébn Ambiental de New Jersey establecié un limite para la
proteccién de la vida acuética, donde el valor para As es de 6 mg/kg 0.6 mg/kg para Cd, 31
mg/kg para Pb y 0.2 mg/kg para Hg. El limite establecido para los PCBs es de 70 pg/kg, 8
pg/kg para el DDT y de 5 pg/kg para su metabolito DDE.
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1.4. Bioindicadores

La presencia de compuestos toxicos en el ambiente implica un riesgo, no obstante, hay que
detectar y cuantificar el agente quimico en el organismo. La relacion entre el nivel de
xenobidtico y la respuesta toxica es algo compleja, ya que depende de numerosos factores
(toxicocinéticos, genéticos, etc.). Para determinar la exposicion a toxicos y su posible impacto
sobre organismos es necesario aplicar metodologias de monitorizacién bioldgica mediante el
uso de bioensayos, estos se caracterizan por utilizar especies de diferentes niveles troficos de
la cadena alimenticia a los que se denomina bioindicadores. Actualmente se han convertido en
una forma eficaz y répida de evaluar niveles de contaminacién en matrices como agua,
sedimento, suelo y aire.

Este tipo de ensayos consiste en exponer organismos de prueba directamente a la
matriz ambiental para determinar los efectos toxicos sobre éstos y la biodisponibilidad de los
contaminantes presentes en el ambiente (Carballo y cols. 2003). El uso de bioindicadores
permite apreciar una respuesta integral a diferentes niveles de organizacién (molecular,
subcelular, celular, tejidos, drganos y sistemas), por la exposicion a compuestos quimicos o
mezclas de ellos, ademas, son una forma eficaz que arroja resultados a corto plazo (Uribe
2008).

Los organismos generalmente usados como bioindicadores deben contar con
caracteristicas especificas, faciles de obtener o cultivar, abundantes durante todo el afio,
sensibilidad conocida a toxicos, ademas los resultados deben ser reproducibles. Las lombrices,
equinodermos, colémbolos (cochinillas) y acaros, son los organismos mas utilizados para
evaluar efectos agudos y crénicos de compuestos toxicos presentes en las matrices de suelo y
sedimento (Corona y cols. 2008).

1.4.1. Eisenia foetida

Las lombrices son el grupo dominante de invertebrados dentro del ecosistema con
aproximadamente 4400 especies identificadas, de las cuales solo seis degradan residuos
organicos. Estos organismos pertenecen al Fillum Anélida, se agrupan en la categoria
ecoldgica de epigeas, poseen una estrategia reproductiva “r” (rdpida y prolifica), lo cual

permite que sucesivas generaciones se vayan sustituyendo de manera continua, manteniendo
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por ello altas tasas de consumo del sustrato organico, acelerando con ello su degradacion
(Marcano 2006, Saavedra 2007).

Por su abundancia y amplia distribucion, posicion en la cadena tréfica, habitos
alimenticios, facilidad de cultivo y reproduccién en laboratorio, las lombrices se convierten en
modelos biol6gicos sensibles, Utiles en estudios de evaluacion de riesgo asociados a la
contaminacion quimica de suelo y sedimento (Marcano 2006).

E. foetida es conocida también como lombriz roja Californiana, su clasificacion

taxondmica es:

Reino: Animal
Phylum: Anélidos
Clase: Clitelados
Orden: Oligoquetos
Familia: Lumbricidae
Geénero: Eisenia
Especie: foetida

Nombre comun: Lombriz Roja de California, Cogueta Roja.

Son gusanos alargados, segmentados y con simetria bilateral, de color marrén con bandas
intersegmentarias palidas y/o amarillentas, el nimero de segmentos varia de 80 a 120, cada
uno es distinto, pero la mayoria de ellos contienen las mismas estructuras internas. Su longitud
corporal media es de 6 a 8 cm, alcanzan un didmetro entre 3 y 6 mm, en edad adulta y un peso
aproximado de 1 g, no tiene dientes. En el tercio anterior poseen una porcion mas gruesa de 5
mm de longitud llamada clitelo, cuya funcién esta relacionada con la reproduccion, es
fotofdbica debido a células especiales situadas a lo largo de su cuerpo que le permiten detectar
la presencia de luz, por lo que los rayos ultravioleta la pueden matan en pocos segundos, si las
condiciones son favorables las lombrices pueden alcanzar hasta 15 afios de vida (Claveria
2005, Saavedra 2007), es hermafrodita incompleta, no existe diferencia de sexo y no puede
autofecundarse. Dos lombrices adultas y sexualmente maduras, en fase de acoplamiento, giran
en sentido opuesto la una de la otra pudiendo contactar el aparato femenino de una con el

aparato masculino de la otra. La fecundacion se efectla en el clitelo, cuyas glandulas producen

15



el capullo o la cépsula (cocon), con un diametro entre 2.3 y 4.4 mm y su longitud varia entre
2.4 y 5.2 mm, si las condiciones del medio son dptimas transcurridos de 14-21 dias de
incubacion, eclosiona la capsula y nacen de 2 a 4 lombrices de color rosado péalido traslucido,
en condiciones de moverse y nutrirse de inmediato, alcanzando su madurez sexual entre 40 y
70 dias posteriores a su nacimiento (figura 1).

La cuticula es una lamina muy delgada de color marron brillante, quitinoso, fino y
transparente, que recubre a toda la lombriz como una barrera protectora del medio que la
rodea. La epidermis esta situada debajo de la cuticula, es un epitelio simple con células
glandulares que producen una secrecion mucosa, es la responsable de la formacién de la
cuticula y del mantenimiento de la humedad y flexibilidad de la misma.

Las capas musculares, son dos, una circular interna y otra longitudinal externa. Es un
sistema muy desarrollado que le permite efectuar cualquier tipo de movimiento. Su cuerpo
esta dotado de una serie de anillos que son capaces de adherirse al suelo, estirarse y encogerse
para realizar los desplazamientos.

El peritoneo es la capa mas interna y limita exteriormente con el celoma de la lombriz,
recubre los 6rganos principales. EI celoma es una cavidad que contiene liquido celémico y se
extiende a lo largo del animal, esta dividida por los septos (segmentos), que actuan como
esqueleto hidrostatico, en él se encuentran los 6rganos principales.
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Figura 1. Ciclo de vida de E foetida (Tomado de Saavedra 2007).

El aparato circulatorio, tiene una importante adaptacion, esta formado por dos vasos
sanguineos, uno dorsal y otro ventral, que se encargan de acarrear moléculas de alimento,
gases y ciertos desechos. Posee también otros vasos capilares que llevan la sangre a todo el
cuerpo la sangre circula por un sistema cerrado constituido por cinco pares de corazones
encargados de bombearla.

Por su parte el aparato respiratorio es primitivo, el intercambio de oxigeno se produce a
través de la pared del cuerpo por difusion. En la parte superior de la apertura bucal se sitla el
prostomio con forma de labio, las células del paladar son las encargadas de seleccionar el

alimento que posteriormente pasa al esofago donde se localizan las glandulas calciferas. Estas
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segregan iones de calcio, contribuyendo a la regulacion del equilibrio acido-bésico, tendiendo
a neutralizar los valores de pH. Posteriormente se encuentra el buche, en el cual el alimento
queda retenido para dirigirse al intestino. El aparato excretor estd formado por nefridios, dos
para cada anillo. Las células internas son ciliadas y sus movimientos permiten retirar los
desechos del celoma, por medio del ano, que se encuentra en la parte terminal. El sistema
nervioso, posee un par de ganglios supraesofagicos, de los que parte una cadena ganglionar
(figura 2).
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Figura 2. Estructura interna de E. foetida (Tomada de Claveria, 2005).

Cada lombriz estd dotada con un aparato genital masculino y un aparato genital
femenino. El masculino esta integrado por los testiculos que son las glandulas generadoras de
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esperma. Su situacion es anterior muy cerca de la boca, mientras que el aparato genital
femenino ocupa una posicion posterior relativa al masculino. Este retiene el esperma
producido por el aparato genital masculino de otra lombriz hasta el momento de la
fecundacion.

Las lombrices reaccionan a las agresiones fisicas y quimicas, principalmente por la
sintesis de proteinas de stress y por la modulacion de la actividad de enzimas involucradas en
la eliminacion de xenobiéticos. Se han encontrado células que comparten caracteristicas
similares a los linfocitos T y B, y que participan como mecanismo de defensa, estas células se
[laman celomocitos, por su capacidad fagocitica éstos eliminan células transformadas, lisando
de forma natural o espontanea a las células diana, cuando se ve superada su capacidad
fagocitica, rodean a las sustancias extrafias para impedir su diseminacion, constituyendo
nodulos o encapsulandolos. En los celomocitos se puede estimar el nivel de fragmentacion del
DNA, pérdida cromosdmica o de pequefios fragmentos de DNA (microndcleos),
transformaciones celulares u otras afectaciones provocadas por sustancias toxicas (Arencibia y
cols. 2009, Arrebola 2007, Corona y cols. 2008).

Dentro de un ecosistema son una fuente de alimento para muchos organismos como las
aves y los mamiferos, por lo que es usada en muchos estudios ecotoxicoldgicos. Se ha
empleado en bioensayos para caracterizar toxicolégicamente sedimentos de rios y suelos
contaminados con aguas residuales, residuos industriales y aquellos tratados quimicamente,
(Anto y cols. 2008, Cussi 2010, Fuch y cols. 2010). Asi mismo se utilizan para evaluar efectos
de contaminantes, detectando los riesgos latentes que éstos representan, a través de la ruptura,
pérdida cromosémica o de pequefios fragmentos de DNA, transformaciones celulares u otras
afectaciones (Corona y cols. 2008, Ramirez y Mendoza 2008, Uribe 2008, Arencibia y cols.
2009, Cussi 2010).

1.5. Biomarcadores

Cuando un organismo esta en contacto constante con un xenobidtico, este ingresa a diversos

fluidos biol6gicos alterando sus componentes celulares, bioquimicos, estructuras o funciones
En general se distinguen tres tipos de biomarcadores, de exposicion, de susceptibilidad

y de efecto. Los biomarcadores de exposicion evaltan la presencia de un compuesto exdgeno

0 un metabolito dentro del organismo mediante el analisis en fluidos corporales como sangre y
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orina o incluso aire espirado. En el caso de tdxicos que se acumulan, la dosis interna puede
también reflejar la cifra de agente tdxico almacenado en uno o varios compartimentos
corporales. Por ejemplo la concentracion de PCBs en sangre refleja la cifra acumulada en los
principales ¢rganos de depdsito (tejido graso) (Gil 2000). Los biomarcadores de
susceptibilidad sirven como indicadores de la sensibilidad individual. El efecto de un xeno-
bidtico o grupo de compuestos tdoxicos, generalmente se debe a factores genéticos,
reconocibles por estudios de DNA y sus fragmentos de restriccion (RFLOs), clonado de genes
e investigacion de polimorfismo de actividades enzimaticas (Gil 2000).

Los biomarcadores de efecto se usan para evaluar los cambios bioquimicos en un
organismo como resultado de la exposicion a xenobidticos, incluyen modificaciones en la
composicion celular sanguinea, alteracion en actividades enzimaticas, aparicion de aductos del
DNA, incrementos localizados en ARN-m, aumento de determinadas proteinas e incluso
aparicion de anticuerpos especificos contra un xenobidtico o frente a fracciones celulares
(nucleo, membrana, etc.) (Gil 2000).

Los biomarcadores de genotoxicidad ponen en evidencia las alteraciones producidas a
nivel genético por agentes quimicos, fisicos, bioldgicos u otros. EI concepto de genotoxicidad
incluye el dafio directo al DNA o cualquier alteracion que conduce a un defecto en los
mecanismos relacionados con la “maquinaria genética”, como variaciones en la expresion de
enzimas que participan en los procesos de replicacion o reparacion del DNA, asi como
alteraciones en las fibras del huso o los centriolos, que producen fendmenos de no disyuncién
cromosomica. El término genotoxicidad incluye los conceptos de mutagénesis, carcinogénesis

y teratogénesis (Poletta, 2011).

1.5.1. Ensayos de toxicidad aguda a nivel individual: letalidad

Se basa en la determinacion de efectos de intoxicacion aguda (mortandad), observado durante
un tiempo de exposicion. El ensayo consiste en la exposicion de organismos a diferentes
concentraciones (al menos cinco) de un compuesto puro o combinado, 0 a una matriz
ambiental contaminada. con él se evalla la mortalidad de los organismos, con los datos
obtenidos se construye una grafica concentracion-efecto, que es la base para la determinacién
de la concentracion letal media (CLsp), (Cuevas y cols. 2008, Martinez-Jerénimo y Espinosa-
Chavez 2008).
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1.5.2. Ensayos de toxicidad aguda a nivel celular: citotoxicidad

La citotoxicidad se define como una alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva
a la muerte, existen diversos métodos para evaluarla como el ensayo de captacion de rojo
neutro, enlazamiento al azul de kenacid y la reduccion del bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-
tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT) (Arencibia y cols. 2003).

Los ensayos de citotoxicidad son capaces de detectar, interferencias en la estructura y/o
propiedades esenciales para la supervivencia celular, proliferacion y/o funciones. Entre las
alteraciones que pueden ser detectadas se encuentran la integridad de la membrana y del
citoesqueleto, cambios en el metabolismo, sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes
celulares o productos, regulaciéon iénica y division celular, un compuesto es citotdxico
independientemente de su mecanismo de accion (Arencibia y cols. 2003).

La técnica de tincion con rojo neutro determina la habilidad de los lisosomas de los
celomocitos para retener el colorante durante un tiempo (Piola y cols. 2003). El rojo neutro es
captado por los lisosomas y endosomas y en la medida que la célula pierde viabilidad se libera
al medio el colorante, pues sélo las células viables son capaces de retenerlo. El sistema
lisosomal se ha convertido en un blanco subcelular de diversos xenobidticos, ocasionando un

cambio en la estabilidad de su membrana como medida general de estrés.

1.5.3. Ensayos de toxicidad aguda a nivel molecular: genotoxicidad

En general las pruebas para evaluar el dafio al DNA tienen la ventaja de detectar y cuantificar
el impacto genotoxico sin conocer a detalle la identidad e integridad fisico-quimica de los
contaminantes presentes. Para evaluar alteraciones al DNA en animales acudticos se han
desarrollado pruebas sobre el potencial pre-mutagénico como aductos al DNA, modificacién
de bases, entrecruzamientos DNA-DNA y DNA-—proteinas, y rupturas a la cadena de DNA
(Gil 2000).

La mayoria de las sustancias consideradas genotoxicas y/o carcinogénicas son de
naturaleza altamente electrofilica, algunas otras pueden ser activadas a metabolitos
electrofilicos por accion de los mecanismos metabolicos de los seres vivos. Las sustancias
electrofilicas se unen covalentemente a la molécula de DNA, formando aductos o sitios AP

(sitios apurinicos o apiridminicos) y produciendo distorsion de la cadena de DNA mediante
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unién a grupos amino (-NH2), carboxilo (-COOH) o hidroxilo de las bases (Vindas y cols.
2004).

Las sustancias toxicas pueden ser agentes alquilantes, éstos reaccionan con el DNA
causandole fragmentacion, transfieren grupos metilo o etilo (grupos CH3 0 CH3—CH,) a sitios
reactivos en las bases nitrogenadas, modificandolas mediante alquilacion e induciendo mal
apareamiento de los nucle6tidos por metilacion. El sitio mas vulnerable a alquilacion en la
guanina es el carbono 6, aqui se lleva a cabo la metilacion, ocasionando un mal apareamiento
con la timina, trayendo como consecuencia el cambio de bases en la replicacion del DNA.

Muchos de los metabolitos reactivos originados a partir de compuestos organicos,
causan efectos sobre el DNA, forman aductos con proteinas o DNA. Estos se pueden emplear
como marcadores del dafio derivado de la exposicién a xenobiGticos que origina un
incremento en el desarrollo de procesos carcinogénicos (Gil 2000). Un ejemplo son los
compuestos organofosforados que actan como agentes alquilantes, donde, el grupo fosforilo
es un sitio electrofilico potencial que puede reaccionar con el DNA y su grupo alquilo tiene la
capacidad de interaccionar con centros nucleofilicos de la molécula de DNA, como es el caso
del nitrégeno 7 de la guanina (Vindas y cols. 2004).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos halogenados, metales pesados,
herbicidas y disolventes son capaces de originar un dafio oxidativo en el organismo. En res-
puesta a dicho estrés oxidativo, se desencadenan mecanismos adaptativos a través de sistemas
de proteccion como son glutation oxidado (GSSG)/glutation reducido (GSH) y las actividades
de enzimas como glutation reductasa, catalasa, superoxido dismutasa y peroxidasa ( HF 2000).

Las especies reactivas de oxigeno (EROS) son agentes que alteran la estructura del
DNA, sustraen un electron, oxidan al DNA e impiden su funcionamiento. La generacion
intracelular de EROS aumenta por la entrada de xenobioticos naturales y antropogénicos, a
través de mecanismos de Oxido-reduccion ciclicos activados en diversas estructuras
citoldgicas. En la molécula de DNA atacan el grupo nucleofilico de la desoxirribosa y de las
bases nitrogenadas, transformando las pirimidinas (Citosina y Timina) en hidantoinas, lo que
conlleva a rupturas del enlace fosfodiester (-OH y H3PO,) y pérdida de una base con parte del
residuo del azUcar que permanece unido a ella. La mayoria de estas lesiones bloquean la DNA
polimerasa (Nusetti 2006). La presencia de sustancias toxicas con caracteristicas metilantes,

también causan afectaciones al DNA, mediante la adicion enzimatica (metiltranferasas) de un
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grupo metilo-CHj3 a las bases nitrogenadas, afectando la interaccion DNA-proteina (DNA
polimerasas e histonas), la estructura de la molécula de DNA y su replicacion.

Los entrecruzamientos, se presentan entre las cadenas de DNA o entre la cadena de
DNA vy proteinas, la ruptura de la cadena ocasiona la union entre bases mas cercanas o entre el
grupo aldehido (-CHO) de la glucosa y el grupo amino (-NH;) de la proteina, como resultado
se interrumpe el proceso de replicacion del DNA.

Los ensayos in vivo son de gran utilidad para determinar y evaluar dafios al DNA,
genes y cromosomas por la exposicion a sustancias contaminantes en diversos medios. Entre
las prueba para evaluar el dafio que al DNA provocan algunos agentes genotoxicos, estan el
ensayo cometa o electroforesis alcalina de celulas individuales, con él se evallan dafios
primarios a la estructura del DNA y el ensayo de micronucleos el cual determina la ocurrencia
de dafio en cromosomas, éstos pueden considerarse como un buen biomarcador en estudios de
biomonitoreo para la deteccion de la exposicion de agentes clastogénicos (Zhong y cols.
2001).

El ensayo cometa fue aplicado en ecotoxicologia hace 15 afios, convirtiéndose en la
prueba mas popular para detectar roturas en la cadena de DNA a través de la exposicion de
animales acudticos in vitro, in vivo e in situ (Arencibia y cols. 2009). Esta técnica permite
medir eficazmente lesiones en la estructura primaria del DNA como producto de la interaccién
directa de los contaminantes con el mismo, porque el tiempo entre la exposicion y la expresion
del dafio es muy corto como para desencadenar los procesos de reparacion celular. EI ensayo
consiste en embeber células en agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) para formar un
microgel, someterlas a lisis para remover todas las proteinas celulares y permitir el
desenrrollamiento del DNA por la interrupcién de los enlaces por puentes de hidrégeno entre
la doble cadena bajo condiciones alcali/neutras. A pH >13 los sitios labiles al alcali asi como
los sitios apurinicos son transformados rapidamente a rupturas de cadena simple, al someter al
DNA desenrollado a una electroforesis en tampon alcalino, proceso durante el cual los
fragmentos cargados negativamente de DNA o cromatida relajada migra fuera del nicleo en
direccién al anodo forma un halo, apreciandose una estructura parecida a un cometa, después
de tefiido el DNA (Arencibia y cols. 2009).

El mecanismo por el cual se forman los cometas es un aspecto que después de muchos

afios todavia no se ha podido dilucidar completamente, desde las dos primeras versiones del
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ensayo descritas por Ostling y Johanson en 1984 y Sing y cols. en 1998. Al respecto Klaude y
cols (1996) mencionan que la cola del cometa, bajo condiciones neutras, corresponde a lazos
relajados, mientras que bajo condiciones alcalinas consiste en fragmentos de DNA. Otra
propuesta la hacen Singh y Stephens (1997) describiendo que durante una electroforesis
neutra, las moléculas individuales de DNA estan ancladas a la matriz nuclear por un extremo,
mientras que el otro extremo migra fuera del ndcleo por accion de un campo eléctrico, es
decir, es como si cada hebra perteneciente a un cromosoma estuviese fuertemente unida a
proteinas cada cierto intervalo, incluso después de la electroforesis.

Shaposhnikov y cols. (2008) utilizaron la hibridacion in situ fluorescente mediante
sondas genomicas con el fin de estudiar si la formacion de la cola del cometa se explica
simplemente por la relajacion de lazos de DNA superenrollados. Ellos concluyeron que
después de la electroforesis en condiciones neutras, donde el DNA de la cabeza asi como el de
la cola no estd desnaturalizado, la fluorescencia de la secuencia de la sonda se dispone
linealmente a lo largo de la cola desde un punto fijo de la matriz nuclear. Sin embargo,
después de la electroforesis alcalina, la apariencia de la fluorescencia emitida por la sonda se
muestra de manera aglomerada, lo que induce a pensar en una interpretacion fragmentada de

la cola, o bien, que el DNA lineal se ha conglomerado presentandose en forma de granulos.
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2. ANTECEDENTES
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A continuacion se presenta una breve descripcion de diversos estudios relacionados con la
contaminacion relacionada al sitio de estudio, asi como el empleo de E. foetida como
bioindicador de contaminacién ambiental y el empleo de los bioensayos de micronucleos y
cometa.

El aspecto fisico y los olores caracteristicos que se desprenden de los rios Atoyac y
Zahuapan asi como de sus afluentes como la barranca Sambrano, hace evidente la
contaminacion que por décadas se ha manifestado en este importante recurso hidrico, sin
embargo, existen pocos estudios que demuestren el tipo y magnitud de contaminantes en el
agua y/o en el sedimento. En la Gltima década algunos autores han reportado la presencia de
metales pesados y compuestos organicos en este sistema hidroldgico. Garcia-Nieto y cols.
(2011) reportaron la presencia de As y Pb en muestras puntuales en el trayecto del sistema
hidrolégico Zahuapan-Atoyac (SH:ZA), el intervalo de concentraciones de As oscilé de 0.06 a
0.87 mg/L en agua y de 1.3 a 127 mg/kg en sedimento. Las concentraciones de HCB, Y DDT,
>HCH y > PCB en el intervalo de 138-510, 45-450, 3-27 y 59-1876 ug/kg, respectivamente,
fueron reportadas en muestras puntuales de sedimento superficial del mismo sistema hidrico
(Judrez-Santacruz y cols. 2013).

La prueba de letalidad utilizando E. foetida ha mostrado diversas aplicaciones, Velasco
en (2004), utiliz6 esta prueba para evaluar la eficiencia de tres tratamientos (electroquimico,
surfactantes y tolueno) para remediar un suelo contaminado con hidrocarburos, el tratamiento
mas eficiente fue el electroquimico el cual presentd una reduccion de la CLsg de 88% a 63%.

La integridad de la membrana lisosomal en células celomociticas de E. foetida se ha
empleado como un biomarcador de dafio celular para evaluar la toxicidad de sustancias puras
y de suelos contaminados con mezclas complejas de contaminantes. Piola y cols. (2003),
expusieron a E. foetida en papel filtro a concentraciones 0.25 y 4 mg/cm2 de trinitolueno
(TNT) durante 48 y 72 horas, la estabilidad de la membrana lisosomal se vio afectada. Un
suelo contaminado con 960 g/ha del insecticida clorpirifos redujo la capacidad de retencion
del colorante rojo neutro, antes de la exposicion el tiempo de retencion fue de 60 min,
posterior a la exposicion, el dafio fue tal que disminuyo a 20 min (Piola y cols. 2009).

E. foetida ha sido utilizada como un excelente bioindicador para evaluar el impacto de
la contaminacion en diversos escenarios en donde existe mezclas complejas de contaminantes,

siendo la prueba de genotoxicidad uno de los biomarcadores mas utilizados. Fourie y cols.
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(2007) evaluaron el dafio al DNA en cinco especies de lombrices (Amynthas diffringens,
Aporrectodea caliginosa, Dendrodrilus rubidus, Eisenia foetida y Microchaetus benhami),
tras la exposicion a diferentes dosis de cadmio, los estudios demostraron que Eisenia fue la
gue mostré mayor sensibilidad y susceptibilidad.

Espinosa-Reyes y cols. (2010), analizaron suelo de una zona petroquimica, los niveles
de COPs (HCB = 10.3 ng/g, lindano = 7.6 ng/g y PCBs = 1.2 ng/g) rebasaron los limites
maximos permisibles de la guia de calidad ambiental de Canada, ademas los organismos de E
foetida recolectados de la zona mostraron cometas con una longitud caudal (9.6um) superior a
un testigo negativo (6.6pum).

Prieto y cols. (2002), evaluaron la toxicidad de 2,4,6-trinitrotolueno (0, 0.2, 0.6, 1,y 3
mg/cm2) usando como organismo de prueba E. foetida, en este estudio ellos observaron una
correlacion entre el incremento de la dosis y los efectos de migracion de DNA mediante la
técnica de ensayo cometa.

Un suelo contaminado con 240 y 960 g/ha del insecticida clorpirifos mostr6 un indice
de dafo de 225 y 210 unidades arbitrarias (UA), respectivamente evaluado mediante el ensayo
cometa en celomocitos de E. foetida (Piola y cols. 2009).

Fuch y cols. (2010) evaluaron la genotoxicidad en E. foetida del trinitolueno a
diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 pg/cm2), mediante la técnica de contacto con
papel filtro, observando que a concentraciones bajas (0.25- 0.5 pg/cm2) existi6 dafio a las 24 y
48 h, y a las 72 h el dafio no se aprecio, lo que pudo atribuirse a la activacion del sistema de
reparacion del DNA, mientras que a concentracion altas (1.0-2.0 pg/cm?2) el indice de dafio a
las 72 h fue de 200 y 225 unidades arbitrarias respectivamente, sugiriendo que el sistema de
reparacion del DNA no fue capaz de compensar dicho dafio.
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3. AREA DE ESTUDIO
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El desarrollo industrial es una de las actividades caracteristica del estado de Tlaxcala,
actualmente cuenta con tres ciudades industriales denominadas Xicohténcatl I, 11 y IlI,
(ubicadas en Tetla de la Solidaridad, Huamantla y Tlaxco, respectivamente), tres parques
industriales (Ixtacuixtla, Calpulalpan y Xiloxoxtla) y tres corredores industriales (Panzacola,
Malinche y Apizaco-Xalostoc-Huamantla), ademés de otras zonas con industrias como
Tlaxcala, Apetatitlan, Chiahutempan, San Pablo del Monte y el Carmen Tequexquitla; la
mayoria de las industrias son del giro automotriz, plastica, metal bésica, petroquimica,
agroguimica, papelera, metal-mecanica, textil, maquiladoras, agroindustrial, quimica, alfarera
y ceramica.

Otra actividad en el estado de Tlaxcala es la agricultura, ésta se divide en dos
modalidades, de temporal y de riego, y abarca un 59.3% de superficie. En los Gltimos afios se
ha visto un incremento en la agricultura de riego, llegando a alcanzar un 11% del total, el agua
usada para regar las parcelas en muchos de los casos proviene de efluentes cercanos.

La agricultura de riego se concentra en tres regiones principales, la primera y mas
importante localizada al suroeste del estado que abarca Ixtacuixtla, Santa Ana Nopalucan,
Nativitas, Santa Apolonia Teacalco, Tetlatlauca, San Damian Texoloc, Panotla y Tlaxcala, la
segunda hacia la porcion norte y noreste del estado, en los municipios de Benito Juérez,
Tlaxco, Hueyotlipan, Mufioz de Domingo Arenas, Lazaro Céardenas y Atlangatepec y la Gltima
hacia el oriente de la entidad, en los municipios de Huamantla, Ixtenco, Zitlaltepec de
Trinidad Sanchez Santos y Cuapiaxtla (INFDMGET 2008).

La barranca Sambrano estad ubicada en el corredor industrial Malinche y se origina de
los deshielos del volcan la Malinche, atraviesa los municipios de San José Teacalco,
Tzompatepec, Xalostoc y Apizaco hasta unirse al rio Texcalac, el cual sigue su camino hasta
converger con el rio Apizaquito, éste a su vez confluye con el rio Atenco y finalmente
desemboca al rio Zahuapan. Tiene una longitud de aproximadamente 10 km, se ubica entre las
coordenadas geograficas 19°23" y 19°25° latitud norte y 98°3° y 98°5” longitud oeste. En su
recorrido la barranca Sambrano recibe descargas municipales y agricolas, ademas de efluentes
industriales provenientes de la zona industrial de Xalostoc (Garcia-Nieto y cols. 2011).

La zona industrial Xalostoc constituye una importante base para el desarrollo industrial
del estado, debido a su estratégica localizacion dentro de la franja del corredor industrial

Apizaco-Xalostoc-Huamantla, esta ubicada en el municipio de San Cosme Xalostoc a 2500
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msnm, se sitda en un eje de coordenadas geograficas entre los 19° 24’13 latitud norte y
98°02°°55” longitud oeste. Desde el afio 2009, este sector industrial esta integrado por 10
empresas de diversos giros, de las cuales 2 son metal basica, 2 quimicas, 1 plastica, 2
petroquimicas, 1 agroindustria, 1 partes automotrices y 1 confeccion (INFDM 2008).

De la industria petroquimica y de plésticos perteneciente a la zona industrial Xalostoc,
derivan actividades como la sintesis de compuestos organicos (anhidros y plasticos),
poliestirenos sin eleccion, poliestirenos india y anhidro ftalico, en estas actividades se liberan
grandes cantidades de contaminantes, como formaldehido, cadmio en forma de 6xido, cloruro
0 sulfato, ftalatos o polibromados. Durante sus procesos emplean como materia prima el
etileno, que permite la obtencion de diferentes mondmeros como acetato de vinilo, alcohol
vinilico, cloruro de vinilo, entre otros (EPA 2003, Méndez 2002).

Las industrias de la rama quimica, se encargan de la fabricacion de productos quimicos
como herbicidas, tensoactivos, secuestrantes y fungicidas, en los que se ha reportado que
durante el proceso liberan compuestos como clorobencenos y cadmio (Brigden y cols. 2010).

En las ramas metal basico y automotriz se fabrican varilla, aceros especiales, engranes
de ejes y crucetas, utilizan como materia prima polvo de cobre, bronce, aluminio, pastas de
bronce y pigmentos metalicos, Brigden y cols. (2010) reportan que en esta rama se llegan a
producir contaminantes como el cromo, cobre, plomo, zinc La agroindustria se dedica a la

fabricacion y venta de alimentos balanceados agropecuarios (Méndez 2002).
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION, HIPOTESIS Y JUSTIFICACION
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4.1. Pregunta de investigacion
¢ Cudl es el nivel de toxicidad que presentan los sedimentos en cada punto de muestreo de la

Barranca Sambrano?

4.2. Hipotesis
Los sedimentos de la barranca Sambrano produciran toxicidad sobre Eisenia foetida, la
magnitud del efecto dependera de los compuestos generado por las actividades antropogénicas

de la zona industrial Xalostoc.

4.3. Justificacion
El vertido de descargas a la barranca Sambrano provenientes principalmente de la zona
industrial Xalostoc, por su posible composicion, constituye una fuente potencial de
contaminacion y toxicidad a la biota nativa, por lo que es necesario evaluar el grado de
toxicidad en esta zona mediante un bioindicador.

El presente trabajo contribuird en la generacion de conocimiento bésico para la

evaluacion de riesgo ecotoxicoldgico o en salud humana en la barranca Sambrano.
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5. OBJETIVOS
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5.1. Objetivo general
Evaluar el dafio toxicologico ocasionado por el sedimento en cada punto de muestreo de la

barranca Sambrano, empleando Eisenia foetida como bioindicador.

5.2. Objetivos especificos

e Seleccionar los sitios de muestreo mediante el reconocimiento del sitio y la ubicacion de
posibles fuentes de contaminacion.

e Evaluar el nivel de toxicidad de los sedimentos en Eisenia foetida a tres niveles de
organizacion:
» Individual mediante conteo directo de la letalidad.
= Celular mediante la prueba de citotoxicidad con rojo neutro.

» Molecular a través del dafio al DNA con el ensayo cometa.
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6. METODOLOGIA
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6.1. Inspeccion y seleccion de sitios de muestreo

La inspeccion a la barranca Sambrano se realizd aplicando la metodologia de evaluacion integral
de riesgo (Mejia y cols. 2004, Torres-Dosal y cols. 2006). La seleccion de los sitios de
muestreo se realizd con base a las descargas industriales, urbanas y agricolas, la accesibilidad al
lugar, ademéas de considerar aquéllos sitios de mayor riesgo de exposicion para la poblacion
humana.

Durante la inspeccion se establecieron 10 sitios de muestreo, separados entre si por una
longitud aproximada de 1 km, los cuales se geo-referenciaron con un GPS. El primer punto
corresponde al inicio de la barranca identificado con la clave 290 y fue considerado como sitio
de referencia debido a que la zona aparentemente no estaba impactada por actividades
antropogénicas, el resto se ubicaron rio abajo hasta aproximadamente 100 m antes de su

confluencia con el rio Texcalac.

6.2. Recoleccion de muestras de sedimento superficial

El muestreo se realizd en época de estiaje (febrero 2011). Las muestras de sedimento
superficial (0-15 cm) se recolectaron a la orilla del cauce con ayuda de una draga de metal en
recipientes de vidrio (1 L) de boca ancha, se mantuvieron y transportaron a 4 °C hasta el
laboratorio de Toxicologia Ambiental, donde se realiz6 su analisis.

El sedimento se sometid a sequedad a 75 °C, de 3 a 7 dias dependiendo de la humedad
de la muestra, se trituraron con ayuda de un mortero y se tamizaron una parte con un tamiz de
luz de malla de 2 mm para la determinacion de textura, y la otra parte con malla de 600
micras, para el resto de los analisis. Las muestras se conservaron a 4 °C envueltas en papel

aluminio y dentro de bolsa de polietileno debidamente etiquetadas.

6.3. Caracterizacion fisicoquimica de los sedimentos

La ley para la prevencion y gestion integral de los residuos (LGPGIR 2010), establece la
determinacion de pH, materia organica (MO), conductividad eléctrica (CE), textura y
capacidad de intercambio cationico (CIC), para complementar la descripcion del

comportamiento ambiental de los contaminantes (figura 3).
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6.3.1. Potencial de hidrégeno

En un matraz de 50 ml se colocaron 5 g de sedimento y se adicionaron 10 ml de KCI 1 N
(relacion 1:2), se agitd en intervalos de 5 min, durante 30 min, transcurrido el tiempo se
mantuvo en reposo durante 15 min y se midié el pH con un potenciémetro marca Denver
Instrument Modelo 215 (NOM-021-SEMARNAT-2000, Goyberg-Rein y Vazquez 2003).

6.3.2. Materia organica

La determinacion de la materia organica se realizé por el método de Walkley y Black (NOM-
021-SEMARNAT-2000). Este método se basa en la oxidacion de carbono orgénico a travées de
una disolucion de dicromato de potasio (K,Cr,0;) y del calor de reaccion que se genera al
mezclarla con &cido sulfarico (H,SO,4) concentrado.

Se colocaron 0.5 g de sedimento en un matraz de 500 ml, se adicion6 10 ml de
K.Cr,0;1 N y 20 ml de H,SO,4 concentrado, se agitd suavemente para asegurar la mezcla del
sedimento con los reactivos, se dejo en reposo durante 30 min, en seguida se afiadieron 200 ml
de agua destilada y 5 ml de acido fosforico (H3POay concentrado, finalmente se adicionaron 5
gotas del indicador difenilamina. La titulacion se llevé a cabo con sulfato ferroso (FeSO,) 1M,
hasta un punto final verde claro, donde el exceso de K;Cr,Oy sin reducir es determinado por
FeSO, (Goyberg-Rein y Vazquez 2003), al mismo tiempo se realizd un blanco de reactivos.

La cantidad de materia orgénica se determind mediante las siguientes ecuaciones.
B—-T
% MO = % CO (FV) % CO = (7> (N)(FC)

Donde:

MO = materia organica

CO = carbono organico

FV = factor de Van Bemmelen, el cual considera que la materia organica contiene en
promedio el 58% de Carbono (1.724).

B = volumen de sulfato ferroso gastado para valorar el blanco de reactivos (ml)

T = volumen de sulfato ferroso gastado para valorar la muestra (ml)

N = normalidad exacta del sulfato ferroso (se valoré al momento de analizar las muestras)

37



W= peso de la muestra empleada (Q)
FC = factor de correccion, debido a que el método sélo oxida el 77 % del Carbono (0.39).

6.3.3. Conductividad eléctrica
Se realizo en la fase soluble del sedimento, los materiales contaminantes contenidos en él se
llevaron a esta fase mediante un extracto de saturacion, la medicion electrolitica, se realizo
como lo establece la NOM-021-SEMARNAT-2000.

En un vaso de precipitados de 250 ml se colocaron 100 g de sedimento y se le agrego
28 ml de agua, con la ayuda de una espatula se homogeniz6 la muestra, se dejo reposar
durante 24 h, posteriormente se adicionaron 50 ml de agua y se prosiguio a filtrar con papel
filtro Whatman No. 40, de 125 mm de diametro. El filtrado se afor6 a 50 ml con agua
destilada, se adicionaron 3 gotas de hexametafosfato al 0.1 % para permitir que las particulas
de sedimento precipiten la conductividad eléctrica se midié con un conductimetro marca

Hach, sension 156.

6.3.4. Textura

La textura se determind segun el método del hidrometro de Bouyoucus establecido en la
NOM-021-SEMARNAT-2000. Se colocaron 50 g de sedimento en un vaso metalico de 250
ml, se agregd agua desionizada hasta 5 cm por debajo del borde, enseguida se afiadié 35 ml de
defloculante [hexametafosfato y carbonato de sodio (NaPOj3)s y Na,COs3]. El vaso se coloco en
una batidora marca Osterizer y se agité durante 6 min para dispersar las particulas; Se vacio el
contenido a una probeta de vidrio de 1 L, se introdujo el hidrémetro de bouyoucus y se afor6 a
1 L, se retird el hidrdmetro y se agreg6é 130 ml de agua desionizada. Se agité vigorosamente
por inversion durante 1 min., se coloca en posicién vertical, después de 15 s se introduce
lentamente el hidrometro y a los 40 s se toma la lectura y los datos de temperatura. A las dos
horas se realiza una segunda lectura. Por cada grado arriba o debajo de 19.5 °C se aplico una
correccion de 0.36 graduaciones sobre el hidrémetro (restando 0.36 por cada °C abajo o
sumando 0.36 por cada °C arriba de 19.5 °C). El contenido de arena, limo y arcilla se

determind con las siguientes formulas:

lectura a los 40s X 100 ] lectura a las 2h X 100
% de Arena total = % de Arcilla total =
g de suelos seco g de suelos seco
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lectura a los 40s — lectura a las 2h X 100

% de Limos =
g de suelos seco

La clase textural del sedimento se identificd con el triangulo de texturas de la USDA
(United States Department of Agriculture) sobreponiendo los datos.

6.3.5. Capacidad de Intercambio Cationico

La capacidad de intercambio catidnico es el proceso reversible por el cual las particulas
solidas del sedimento adsorben iones de la fase acuosa liberando al mismo tiempo otros iones
en cantidades equivalentes, estableciéndose un equilibrio entre ambas fases. A pH bajos los
hidrogenos (H") estan fuertemente adheridos, pero a pH altos los H* de los grupos carboxilicos
primero y fenolicos después, se disocian y pueden ser intercambiados por cationes. En
consecuencia, la capacidad de cambio de cationes aumenta con el pH. La capacidad de
intercambio cationico varia entre 3 meq/100g para arcillas del tipo de la kaolinita hasta 120 y
200 meg/100g para montmorillonita y vermiculita, respectivamente. La materia organica
contribuye con 200 a 400 meg/100g. En términos generales se puede considerar que existen
0.5 meq de capacidad de intercambio por cada unidad de porcentaje de arcilla y 2.0 meq por
cada porciento de materia organica del suelo.

En un tubo de centrifuga de 50 ml se depositaron 2 g de sedimento y 25 ml de solucién
de cambio (cloruro de bario 0.5 N vy trietanolamina 0.2 N) se mantuvieron en agitacion
constante por 60 s, se centrifugd a 3500 rpm durante 8 min, se elimind el sobrenadante y se
resuspendio en 25 ml de sulfato de magnesio 0.1 N, se agitd nuevamente durante 60 s y se
volvié a centrifugar a 3000 rpm por 5 min. De la suspensién resultante se vertieron 10 ml en
un matraz Erlenmeyer, 10 ml de agua, 10 de solucién tampdn con dilucion 1:5 de cloruro de
amonio 1 N e hidroxido de amonio 1N y 6 gotas de indicador negro de eriocromo T. Por
ultimo se valoro con una solucion complejante de EDTA 0.05 N, hasta viraje azul. Se realiz
un blanco de reactivos, con adicién de 10 ml de sulfato de magnesio (Abadia y cols. 1980).

Para realizar los céalculos se empled la siguiente ecuacion:
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_ (M—N)0.05%x25x100 (M —N)125
P P

cc

Donde:

M =volumen en ml de la solucion complejante empleada en valorar 10 ml de MgSQO,.
N = volumen en ml de la solucién complejante emplead en valorar 10 ml del extracto
p = peso en gramos de la muestra

2.5 = factor de dilucion

\lj‘.‘ha-‘l.) \|
Q)

Figura 3. Caracterizacion fisicoquimica de sedimentos superficiales de la barranca Sambrano.

6.4 Ensayos de toxicidad aguda con Eisenia foetida

Para la exposicién se eligieron organismos (n = 10) siguiendo un disefio completamente al
azar, con 3 réplicas por muestra. Se trabajé a ciego simple asignando un codigo a las muestras
por un segundo investigador (290, 280, 270, 260, 250, 240, 230, 220, 210, 200). En recipientes
de vidrio de 500 ml, se depositaron 200 g de sedimento y 10 organismos adultos de E. foetida,
cuidando que tuvieran el clitelo bien formado y con un peso entre 300 y 600 mg, la exposicién

se realiz6 durante 15 dias a una temperatura de 22 a 28 °C y humedad de 30 a 40 %.
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6.4.1 Determinacion de porcentaje de letalidad mediante conteo directo
Para determinar el porcentaje de mortalidad se vertio el sedimento en una charola de metal y
se realizo un barrido minucioso de cada sedimento, contando el total de organismos vivos. Los
datos obtenidos se expresaron en porcentaje de mortalidad.

Los sedimentos que produjeron letalidad en el total de organismos se diluyeron al 60 y
40 % para obtener organismos de E. foetida para las pruebas de cito y genotoxicidad. Se

eligieron dos sedimentos para realizar una curva concentracion-efecto citotoxico (figura 4).

Figura 4. Ensayo de letalidad con Eisenia foetida.

6.4.2 Extraccién de celomocitos

Una vez concluida la exposicion, se tomé al azar 3 lombrices de cada réplica (9 por muestra),
se colocaron en cajas Petri con papel filtro himedo durante 24 h para purgarse, posteriormente
se transfirieron a tubos de ensayo que contenian 3 ml de solucion de extrusién (etanol al 5 %,
NaCl al 95 % y EDTA 2.5 mg/ml), se dejaron en incubacién durante 2 min a temperatura
ambiente, pasado el tiempo se retiraron las lombrices y a la suspension celémica se le agregd 6
ml de buffer fosfato-salino (PBS) 1X previamente enfriado a 4 °C, se centrifug6é a 3500 rpm
durante 5 min, el precipitado se resuspendié en 200 ul de PBS 1X a 4 °C (Modificado de Di
Marzio 2005). A partir de esta suspension se realizaron el ensayo de cito y genotoxicidad.



6.4.3 Andlisis de la citotoxicidad en celomocitos utilizando la prueba de rojo neutro

La prueba de citotoxicidad se basa en la deteccidon del dafio producido por diversos
compuestos toxicos sobre la integridad de la membrana lisosomal de células y sobre el control
del flujo de colorante a través de la misma; donde la acumulacion del colorante ocurre por
union a cargas acidas fijas, como polisacaridos acidos dentro de la matriz lisosomal después
de la incubacion con agentes toxico. Los efectos son apreciables cuando existe una
disminucion en la capacidad de las células para asimilar y retener el colorante rojo neutro en el
interior de los lisosomas (Uribe 2008).

En tubos de ensayo se colocaron 100 pl de la suspension de celomocitos, se agregd 2
ml de colorante rojo neutro (50 ug/ml) y se incubd a 22 °C por 3 h. El colorante se elimin6 por
centrifugacion a 3,500 rpm durante 5 min, el precipitado se resuspendié con 2.6 ml de
solucion de acido acético al 1 % y etanol al 50 %, se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 15 min y se realiz0 la lectura de la absorbancia en un espectrofotdmetro modelo
Jenway 6715 UV/ Vis a 540 nm, tomando como referencia el testigo negativo (figura 5).

6.4.4. Evaluacién del dafio al DNA a través del ensayo cometa

Este ensayo se realizo a los organismos de las muestras 290, 280 y 230, las cuales se eligieron
con base en la posicion que ocupan en el trayecto de la barranca Sambrano, la 290 se
considera sitio de referencia y las otras dos se localizan después de dos posible fuentes de
contaminacion.

En un tubo eppendorf se mezcld 100 pl de suspensién de celomocitos con un volumen
igual de agarosa de bajo punto de fusion (ABPF), 75 pl de la mezcla se colocaron en un
portaobjetos previamente tratado con agarosa regular (AR), se dejo solidificar a 4 °C durante 5
min, se aplico una segunda capa de ABPF. Una vez solidificado se sumergi6 en un vaso coplin
gue contenia 45 ml de solucién de lisis (NaCl, EDTA, Tris-base, DMSO y Triton X-100, pH
10) por 24 h a4 °C.
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Figura 5. Ensayo de citotoxicidad en celomocitos de Eisenia foetida por el método espectrofotométrico utilizando

rojo neutro como indicador.

Las laminillas se colocaron de forma horizontal en una camara de electroforesis (marca
Thermo EC Midicell EC330) que contenia amortiguador alcalino (4 °C) recién elaborado
(NaOH 300 mM y EDTA 1 mM, pH>13) durante 10 min a 4 °C para el desenrrollamiento de
las hebras del DNA, posteriormente se aplicé una corriente electroforética (12 V-230 mA) con
una fuente de poder (marca Bio-Rad Modelo Power Pac Basic) durante 10 min. Las laminillas
se neutralizaron realizando dos lavados con una solucién de Tris-HCI pH 7.5 y agua
desionizada, se dejaron secar y fueron almacenadas hasta su lectura.

Para el andlisis de las laminillas se utiliz6 un microscopio de fluorescencia (LEICA
DM 2000), equipado con lampara de mercurio a un aumento de 40X. Las laminillas se tifieron
justo antes de la lectura con 20 pg/ml bromuro de etidio. Se contaron 100 moléculas de DNA
por organismo (n = 9) clasificandolas en 4 categorias de dafio (0 a 3) de acuerdo a la longitud
de la cauda (figura 6). Donde la clase 0, son aquéllas moléculas de DNA que no presentan
cauda (normales); la clase 1, incluyé aquéllas cuya longitud de la cauda fuese menor al
diametro de la cabeza; la clase 2, fueron moléculas con una longitud caudal entre 1 y 2 veces
el didametro de la cabeza; y la clase 3, moléculas con una longitud caudal mayor a dos veces el
diametro de la cabeza (Zufiiga 2009). Las moléculas que no presentaron una cabeza definida
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debido a que todo el DNA estaba totalmente fragmentado y que presentaban forma de “nube”
no se contabilizaron debido a que varios autores las han relacionado con apoptosis (Mafias y
cols. 2006). El indice de dafio al DNA (DICA) oscila entre 1 y 300 unidades arbitrarias y se

calcula con la siguiente ecuacion:

DICA = Ono + 1n1 + an + 3n3

Donde:
DICA = indice de dafio al DNA
No, N1, N2, N3, = nUmero de células en cada una de la categorias.

0,1, 2, 3 = valor del coeficiente que multiplica el nimero de células en cada categoria.

Figura 6. Moléculas de DNA de celomocitos de Eisenia Foetida por el ensayo cometa. Los nimeros representan
la categoria de acuerdo a la longitud de la cauda.

6.5 Determinacién de compuestos organicos persistentes y metales en sedimento

Las muestras 290, 280 y 230 se analizaron con el apoyo de ECOSUR, Chiapas. El andlisis de
COPs se realiz6 por cromatografia de gases con espectrometria de masas (CGEM) (Hewlett
Packard 6890) y el de metales por absorcion atdbmica (PERKIN ELMER).

6.5.1 Cuantificacion de COPs,

44



Un gramo de la muestra de sedimento se coloco en vasos Green-Chem y LEV del microondas,
adicionandoles un carboflon, el estandar interno y 14 ml de cloruro de metileno. EI programa
de microondas consistié en 10 min de rampa para alcanzar 120 °C manteniéndose por 30 min.
Al concluir la extraccion los vasos se enfriaron a 4 °C por 24 h. Las muestras se filtraron con
papel Whatman No. 1y el filtrado se evaporé a 37 °C con corriente suave de nitrégeno hasta 4
ml. Con el fin de asegurar la eliminacién de la acetona se adiciond 5 ml de hexano y continu6
la evaporacion hasta 2 ml. Posteriormente se realizd una limpieza con florisil y 1 g de
Silica:H,SO,4 1:2, Los cartuchos de florisil (1000 mg/6 ml Phenomenex) se acondicionaron
con 10 ml de hexano adicionados en 2 tiempos, evitando la sequedad del cartucho. Las
muestras se evaporan con una corriente suave de nitrogeno a 37 °C, hasta tener un volumen de
0.5 ml y se afor6 a 1ml con hexano.

El andlisis cromatografico fue realizado para cuantificar diclorodifeniltricloroetano
(DDT) y su metabolito el diclorodifenildicloroetileno (DDE), asi como 41 congéneres de
bifenilos policlorados (PCBs): 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 70, 74, 82, 87, 95, 99, 101, 105,
110, 118, 128, 132, 138, 149, 151, 153, 156, 158, 169, 170, 171, 177, 180, 183, 187, 191, 194,
195, 201, 205, 206, 208 y 209.

Con soluciones estandares se obtuvo el espectro de masas y el tiempo de retencion de
DDT, DDE y de los 41 congéneres de PCBs utilizados por modo SCAN, para determinar los
iones caracteristicos de cada compuesto que seran utilizados para la cuantificacion en las
muestras, la cual se realizara por monitoreo selectivo de iones (SIM).

Las muestras se inyectaron por el método de split pulsado, con un programa de
temperatura en el horno que inicia a 100 °C se mantiene 2 minutos, seguido de una rampa de
20 °C/min hasta 200 °C seguido de una rampa de temperatura de 15°C/min hasta 310 °C
durante 5 min.

Las muestras fueron interpoladas en una curva de calibraciéon la cual presentd un
intervalo de concentraciones lineal de 2 a 100 ppb. Los limites de deteccion fueron de 0.6 a 2
ppb. Los porcentajes de recobro fueron de 78 % a 114 % para el estandar certificado de
referencia EC-2 “A Lake Ontario Blended Sediment for Toxic Organics” del National Water
Research Institute, Canada.

6.5.2. Cuantificacion de metales
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Se cuantifico el metaloide As y los metales Cd, Pb y Hg. Las muestras fueron digeridas de la
siguiente manera: en vasos de precipitado se colocd 500 mg de sedimento, 10 ml de &cido
nitrico y 0.5 de acido perclorico concentrado, se instalaron en parrillas de calentamiento a una
temperatura maxima de 80 °C y se taparon con un vidrio de reloj. El procedimiento se realizo
por duplicado. Una vez eliminada la materia organica, indicado por la desaparicion de los
humos blancos y quedando 1ml de la muestra, se le agregd acido nitrico al 0.2 %, se paso por
un papel filtro Wathman No. 1 con capacidad de retencion de particulas mayores a 11um y se
aford a 25 ml para su lectura en el espectrofotometro de absorcidn atomica.

Como control de calidad se utilizo el estandar de referencia 2710 para sedimento
avalados por el Nacional Institute of Standards and Technology (NIST). Los estandares y cada
punto de la curva de calibracion se digirieron simultdneamente con las muestras de sedimento
(Parlak y cols. 2006, NOM-117-SSA1-1994, NMX-AA 051-SCFI-2001).

6.5.3 Cociente de peligro

Se obtuvo el cociente de peligro (CP) para cada compuesto mediante la siguiente formula:

_Ce

CP = —
Cr

Donde:
CP= Caociente de peligro
Ce= Concentracion de exposicion

Cr= Concentracion de referencia

Como concentracion de referencia se utiliza la propuesta por la guia de calidad de
Canada (ISQG).
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7. ANALISIS ESTADISTICO
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Se realiz6 la prueba de Bartlett y Shapiro-Wilk para homogeneidad de varianzas y normalidad,
respectivamente para las variables de cito y genotoxicidad.

Para citotoxicidad los datos resultaron no paramétricos por lo que se aplico la prueba
de Kruskal Wallis seguido por la prueba de Dunn con una p < 0.05. Para genotoxicidad los
datos fueron paramétricos y se analizaron con ANOVA y Tukey p < 0.05.

Se realizd un andlisis de regresion para obtener curvas concentracion- respuesta de los
sedimentos 230 y 280.

Se empled el método probit para obtener la concentracion efectiva CE,; para

citotoxicidad y CEz3, para genotoxicidad.
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8. RESULTADOS
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8.1. Inspeccion y seleccion de sitios de muestreo

Se realiz6 la inspeccidn de acuerdo a la metodologia de evaluacion de riesgo integrado (Mejia
y cols. 2004, Torres-Dosal y cols. 2006), para seleccionar los puntos de muestreo,
considerando las fuentes de contaminacion y/o descargas urbanas, agricolas e industriales, la
accesibilidad del terreno y distancia de 0.5 a 1 km entre cada punto. El recorrido se llevo a
cabo los dias 24 y 25 de febrero del afio 2011. En la Figura 7, se muestra la ubicacién de cada

punto de muestreo, los cuales se describen a continuacion:

) \:‘\
4 c»zmoGOOS‘le‘

$1700D

Figura 7. Ubicacién de los puntos de muestreo de la Barranca Sambrano y de las industrias. Industria quimica del
Itsmo (A), Poliestireno y derivados (B), Industrias derivadas del etileno (C), Sintesis orgéanicas (D), Polaquimia
(E), Forjas Spicer (F), Metapol (G), CIA Siderurgica de California (H).

290: 2487 msnm, 19° 22° 58.5” N y 98° 03’ 19.4” O. Se ubica al inicio de la barranca
Sambrano, se consider6 como sitio de referencia por no existir evidencia aparente de
contaminacion, antes de recibir descargas industriales o urbanas.
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280: 2470 msnm, 19° 23* 28” N y 98° 3” 42.4” O. Se ubica después de descargas
industriales.

270: 2461 msnm, 19° 23 48.7” N y 98° 3° 47.1” O. Se localiza cerca de una zona
urbana y diversas descargas, entre ellas la de una bloquera.

260: 2451 msnm, 19° 24” 24.2” N, 98° 3* 55.5” O. Este sitio fue elegido por la
presencia de zonas agricolas y urbanas, ademas de actividad de pastoreo.

250: 2450 msnm, 19° 24’ 33.9” N, 98° 4’ 7.5 O. Se ubica en zona agricola, se
percibid un olor a benceno y un color negro en agua y sedimento.

240: 2430 msnm, 19° 24° 47.7” N y 98° 4’ 30.6” O. Se sitla después de las descargas
industriales, rodeado por terrenos de cultivo, algo peculiar fue la presencia de restos animales
a la orilla del cauce.

230: 2431 msnm, 19° 24” 48.3” N y 98° 4* 47.7” O. En este punto se percibio el
cambio en la coloracion y olor del cauce, una zona de color negro y otra rojiza, con presencia
de terrenos agricolas de riego.

220: 2419 msnm, 19° 24’ 41.1” N y 98° 5’ 6.4” O. En este punto el agua es utilizada
para terrenos de riego, aunado a esto, encontramos caballos en descomposicion y esqueletos a
la orilla del cauce.

210: 2420 msnm, 19° 24° 45.9” N y 98° 5’ 32.4” O. Se observé la presencia de
asentamientos urbano, nifios jugando y animales pastando a la orilla del cauce.

200: 2417 msnm, 19° 25> 7.7” N y 98° 5’ 42.4” O. Sitio ubicado antes de la
confluencia de la barranca Sambrano con el rio Texcalac, se identifican sitios de pastoreo y se

percibieron particulas blanquecinas suspendidas en agua.

8.2. Caracterizacion fisicoquimica del sedimento

En la Figura 8, se expresan los resultados del potencial de hidrégeno y materia organica de
sedimentos superficiales de la barranca Sambrano. Se observo un comportamiento ascendente,
del inicio de la barranca hasta su confluencia con el rio Texcalac, el pH va de &cido a
moderadamente alcalino. Basado en la clasificacion de la NOM-021-SEMARNAT-2000, el
sitio mas acido fue el 290 ubicado al inicio de la barranca, con valor de 5.4. Los sitios medios
de muestreo 280, 270, 260 y 250 se clasifican como neutros, mientras que los puntos ubicados

al final del cauce, 240, 230, 220, 210 y 200 se catalogan como medianamente alcalinos.
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—a—pH | 540 | 7.00 | 687 | 7.30 | 6.77 | 7.80 | 7.40 | 7.47 | 810 | 7.50
-e-MO| 383 | 475 | 629 | 276 | 521 | 6.77 | 0.77 | 2.45 | 11.04 | 1.99

Figura 8. Potencial de hidrégeno y materia orgénica de sedimentos superficiales de la barranca Sambrano

En cuanto a materia orgéanica los puntos 290, 280, 260, 250, 230, 220 y 200
presentaron porcentajes bajos de MO (< 6.0 %). Los puntos 270 y 240 se consideran con
valores medios de MO, mientras que el punto 210 presento el porcentaje mas alto.

La CE de los sedimentos 290, 260, 240, 230, 220, 210 y 200, se clasifica como de baja
salinidad y ligeramente salinos a los puntos 280, 270 y 250.

Las muestras 280, 230, 210 y 200 presentaron una CIC media (< 25 Cmol*/kg),
mientas que un valor entre 25-40 Cmol*/kg considerado alto, se encontrd en los sedimentos
290, 270, 260, 240 y 220, y muy alto el sedimento 250 (> 40 Cmol*/kg) de acuerdo a la NOM-
021-SEMARNAT-2000 (figura 9).
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Figura 9. Conductividad eléctrica y capacidad de intercambio catidnico de sedimentos superficiales de la
barranca Sambrano

100%

80%

60%

40%

Porcentaje

20%

0%

e

.....
oRenl

200

210

220

230

240

250

260

Sitio de muestreo

270

280

290

OLimo

@ Arcilla

B Arena

Figura 10. Porcentaje de arena, arcillay limo de sedimentos superficiales de la barranca Sambrano.
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La Figura 10 representa los porcentajes de arena, arcilla y limo de sedimentos
superficiales de la barranca Sambrano. La textura de los sedimentos areno francosa fue la
predominante en los puntos 280, 270, 260, 240, 230 y 200. Las muestras presentaron un
porcentaje mayor de arena, a excepcion del punto 290 con una textura franco arcilloso y una

distribucion homogénea de arena limo y arcilla.

8.3. Evaluacidn toxicoldgica del sedimento

Los resultados de la evaluacion toxicoldgica se presentan a tres niveles de organizacion:
molecular, analizando el indice de dafio al DNA; celular, comparando la citotoxicidad de los
celomocitos incubados con rojo neutro; e individual, evaluado el porcentaje de letalidad de E.
foetida expuesta al sedimento directo (100 %) o diluido (60 % y 40 %).

8.3.1. Letalidad

La Figura 11 muestra los porcentajes de letalidad de los sedimentos superficiales, agrupados
en tres niveles de toxicidad. EI primer grupo es el comprendido por los sedimentos 290, 250,
200 y 270, en donde E. foetida mostr6 baja letalidad al exponerse al sedimento sin diluir, en
los tres primeros no hubo letalidad y solo el cuarto mostr6 una letalidad del 53.3 %. El resto de
los sedimentos fue 100 % letal para los organismos, por lo que se realiz6 una dilucién con
suelo previamente caracterizado con un contenido de 10 % de materia organica (Corona et al
(2008), para disminuir el efecto de los sedimentos y obtener organismos vivos para las pruebas
de cito y genotoxicidad. El segundo grupo quedo integrado por los sedimentos 280, 260, 210
que presentaron baja letalidad para E. foetida al diluirse al 60%, en donde solo el sedimento
210 mostro una letalidad del 65 %. El tercer grupo formado por los sedimentos 240, 230 y 220
los cuales tuvieron que diluirse al 40 % para obtener organismos vivos, ain a esta dilucion el

sedimento 220 produjo una letalidad del 30 %.

8.3.2. Citotoxicidad
En la prueba de citotoxicidad, los sedimentos mostraron absorbancias que superan de 1.5 a 2.7
veces el valor del TN, y todos excepto el 290 fueron estadisticamente significativos. Los

sedimentos 200 y 270 resultaron ser los mas citotoxicos del grupo sin diluir (figura 12).
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Figura 11. Letalidad de Eisenia foetida expuesta a sedimento superficial de la barranca Sambrano. Las barras
representan el porcentaje de letalidad: verde, en sedimento sin diluir; amarillas, en sedimento diluido al 60 %; y

rojas, en sedimento diluido al 40 %.

Citotoxicidad (absorbancia a 540 nm)

Figura 12. Citotoxicidad de celomocitos de Eisenia foetida expuestos a sedimento sin diluir (100%). Las letras

desiguales representan diferencias significativas con Kruskall-Wallis y Dunn’s p < 0.05.

El grupo de los sedimentos que requirieron ser diluidos al 60 % fueron capaces de inducir un

dafio superior y estadisticamente significativo, en donde las muestras 260 y 280 se consideran

las més citotoxicas de este grupo con absorbancias 2.6 veces mayor que el TN (figura 13).

55




1.2 -

e b
c

o 4

g 10 .

© C

g I T

©

;g 0.6 - d

S o4 - a

5

S 02 -

R

x

S 00

= 260 | 280 | 210 | N TP
© 0714 | o714 | 0433 | . | 0278 0.895

Figura 13. Citotoxicidad de celomocitos de Eisenia foetida expuestos a sedimento diluido al 60%. Las letras
desiguales representan diferencias significativas con Kruskall-Wallis y Dunn’s p < 0.05.

Por su parte los sedimentos del tercer grupo cuya elevada letalidad les requirio ser
diluidos al 40 %, no mostraron citotoxicidad con respecto al TN (figura 14).

Las Figuras 15 y 16 representan las curvas concentracion-respuesta citotoxica para el
sedimento 230 y 280 con un efecto maximo en la dilucién del 60 % de 0.433 + 0.07 y 0.395 +
0.02 respectivamente. La contribucion de X? (230 = 0.0034 y 280 = 0.0015) fue menor al
valor de X? para una p < 0.05 con n-2 grados de libertad (230 = 7.82 y 280 = 3.34) este
resultado muestra que los datos se ajustan a una linea recta y es valido obtener la
concentracion efectiva. Mediante el método probit se obtuvo la concentracion que produce un
efecto citotoxico similar al testigo negativo (CE»7), el sedimento 230 resultd ser mas citotoxico
que el 280 al requerir ser diluido hasta un 6.2 £ 8.9 % para mostrar un absorbancia igual al
testigo negativo (0.275 £ 0.05) comparado al 37.4 +8.3 % del sedimento 280.
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Figura 14. Citotoxicidad de celomocitos de Eisenia foetida expuestos a sedimento diluido al 40 %. Las letras
desiguales representan diferencias significativas con Kruskall-Wallis y Dunn’s p < 0.05.
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Figura 15. Curva Concentracion-Efecto citotdxico del sedimento 230 de la barranca Sambrano.
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Figura 16. Curva Concentracion-Efecto citotdxico del sedimento 280 de la barranca Sambrano.

8.3.3. Genotoxicidad

El sedimento 230 presento el dafio maximo con un DICA de 208.3 + 8.6, los tres sedimentos

fueron significativamente superior a la fragmentacion expresada por el TN (67.9 £ 21.8), no

hubo diferencias significativas entre los sedimentos 290 y 280 (figura 17).
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Figura 17. Comparacién del DICA entre sedimentos de la barranca Sambrano. Las letras desiguales representan
diferencias significativas con ANOVA y Tukey p < 0.05.
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Las Figuras 18 y 19 representan las curvas concentracion-respuesta genotoxica para el

sedimento 230 y 280 con un efecto maximo en la dilucién del 60 % de 208.3 £ 7.6 y 142.6

9.3 respectivamente.
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Figura 18. Curva Concentracion-Efecto genotéxico del sedimento 230 de la barranca Sambrano.
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Figura 19. Curva Concentracion-Efecto genotoxico del sedimento 280 de la barranca Sambrano.
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La contribucién de X? (230 = 0.5296 y 280 = 0.0296) fue menor al valor de X? para
una p < 0.05 con n-2 grados de libertad (230 = 7.82 y 280 = 3.34) este resultado muestra el
ajuste a una linea recta. Mediante el método probit se obtuvo la concentracion que produce un
efecto genotoxico similar al testigo negativo (CEzs), el sedimento 230 resultd ser mas
genotdxico que el 280 al requerir ser diluido hasta un 10.3 + 1.6 % para mostrar un DICA

igual al TN (67.9 £ 21.8) comparado al 22 + 0.8 % del sedimento 280.

8.4. Determinacion de compuestos organicos persistentes y metales

En la Figura 20 se observa el perfil de congéneres de PCBs en las muestras 290, 280 y 230 de
sedimento superficial de la barranca Sambrano. El valor total de PCBs para la muestra 230 es
de 93 941.3 pg/kg, sobrepasando el limite de la Norma establecida por el Departamento de
Proteccion Ambiental de New Jersey (70 pg/kg) y la Norma del Ministerio Ambiental del
Consul de Canada (34.1 pg/kg) para la proteccion de la vida acuética. El cociente de peligro
fue muy superior a la unidad lo cual representa un riesgo para la vida acuatica con un valor de

2762 considerando la norma Canadiense.

1000000 5530 SPCBs = 93 941 pglkg (Cp = 2762)
280 SPCBs = 135 pg/kg (Cp = 3.9)
100000 1 ®W290 PCBs = 186 pg/kg (Cp = 5.5)
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Figura 20. Perfil de congéneres de bifenilos policlorados en tres muestras de sedimento superficial de la barranca
Sambrano. CP = cociente de peligro obtenido con base al ISQG (Interim freshwater sediment quality guidelines)
de la norma Canadiense para la proteccion de la vida acuética.
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Las concentraciones de 135.2 y 185.9 pug/kg para los sedimentos 280 y 290,
respectivamente, sobrepasan las normas antes mencionadas. EI CP tomando en cuenta la
norma Canadiense es de 3.9 y 5.5 para los sedimentos 280 y 290, respectivamente.

El DDT se encontrd en las tres muestras con valores de 0.3, 2.15 y 23 pg/kg para las
muestras 230, 280 y 290, respectivamente. Solo el sedimento 290 presentd valores por arriba
de las normas para proteccion de la vida acuatica. EI CP fue de 3 considerando la norma de
New Jersey (8 ng/kg) y 19 tomando en cuenta la norma Canadiense (1.19 pg/kg).El DDE solo
se encontrd en las muestras 230 y 290 con valores de 0.3 y 0.6 pg/kg respectivamente, valores

por debajo del limite establecido por las normas (figura 21).

=230 Cp DDT = 0.25
25 =280 CpDDT = 1.8
=290 Cp DDT = 19

DDT (ug/kg) DDE (ug/kg)

Figura 21. Niveles de DDT y su metabolito DDE en tres muestras de sedimento superficial de la barranca
Sambrano. Cp = cociente de peligro obtenido con base al ISQG (Interim freshwater sediment quality guidelines)
de la norma Canadiense para la proteccion de la vida acuética.

Las muestras 230, 280 y 290 presentaron valores de As de 2.79, 1.11 y 0.07 pg/kg
respectivamente, el Hg solo se detectd en la muestra 280 con 0.01 pg/kg, el Cd se encontré en
valores de 0.12, 0.17 y 0.04 pg/kg vy el Pb en 17.32, 8.43 y 3.35 pg/kg para 230, 280 y 290
respectivamente (figura 22), ninguno de los valores encontrados sobrepasaron los limites

establecido por las normas de New Jersey y Canadé, con un cociente de peligro menor a 1.
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18 | m230AsCp=0.4,HgCp=0,Cd=0.2,Pb=05
=280 As Cp=0.2,Hg Cp =0, Cd = 0.3, Pb = 0.2
m290 AsCp=0, HgCp=0,Cd=0.1,Pb=0.1

As (mg/kg) Hg (mg/kg) Cd (mg/kg) Pb (mg/kg)

Figura 22. Niveles de metales pesados en tres muestras de sedimento superficial de la barranca Sambrano. Cp
cociente de peligro obtenido con base al ISQG (Interim freshwater sediment quality guidelines) de la norma
Canadiense para la proteccion de la vida acuética.
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Los parametros fisicoquimicos en la actualidad se han convertido en una herramienta
complementaria dentro de los ensayos toxicoldgicos, ya que nos brindan informacién més
precisa sobre el movimiento que tienen los contaminantes dentro de la matriz estudiada.

Un alto porcentaje de materia organica y arcilla, elevada capacidad de intercambio
cationico y conductividad eléctrica, implican, una mayor adsorcion y retencion de
contaminantes aunado a un pH neutro que los estabiliza, bajo estas condiciones la movilidad y
biodisponibilidad se ve reducida. Los compuestos organicos se adsorben en las cargas
negativas de los minerales de arcilla de los sedimentos, si el porcentaje de materia organica es
bajo como es el caso de la mayoria de los sedimentos de la barranca Sambrano la movilidad y
biodisponibilidad de los contaminantes inmersos en los sedimentos serd mayor.

El punto 210 fue el sitio que presentd el mayor porcentaje de MO proveniente en gran
parte de las descargas urbanas ubicadas en la zona, esta caracteristica indicaria mayor
adsorcion y retencion de COPs, sin embargo, la movilidad y biodisponibilidad de los
compuestos se ve favorecida por el pH alcalino, baja CIC y CE, y textura franco arenosa que
en general presentaron el resto de los sedimentos.

Bajo estas condiciones los contaminantes como los COPs y metales se encuentran
biodisponibles y presentan mayor movilidad hacia otras matrices ambientales, pueden regresar
al medio acuético, disociarse como iones libres y participar en reacciones de intercambio
cationico con minerales y organismos vivos (Leal-Ascensio y cols. 2009), debido a que los
COPs son semivolatiles pueden transportarse por aire y ser depositados en suelo, o bien entrar
en la cadena trofica bioacumularse en plantas y animales, y biomagnificarse en organismos
superiores.

Los enfoques tradicionales para evaluar la calidad de un ecosistema han puesto mayor
énfasis en los componentes abidticos (suelo, sedimentos y agua), pero estos en determinado
momento son insuficientes ya que falta informacion sobre los posibles efectos de estos
componentes sobre los organismos. La exposicion a mezclas complejas de sustancias
contaminantes, especialmente cuando se producen en bajas concentraciones, no siempre
producen efectos letales sobre los organismos, pero si efectos subletales que pueden
presentarse a niveles moleculares, bioguimicos y fisiologicos los cuales pueden influir en la

supervivencia a largo plazo de las poblaciones (Pathiratne y cols. 2008).
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La evaluacion de efectos subletales sobre los sistemas biolégicos como objetivo de la
accion toxica, junto con el analisis quimico de muestras ambientales puede proporcionar
mayor informacién acerca del bienestar de los ecosistemas. Su relacion puede ser util como
herramientas de diagnostico ambiental integrado y servira para el desarrollo de estrategias de
control y medidas de prevencion de la contaminacion (Pathiratne y cols. 2008).

La mayoria de las evaluaciones de riesgo ecoldgico se realizan a mezclas complejas a
través de analisis quimicos rutinarios, sin embargo, para hacer una evaluacion adecuada de la
contaminacion del suelo, también se pueden usar bioensayos para evaluar rapidamente la
exposicion y demostrar los efectos potenciales de mezclas de compuestos con capacidad
genotdxica (Xiao y cols. 2006).

La prueba de letalidad permitié agrupar a los sedimentos en tres niveles de toxicidad.
El primer grupo de baja toxicidad comprendido por los sedimentos 200 y 290 ubicados al
inicio y final de la barranca y los sitios 250 y 270 localizado en el centro, sin embargo el
ensayo de rojo neutro para evaluar el dafio a nivel celular demuestra capacidad citotdxica de
los sedimentos con absorbancias que disminuyen en el siguiente orden 200 > 270 > 250 > 290,
los tres primeros estadisticamente significativos con respecto al testigo negativo, aunque el
290 no fue significativo el efecto citotoxico ocasionado a la membrana lisosomal de los
celomocitos de E. foetida ocasiond no retencion del rojo neutro en la célula presentandose
como un incremento de la absorbancia casi al doble del testigo negativo. A pesar de que el
sedimento 290 se consider6 como un sitio de referencia, produjo un dafio a nivel molecular
sobre el DNA extraido de los celomocitos de E. foetida, con un DICA superior y significativo
al TN.

En el segundo grupo de mediana toxicidad, se incluyen los sedimentos 280, 260 y 210
los cuales requirieron ser diluidos al 60 % para evitar la letalidad de E. foetida. EI 280 se ubica
cerca de una zona industrial, el 260 en region agricola y el 210 en &rea urbana, y los tres
presentaron un nivel de citotoxicidad superior y estadisticamente significativo con respecto al
TN, la magnitud del efecto fue en el siguiente orden 280 = 260 > 210, curiosamente el
sedimento 210 presentd mayor letalidad, si bien esto parece incongruente puede ser posible
debido a que los diversos mecanismos de toxicidad, la letalidad puede deberse a un efecto
sistémico y no necesariamente a un dafio de la membrana lisosomal que es lo que evalua la

técnica de rojo neutro. Con respecto a la genotoxicidad solo se evaluo el sedimento 280 el cual
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aun diluido fue capaz de inducir dafio al DNA con el doble de la magnitud que el testigo
negativo.

Finalmente, el tercer grupo de elevada toxicidad se conformo por los sedimentos 220,
230 y 240 que tuvieron que ser diluidos al 40 % para obtener organismos vivos. Estas tres
muestras no se encuentran dispersas como los dos grupos anteriores, estan continuas y
ubicadas en una zona agricola. El sedimento 220 resulto ser el méas agresivo con un valor de
letalidad del 30 %, en la prueba de citotoxicidad no se observa diferencias entre los tres y solo
a esta dilucién no mostraron dafio lisosomal con respecto al testigo negativo, sin embargo la
prueba del ensayo cometa demuestra que el sedimento 230 es el més genotdxico, con un DICA
de 208, superando los sedimentos 280 (sedimento diluido al 60 %) y 290 (sedimento sin
diluir), e incluso al testigo positivo con un indice de dafio de 143, 129 y 164 respectivamente.

Las curvas concentracion-efecto citotoxico y efecto genotoxico reafirman que el
sedimento 230 es mas toxico que el 280. La muestra 230 requiere diluirse hasta un 6.2 % para
citotoxicidad y 10 % para genotoxicidad, y asi mostrar un efecto similar al TN, contra un 37 %
y 22 % para el sedimento 280.

La evaluacion a tres niveles de toxicidad (individuo, celular y genotoxicidad),
permitio diferenciar entre sedimentos e identificar indirectamente areas de mayor y menor
contaminacion. Una zona de menor contaminacion (efectos moderado) localizada al inicio de
la barranca, una zona de alta contaminacion (efectos severos) ubicada en una zona agricola,
posiblemente relacionada con descargas puntuales.

La capacidad de los sedimentos para causar dafio a E. Foetida puede estar relacionada
con los agentes quimicos que se descargan a la barranca Sambrano, la determinacién analitica
de tres muestras (290, 230 y 280), correspondientes a cada uno de los grupos de baja, alta y
toxicidad media, demuestra la presencia de bifenilos policlorados que superan la norma
canadiense de proteccién de la vida acuatica, con una alarmante concentracién de PCBs en el
sedimento 230 (93 941 pg/kg), ubicado en el grupo de elevada toxicidad lo cual refuerza la
hipdtesis de descargas puntuales en esta zona.

Juarez-Santacruz y cols. (2013) reportan niveles de PCBs en sedimentos del rio
Zahuapan y Atoyac que oscilan de 80 a 1876 pg/kg, ubicandose el valor mas alto en el rio

Atoyac, Espinoza-Reyes y cols. (2010) reportan concentraciones promedio de PCBs en suelo
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del &rea industrial de Coatzacoalcos de 600 pg/kg. El nivel encontrado en el sedimento 230
supera por mucho los valores reportados por estos autores.

Fue sorprendente el hallazgo DDT en el sedimento 290, éste se ubica al inicio de la
barranca Sambrano y se consideré como sitio de referencia. El uso agricola de este plaguicida
fue prohibido en México desde 1998, ademéas de que Tlaxcala no es una zona endémica de
paludismo (el DDT auln esta autorizado para uso en campafias sanitarias), si bien, el DDT es
un compuesto persistente que viaja a grandes distancias, lo mas logico seria encontrar su
metabolito (DDE), este hallazgo sugiere el uso clandestino y reciente en el Estado, o
transporte eolico de zonas agricolas de la region e incluso de otros estados. La concentracion
de DDT en el sedimento 290 (23 pg/kg) es relativamente baja comparada con otros sitios.
Waliszewski e Infanzén (2003) reportan niveles para suelo agricola en Puebla de 65 pg/kg,
mientras que en suelos y polvo de Chiapas (zona endémica para paludismo) las
concentraciones fueron de 26.98 mg/kg y 2119.8 mg/kg, respectivamente (Martinez-Salinas y
cols. 2011). Chen y cols. (2004) evaluaron tierras de cultivo regadas con efluentes de una
planta de tratamiento de aguas residuales y de aguas residuales sin tratamiento, cuantificando
plaguicidas organoclorados como isomeros de HCH, aldrin, endosulfan y DDT y sus
metabolitos, encontrando cantidades totales de COPs desde 6.69 hasta 534 pg/kg.

Cabe mencionar que la barranca Sambrano no es el Unico sitio que reporta DDT, en
suelo agricola del municipio de Cuapiaxtla, y en el Carmen Tequexquitla, en cultivos cercanos
a una industria que utiliza como materia prima clorobencenos, se reportan la presencia de
DDT, endosulfan, y hexaclorobenceno (Hernandez-Zamora y cols. 2006). Judrez Santacruz y
cols. (2013), reportan concentraciones de 18 pg/kg de DDT en la sierra de Tlaxco,
curiosamente zona no impactada por actividades humana lo que refuerza la hipdtesis de que el
valor encontrado en el sedimento 290 es por transporte eélico.

Los COPs y algunos metales se depositan en la fase sedimentaria y son capaces de
alterar la estabilidad de la membrana lisosomal de E. foetida en respuesta al estrés causado por
dichos xenobidticos, manifestandose con la salida del rojo neutro de los lisosomas al
citoplasma; Sanchez-Hernandez (2006) menciona que durante la exposicion se activan
mecanismos de respuesta como actividades cataliticas y enzimaticas, involucradas en el
metabolismo xenobidtico como glutation-S-transferasa (GST) e incremento de la peroxidacion

lipidica, que tras su activacion generan especies reactivas de oxigeno (EROS), que generan la
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formacion de lipidos hidroperdxidos provenientes de los acidos grasos polinsaturados de
membrana, causando alteracion en la integridad y funcion de la misma (Abuja y Albertini
2001).

La presencia de contaminantes en sedimento, no solo implica afectaciones a nivel
celular, sino a nivel de biomolécula. Los dafios celulares ocasionan un citosol muy denso,
mitocondrias condensadas, reticulo endopladsmico ligeramente dilatado, cromatina del nicleo
acumulada a lo largo de la envoltura y alrededor del nucléolo, contorno del nucleo irregular y
fragmentacion nuclear. Todo esto desencadena la activacion de proteasas, endonucleasas y
fosfolipasas. La activacion de endonucleasas provoca roturas sencillas y dobles del DNA, asi
como aumento de los niveles de p53, y poli-ADP riboxilacién y de proteinas nucleares
esenciales para la reparacion del DNA. La activacion de proteasas modifica sustratos, como
actina, proteinas conexas (formacion de vesiculas), y poli ADP ribosa polimerasa (PARP), que
inhibe la reparacion del DNA (Silbergeld 2001).

El valor de DDT sobrepasa los limites establecidos por la norma Canadiense para la
proteccién de la vida acuética con un cociente de riesgo de 19. La exposicion cronica por via
inhalatoria de ratas Wistar a 7 mg/m® de DDT, mostré un incremento significativo en la
frecuencia de MN y la fragmentacion del DNA en linfocitos, mucosa oral y células de mama
demostrado el efecto genotdxicos de este compuesto (Canales-Aguirre y cols. 2011).

Los valores de metales en las muestras se reportaron por debajo de la norma
Canadiense para la proteccién de la vida acuatica. Sin embargo, los niveles encontrados de As
(2.8 mg/kg) y Pb (17 mg/kg) en la muestra 230, deben ser tomados en cuenta. Un estudio
realizado en la laguna el Limon, reporté que niveles bajos de metales en sedimento de As =1
mg/kg, Cd = 2 mg/kg, Cr = 138 mg/kg, y Pb = 30 mg/kg), pueden llevar a la pérdida en la
productividad del desarrollo de especies (flora y fauna nativa) y eventos masivos de
mortandad de peces (Leal-Ascencio y cols. 2008).

Los resultados de este estudio demuestran la eficiencia del uso de bioindicadores y
bioensayos para evaluar escenarios potencialmente peligrosos como una herramienta de apoyo
en las primeras etapas de la metodologia de evaluacion de riesgo y que complementa el
analisis quimico de matrices ambientales. La presencia de PCBs en el sitio 230 implica un
riesgo latente para la biota. Gichner y cols. (2007), demuestra bioacumulacion de PCBs en

plantas de tabaco (28 mg/kg en hojas y 308 mg/kg en raiz) cultivadas en un suelo contaminado
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con 265 mg/kg de PCBs, asi como un incremento en el dafio al DNA y reduccion en el
crecimiento de la planta.

En época de estiaje el sedimento queda a la intemperie, siendo facilmente erosionado y
transportado a otra matriz ambiental, ademas el agua de la barranca es utilizada para riego en
algunas zonas agricolas, durante este proceso el sedimento superficial es removido y los
cultivos irrigados se vuelven receptores de los contaminantes, incrementando la probabilidad
de bioacumulacién en flora y fauna de consumo humano y por ende biomagnificacion en
organismos superiores incluyendo al hombre.

Los resultados de este trabajo sugieren evaluar la zona de mayor toxicidad en donde se
ubican los sedimentos 220, 230 y 240, aplicando biomarcadores de exposicion en biota y

estrategias para disminuir la exposicion.
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11. GLOSARIO DE TERMINOS
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Ecotoxicologia: Ciencia que se encarga de estudiar los efectos de las sustancias quimicas
sobre la estructura y funcion de los ecosistemas. De hecho valorar y predecir efectos
sobre estructuras altamente complejas es una tarea dificil de desarrollar y es por ello,
que se han disefiado modelos de valoracion de riesgos que nos permiten predecir
situaciones adversas sobre el medio ambiente producto de la liberacion de sustancias
quimicas.

Xenobiotico: Compuesto o sustancia toxica extrafia al organismo.

Riesgo ambiental: Se define como la probabilidad de ocurrencia que un peligro afecte directa
o0 indirectamente al ambiente y a su biodiversidad, en un lugar y tiempo determinado,
el cual puede ser de origen natural o antropogénico.

Escenario de exposicion: Es el area fisica que comprende el area geogréafica en riesgo.

Ruta de exposicion: Trayectoria que sigue un contaminante desde la fuente de emision hasta
el cuerpo receptor identificado como potencialmente expuesto.

Estimacion de la exposicion: Es el estudio de la ruta de exposicién, tiene por objeto llegar a
determinar la cantidad de sustancia toxica esta en contacto con un organismo durante el
periodo de exposicion.

Potencial: Proceso mediante el cual se determina un peligro o amenaza que comprometa la
calidad del agua, aire o suelo el cual pone en riesgo a la salud del ser humano y a la
biodiversidad como consecuencia de la exposicion a fuentes contaminantes del
ambiente en un lugar y tiempo determinado como consecuencia de actividades de
origen natural o antropogeénico.

Evaluacion del riesgo ambiental: Es el proceso mediante el cual se determina si existe una
amenaza potencial que comprometa la calidad del agua, aire o suelo, poniendo en
peligro la salud del ser humano como consecuencia de la exposicién a todos los
productos toxicos presentes en un sitio, incluyendo aquellos compuestos téxicos
presentes que son producto de actividades industriales ajenas al sitio o cualquier otra

fuente de contaminacion, y define un rango o magnitud para el riesgo.
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