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Introduccion

“Only when the last tree has been cut down; only when the last river has been poisoned; only when the last

fish has been caught; only then will you find that money cannot be eaten”

Proverb, American Indian

La evaluacion del riesgo ambiental (ERA) es un proceso que tiene como
objetivo asignar magnitudes y probabilidades a los efectos adversos de la
contaminacién en receptores humanos y ecoldgicos (OPS, 1999; Suter,
2007). En consecuencia, éste proceso resulta ser un instrumento que puede
utilizarse para definir si un sitio contaminado merece o no ser intervenido.
Con ello, puede establecerse si el grado de contaminacion presente en un
sitio genera efectos nocivos; entre mayor sea el riesgo de que la
contaminacion afecte a los seres vivos, mayor serd la necesidad de

instrumentar programas de restauracion.

Por razones practicas y teodrico-conceptuales, el desarrollo histérico
metodoldgico de la evaluacién de riesgo se ha desarrollado, por un lado,
para evaluar salud humana (OPS, 1999) y por otro, para la evaluar a la
vida silvestre o a los ecosistemas (EPA, 1998). Estas metodologias han sido
uno de los principales instrumentos de la gestién ambiental del riesgo. En
materia ambiental, las decisiones no pueden ser completamente adecuadas
si s6lo se considera de forma parcial la proteccion a los humanos o sélo a
las otras especies biolégicas, poblaciones 6 ecosistemas. En muchos casos
la contaminacién ambiental afecta mas a los receptores no humanos por
presentar una mayor exposicidon o incluso éstos individuos resultan ser los
mas sensibles a los efectos negativos (Suter 1993; Aylward et al 1996; Van

der Schalie et al 1999), éstas caracteristicas frecuentemente conducen que
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Introduccién

tanto los evaluadores de riesgo humano como ecoldogico, generen
evidencias que podrian parecer contradictorias acerca de la naturaleza de

los riesgos asociados a un sitio contaminado.

En la actualidad, ha surgido la necesidad y la exigencia legal de establecer
mejores niveles de proteccién tanto al ser humano como a los otros
componentes del ambiente, asi como el de hacer de las metodologias de
evaluacion de riesgo procesos mas efectivos, eficientes y sistémicos (Wayne
et al 2003; INE, 2005). Las necesidades de integracion de metodologias de
riesgo requieren de enfoques centrados en escenarios reales que se
presentan en los sitios contaminados, tales como: la presencia de mezclas
de contaminantes, diferentes compartimientos ambientales, varias rutas de
exposicién y, principalmente el impacto simultdneo sobre los diversos

receptores tanto ecoldgicos como humanos (INE, 2005).

Los humedales son ecosistemas caracterizados principalmente por su
régimen hidrico; éstos son porciones de tierra que estda temporal 6
permanentemente inundada. De acuerdo con el RAMSAR, se consideran
como como humedales los pantanos y marismas, lagos y rios, pastizales
hiumedos y turberas, oasis, estuarios, deltas y bajos de marea, zonas
marinas proximas a las costas, manglares y arrecifes de coral, asi como
sitios artificiales como estanques piscicolas, arrozales, embalses y salinas.
Los humedales bajo todas sus modalidades, son ecosistemas que prestan
servicios Unicos a las poblaciones humanas y aportan determinantemente al
bienestar de las comunidades en donde estos se ubican; éstos asumen una
importancia ecoldgica, econdmica Yy sociocultural desproporcionada en
relacién con su tamafio. Los humedales desempefian un papel esencial en el
ciclo hidrolégico regional, suministran el agua necesaria para el
mantenimiento de los servicios ambientales (p. €j., la diversidad bioldgica,
captura de carbono y depuracion de aguas contaminadas), para el consumo
de los seres humanos, para la produccion agricola y las actividades
recreativas. También, proporcionan alimentos y fibras; son centros de
desarrollo econdmico para la industria, el transporte, la produccion de
alimentos y el turismo; asimismo son lugares de los que dependen especies

vegetales y animales Unicas. Dada su importancia de estos ecosistemas son
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Introduccién

sujetos a presiones como sobreexplotacion, contaminacion y destruccion del
habitat que de manera conjunta ponen en riesgo su productividad y

persistencia en el tiempo.

Como una aportacion a la conservacion de los ecosistemas mexicanos asi
como a los nuevos requerimientos de integracion de la informacién de los
riesgos asociados a la exposicion de contaminantes, el grupo de toxicologia
ambiental de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi (UASLP) ha
disenado y propuesto un abordaje metodoldgico integrado que contempla
tanto a la poblacion humana como a los otros receptores ecoldgicos en un
s6lo proceso de evaluacién (Ilizaliturri et al 2009), para de esta manera,
brindar informaciéon completa, coherente y consistente que apoye la toma
de decisiones y como un aporte a las estrategias de estudio, conservacion y
restauracion de los ecosistemas mexicanos. La propuesta metodoldgica se

describe de manera detallada en la seccién de metodologia general.

Para la implementacién de la metodologia se han elegido: 1) el sitio minero
de Villa de la paz, Matehuala y; 2) el sitio industrial de Coatzacoalcos,
Veracruz. El sitio minero de Villa de la paz, Matehuala esta ubicado al norte
del estado de San Luis Potosi. En este sitio ya se ha demostrado la
existencia de contaminacion por metales pesados y arsénico, asi como
efectos genotdxicos en receptores humanos y ecoldgicos y alteraciones en
la composicion de especies de las comunidades vegetales y animales
presentes en el sitio. La regidon industrial de Coatzacoalcos su ubica en el
sureste del estado de Veracruz. En este lugar se encuentran algunos de los
complejos industriales mas grandes e importantes de México y América
latina. Actualmente, la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos es considerada
como uno de los sitios mas contaminados de México. Estudios ambientales
en la region han demostrado la presencia de diversos agentes toxicos
(Cuadro 2) en los diferentes medios ambientales y en la vida silvestre
derivados principalmente de las actividades industriales, comerciales y
agropecuarias de la region (Rosales-Hoz and Carranza-Edwards 1998;
Bahena-Manjarrez et al 2002; Rosales Hoz et al 2003; Bozada and
Bejarano, 2006).
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Introduccién

Objetivos

El objetivo general de esta investigacion es la aplicaciéon de una
metodologia para evaluar el riesgo ecoldégico en la fauna de los humedales
de Coatzacoalcos, Veracruz. Para la consecucion del objetivo general se han

planteado los siguientes objetivos especificos:

e Seleccionar organismos silvestres para su uso como bioindicadores
ambientales en el proceso de evaluacién de riesgo.

e Seleccionar los biomarcadores de exposicién y de efecto en los
grupos animales seleccionados.

e Estandarizar los métodos de Ilaboratorio para analizar los
biomarcadores.

e Evaluar el estado general de salud de los individuos a través de
biomarcadores de exposicidon y efecto.

e Integrar los efectos biolégicos con la exposicidon a contaminantes.

Metodologia General

En el esquema de la Figura 1 se muestran las diferentes etapas que
componen la metodologia integrada de riesgos. Aunque a continuacién se
describe con detalle el proceso general de evaluacion, cabe sefalar que
esta investigacién se enfoca Unicamente en el escenario ecoldégico y

particularmente en el ecosistema de humedal.

En la primera etapa de la metodologia se genera un modelo de sitio,
tomando en cuenta las condiciones del area y los toxicos presentes. Se
establecen las principales rutas de exposicion y se definen las poblaciones
receptoras. Para los humanos la definicion como poblacién receptora se
basa en los puntos de exposicion a los contaminantes, para la biota, dado el
gran numero de especies susceptibles al riesgo, la determinacion vy
seleccion de las especies criticas es un punto clave. En esta fase se toman
como criterios de seleccion: la facilidad de captura, el tipo de contaminante,

las rutas y vias potenciales de exposicion, el conocimiento de la biologia de
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Introduccién

las especies, la posicion en la red tréfica, el estatus de conservacion, el
grado de exposicion a contaminantes, los factores de vulnerabilidad
fisiolégicos o del comportamiento que aumenten la exposicion o la

absorcidon de contaminantes.

Antecedentes generales _l
Escenario humano | Escenario ecolégico
Evaluacion del |

sitio [Terrestre[Humedal Acudtico

Analisis cartografico
y visita al sitio

Integracidn Maodelo preliminar
preliminar

|r\-1cn|t0feo ambiental y

.

bioldgico
Seleccion de A > Pruebas
contaminantes criticos ecotoxicologicas
I Evaluacion de la
Evaluacion de la * T exposicion v 1
exposicion Biomarcadores ' Biomarcadores

Evaluacién de

Evaluacion de los efectos &=
los efectos Biomarcadores Biomarcadores

Indices bidgticos

J

Caracterizacion Caraclerizacion del
del riesgo : resgo : : —
[Escenaric humana | Escenario ecolégico|
Integracicén final [ Escenario integrado |

Figura 1. Metodologia integrada de riesgos (Ilizaliturri et al 2009).

En la siguiente etapa se evalla la exposicion en los diferentes receptores a
través de: i) un monitoreo ambiental, con el fin de determinar
concentraciones de los contaminantes presentes en el sitio y ii)
biomarcadores de exposicion. Ambas evaluaciones son de utilidad para el
establecimiento de un gradiente de concentracién y/o para la elecciéon de
sitios de referencia. Para el caso de la biota, para muchas especies no es
posible encontrar valores de referencia, y por lo tanto se deben generar
mediante modelos toxicoldgicos o por la comparacién con valores toxicos de

referencia (TRV s por sus siglas en ingles).
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Introduccién

Posteriormente se evallan los efectos en las poblaciones en riesgo, para lo
cual se utilizan biomarcadores de efecto (genotdxicos, enddcrinos, etc.).
Para la evaluacion de los efectos en niveles de organizacion bioldgica
superiores en el escenario ecoldgico (individuo, poblaciéon y comunidad) se
toman en cuenta caracteristicas generales de los individuos, parametros

poblacionales e indices bidticos para la comunidad.

Enseguida se realiza la caracterizacion del riesgo en los diferentes
escenarios. Es aqui donde se propone la caracterizacion integrada del riesgo
que permite la asignaciéon conjunta de las magnitudes de los efectos
adversos en el sitio de estudio. La caracterizacién de riesgo se realiza a
través del juicio conjunto de las lineas de evidencia seleccionadas en el
estudio; estas lineas pueden ser representadas por los efectos, las
concentraciones de contaminantes en el ambiente o los biomarcadores de

exposicién (Ver Pagina 27-Seleccion y Analisis de las Lineas de Evidencia).

En los siguientes capitulos se describird con mas detalle la aplicacion de

esta metodologia en la presente investigacion.

Principales Aportes de la Investigacion

Los enfoques tradicionales de evaluacién de la salud de los ecosistemas
aplicados en el area de Coatzacoalcos, han puesto mayor énfasis en la
evaluacion de los componentes abidticos (suelo, sedimentos, agua y aire) y
en menor grado en la exposicidon de los organismos a los contaminantes
(Ruelas-Inzunza et al 2007; Ruelas-Inzunza et al 2009). Estos esquemas de
monitoreo ambiental aunque son Utiles, han demostrado ser insuficientes
porque carecen de informacidn acerca de los posibles efectos en la biota

residente.

Desde el punto de vista ecotoxicoldgico, la exposicion a contaminantes no
siempre resulta en efectos letales en la biota, sino que también se pueden
producir efectos subletales sutiles a diferentes niveles de organizacion
bioldgica que pueden eventualmente influir en la viabilidad de las

poblaciones en el largo plazo (Triebskorn et al 2001, Moraes et al 2003).
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En este sentido, la presente investigacion aporta en las siguientes

vertientes del conocimiento:

e Apoya el diseno de una propuesta metodoldgica de evaluacién
integrada de riesgos practica y flexible que permita su aplicacién en
diferentes escenarios de contaminacion ambiental a nivel nacional.

e Evalla el estado de la contaminacion ambiental actual en la regién
de Coatzacoalcos.

e Caracteriza los riesgos en los ecosistemas de la region de
Coatzacoalcos para proveer de un mejor entendimiento de los
efectos de la contaminacién sobre las poblaciones naturales de los
humedales, convirtiéndose en una herramienta de diagnodstico
ambiental para el disefio de estrategias de control y prevencion de la
contaminacion.

e Genera conocimiento basico sobre los efectos téxicos de los
contaminantes en anfibios de la regién de Coatzacoalcos.

e Propone organismos como bioindicadores para ser utilizados en
programas de monitoreo de contaminantes a nivel nacional.

o Identifica incertidumbres, vacios de informacién e interrogantes que

permitan la generacion de nuevos proyectos para la region.
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Introduccién

Estructura de la Tesis

El presente documento se compone de cuatro capitulos, un anexo y un

apartado de referencia bibliograficas.

En el primer capitulo se presenta la descripcion general de la region de
Coatzacoalcos, asi como los antecedentes sobre las actividades productivas
y los principales estudios e investigaciones sobre contaminacién ambiental

disponibles para el area.

El segundo capitulo comprende el abordaje metodoldgico para la
realizacion de la evaluacion de riesgo. En esta seccion, se presentan todos
los criterios de seleccion de contaminantes, sitios, receptores, lineas de

evidencia, biomarcadores de exposicion y efecto.

El tercer capitulo consta de la descripcion, integracion y analisis de la
informacién. También, en este capitulo se identifican e interpretan los

riesgos y sus posibles implicaciones en la salud de los receptores evaluados.

El capitulo quinto muestra las conclusiones y recomendaciones mas

importantes que surgen de la realizacion de esta investigacion.

En el anexo 1 se describen los métodos y técnicas para la obtencién y

analisis de la informacion.
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Antecedentes Generales del
CAPITULO 1 SItIO

“Human consciousness arose but a minute before midnight on the geological clock. Yet we mayflies try to
bend an ancient world to our purposes, ignorant perhaps of the messages buried in its long history. Let us

”

hope that we are still in the early morning of our April day

Stephen Jay Gould

Descripcion General del Sitio

Localizacion geografica

La zona de Coatzacoalcos se localiza al sureste del Estado de Veracruz en el
municipio del mismo nombre, a 18° 8’ 56" de latitud Norte y 94° 24’ 41" de

longitud Oeste(Figura 2); la altitud promedio es de 14 msnm.

Figura 2. Ubicacion de la regidén de Coatzacoalcos, Veracruz.
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Antecedentes Generales del Sitio

Coatzacoalcos se encuentra en la Provincia Fisiografica de la Llanura
Costera del Golfo y en la Subprovincia Llanuras y Pantanos Tabasquefios.
En esta porcidon los sistemas de relieve representativos son las llanuras

costeras inundables y los valles de ladera tendida (Cecodes 1988).

Clima

El clima predominante es tropical lluvioso [Am (i) gw"], con temperatura
media del mes mas frio mayor de 18 °C (Garcia, 1988). La temperatura
media anual es de 24.5 °C, la temperatura media del mes mas caliente
(mayo) llega a los 27.9 °C y la temperatura media del mes mas frio (enero)
es de 22.1 °C. La precipitacion media anual es de 2780.1 mm. En la zona
se pueden distinguir tres temporadas: |lluvias, secas y eventos

extraordinarios (Garcia, 1988).

Hidrologia

El rio Coatzacoalcos, el cual tiene una extension 322 km es la principal
corriente superficial. En temporada de lluvias la intrusiéon salina en el rio
llega hasta los 22 km aguas arriba. Su temperatura oscila entre los 21.7°C
a 33.3°C. En el area también existen otras corrientes de menor tamafio y
magnitud como el rio Calzadas y los arroyos Copalapa, Teapa y Tepeyac,

los cuales desembocan en el rio Coatzacoalcos (Lépez-Portillo 2000).

Suelo

Los principales tipos de suelo en el area son Gleysol, Regosol, y Solonchak,

sus caracteristicas generales son las siguientes:

Gleysoles. Son suelos formados por la condicion de inundacion, tienen un
drenaje deficiente. Con abundante vegetacidn tipica de esas condiciones de

humedad. Yacen sobre roca caliza suave, arcillosos a través del perfil de
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Antecedentes Generales del Sitio

colores grisaceo y otros amarillentos, ocasionalmente con manchas, muy

plasticos y chiclosos. Son ricos en materia organica.

Regosol. Se caracterizan por no presentar capas distintas. En general son
de tono claro, se encuentran en las playas, dunas y en mayor o menor
grado en las laderas de las sierras, muchas veces acompafiados de litosoles
y de roca o tepetate. Su fertilidad es variable y su uso agricola esta
condicionado principalmente a su profundidad y a la pedregosidad que

presenten.

Solonchak. Se caracterizan por presentar un alto contenido de sales en
alguna porcién del suelo o en su totalidad. Su uso agricola esta limitado a
cultivos muy resistentes a las sales. El uso pecuario de estos suelos
depende de la vegetacion que sostienen; sin embargo, los rendimientos son

bajos. Tienen poca susceptibilidad a la erosion.

Flora

Los tipos de vegetacion predominantes son: vegetacion acuatica (manglar,
popal y tular), selva alta perennifolia (remanentes), pastizal y vegetacion
de dunas costeras (Gomez-Pompa 1980). La distribucion y su composiciéon

floristica de estos tipos de vegetacidon se resumen a continuacién:

Manglar. Vegetacion que se desarrollan en las lagunas costeras y a lo largo
de rios cerca de su desembocadura al mar. Las especies vegetales que
dominan en este tipo de vegetacién son: Languncularia racemosa, Avicenia

germinans, Rhizophora mangle y Conocarpus erectus (Rzedowski, 1978).

Popal. Vegetacion herbacea en partes someras de cuerpos de agua en
zonas costeras. Se presenta en lugares pantanosos o inundados que se
saturan con agua permanente por filtracion y/o inundaciones, con una
profundidad aproximada de un metro o menos. Las especies mas comunes

son Calathea sp., Thalia sp. y Heliconia sp. (Rzedowski op cit).

Tular. Vegetacién acuatica dominada por plantas de 1 a 3 m de alto, de

hojas angostas y alargadas, que se desarrollan sobre la llanura de
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inundacion. Se forma principalmente por especies de Typha sp. (Rzedowski

op cit).

Selva alta perennifolia. Vegetacién arbdorea de 30 m o mas de altura en
climas calido humedos, con estacién seca breve o sin estacién seca, menos

del 25 % de los arboles pierden follaje a lo largo del afio (Rzedowski op cit).

Pastizal. Su principal caracteristica es la dominancia de gramineas (pastos o
zacates). Se distingue por presentar arboles esparcidos que crecen en
suelos con poco drenaje. Algunas de las especies dominantes son:
Acisanthera quadrata, Acrocomia mexicana, Andropogon altus, Cassia
diphylla, Crotalaria sagitallis, Hibiscus costatus, Mimosa pudica, Paspalum
pectinatum, Rhynchospora mexicana, R. barbata, Setaria geniculata,

Zexmenia aurea (Rzedowski op cit).

Vegetacion de dunas costeras. Se desarrolla sobre suelos con exceso de
sales. Las dunas costeras de arenas moviles carecen de vegetacién, pero al
disminuir esta movilidad se ven invadidas por diferentes especies que las

fijan y estabilizan (Rzedowski op cit)

Fauna

Posiblemente la cuenca baja del rio Coatzacoalcos fue una de las regiones
de mayor riqueza bioldgica en el pais. Un listado de especies
potencialmente presentes en la region incluye 656 especies de vertebrados,
de las cuales son: 36 de anfibios, 103 de reptiles, de 426 aves y 91 de
mamiferos (Hall y Dalquest, 1963; Herzig 1986; Aranda y March, 1987;
Citados por: Pelcastre y Flores-Villela, 1992). Los anfibios constituyen el
12.2% del total nacional, los reptiles el 14.6%, las aves el 42.2% vy los
mamiferos el 19.5% (Flores y Gerez, 1994). Los humedales del Rio
Coatzacoalcos forman parte del gran sistema de humedales del sur del
estado de Veracruz. De acuerdo con el RAMSAR, estos humedales se
pueden clasificar principalmente como marinos, riberefios y palustres. En
los manglares del Rio Coatzacoalcos y sobre todo en algunos de los

afluentes, se encuentran ejemplares de cocodrilo de pantano (Crocodylus
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moreletti); ademas también, se encuentran las 6 especies de tortugas de
agua dulce en la zona (Chelydra. Serpentina, Trachemys scripta,
Kinosternon acutum, K. Jleucostomum, K. scorpioides, Staurotypus
triporcatus). También, cabe destacar la presencia de especies de anfibios

terrestres y acuaticas.

Caracteristicas socio-demogréaficas

El municipio de Coatzacoalcos, Veracruz estd conformado por 157
comunidades con una poblacion total de 280,363 habitantes. Los complejos
petroquimicos se localizan a unos 7 kildbmetros de la ciudad de
Coatzacoalcos (234,174 habitantes).

De acuerdo al tabulado IMM 2000 de CONAPO el municipio de
Coatzacoalcos, Veracruz, tiene un grado de marginacion muy bajo (-1.41).
EL 55.34% de la poblacidon percibe hasta dos salarios minimos, el 98.3% de
la poblacién cuenta con servicio de drenaje y el 90.55% con agua
entubada, de acuerdo a la misma fuente. Aproximadamente el 30% de la
poblacion total del municipio corresponde a habitantes de 0-14 afos
(INEGI, 2005).

Actividades Productivas en la Region

Industria

En el municipio se han establecido diversas industrias entre las cuales se
encuentran 39 microempresas, dentro de estas hay 21 que fabrican
productos con calidad de exportacion. Destacan la presencia de la industria
petroquimica secundaria de fabricacion de quimicos y polietileno. En este
rubro PEMEX Petroquimica se encarga de la elaboracion, almacenamiento,
distribucion y comercializacion de todos los productos petroquimicos
secundarios. Los complejos de PEMEX Petroquimica en Coatzacoalcos son
considerados como los mas grandes e importantes de México vy

Latinoamérica; su produccion en conjunto (Cosoleacaque, Cangrejera,
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Morelos y Pajaritos) es de aproximadamente 1.6 miles de millones de

toneladas/afio de productos petroquimicos (Morales et al 2006).

Ademas, en la zona estan instaladas varias industrias relacionadas con los
procesos quimicos y con la produccién del monémero de cloruro de vinilo
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales empresas localizadas en la zona de Coatzacoalcos.

Productos

Estado

Empresas
PEMEX

-Complejo Cangrejera
-Complejo Morelos

-Complejo Pajaritos

Tipo

Petroquimica

Aromaticos y solventes

Productos derivados del gas
natural y derivados de Etileno

Cloruro de vinilo

En operacion

CELANESE Mexicana

Petroquimica

Acetilos, solventes, acrilatos,
aminas y especialidades

En operacion

Ureas, sulfatos de amonio,

FERTIMEX Fertilizantes nitratos de amonio y Eg(j)%de operar en el
productos fosfatados )
TEMSA _ . .
(Tetraetilo de México) Quimica Tetraetilo de Pb y Br Dej6 de operar en 1997
IQUISA . Sosa cdaustica, Hipoclorito de .
Quimica Sodio, Cloro. En operacion
Cloro de Tehuantepec Quimica Sosa caustica, Hipoclorito de En operacion
Sodio, Cloro.
Industrias Resistol Quimica Adhesivo En operacién

Fuente: Bozada y Bejarano 2006.

Agricultura y Ganaderia

El municipio cuenta con una superficie total de 13,400.770 ha, de las cuales
se siembran 7,022.722 ha. Los principales productos agricolas y la
superficie correspondiente en hectareas que se cosecha son maiz, frijol y
arroz. Existen 306 unidades de produccién rural con actividad forestal, de
las que 85 se dedican a productos maderables (INEGI 1994). La superficie
dedicada a la ganaderia es de 15,279 ha, en ella se ubican 448 unidades de
produccién rural con actividad de cria y explotacion de animales. Cuenta
con 23,151 cabezas de ganado bovino, ademas de la cria de ganado

porcino, ovino y equino (INEGI 1994).

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
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Contaminantes Ambientales Registrados en la Region

El area industrial de Coatzacoalcos, Veracruz fue establecida en la década
de los sesenta en los margenes del estuario del Rio Coatzacoalcos, con ello,
el estuario ha experimentado un rapido crecimiento industrial y poblacional
que aunado a otras actividades productivas como la agricultura y la
ganaderia, han desencadenado un severo impacto en los ecosistemas de la
region (Macauley et al 2007). Actualmente, la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos es considerada como uno de los sitios mas contaminados de
México. Estudios ambientales (Cuadro 2) en el drea se han demostrado la
presencia de hidrocarburos, compuestos organicos volatiles, contaminantes

organicos persistentes y metales pesados (Bozada and Bejarano, 2006;

Rosales-Hoz and Carranza-Edwards 1998; Bahena-Manjarrez et al 2002;
Rosales-Hoz et al 2003).

Cuadro 2.Agentes toxicos registrados en la literatura para la region de Coatzacoalcos, Veracruz.
Agente toxico referencia
METALES Suelo (Stringer et al 2001)
As, Pb, Zn, Cd, Mn, Ni, Co, Cu, Cr, V'y Sedimentos (Bozada y Namihura, 2005)
Hg ..
Tejido (Rosales y Carranza, 2005)

(Fauna acuatica) (Vazquez-Botello y Paez, 1986)

(Vazquez-Botello et al, 2004)

HIDROCARBUROS Agua (Vazquez-Botello y Paez, 1986)
Hidrocarburos Totales del Petréleo Sedimentos (Celis et al 1987)
(HTP’s) o

Tejido

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

(Fauna acuética)

(HAP's)

COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES Agua (Stringer et al 2001)

(CoV’s) _

] ) Sedimentos

1,2 dicloroetano, tricloroetano,

tetracloroetano, cloruro de vinilo,

tetracloruro de carbono

COMPUESTOS ORGANICOS Sedimentos (Vazquez -Botello y P4ez, 1986)

PERSISTENTES (COP’s) H d

. . uevos de Blake, 2005

Hexaclorobenceno, aldrin, endrin, DDT, gallina ( )

heptacloro, lindano y PCB’s

COMPUESTOS BROMADOS Huevos de (Blake, 2005)
gallina

DIOXINAS Huevos de (DiGangi y Petrlik, 2005)
gallina

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
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Dentro de los principales productos que se generan en los complejos
industriales de Coatzacoalcos esta el monédmero de cloruro de vinilo (MVC),
la materia prima principal para generar el cloruro de polivinilo (PVC) que se
utiliza en la fabricacién de diferentes tipos de plasticos. En la Figura 3 se
muestra el proceso para la generacion de MVC y PVC vy las sustancias

toxicas que podrian liberarse en las diferentes fases del proceso.

Dioxinas (grafito)

Mercurio
Asbesto (Diafragma)
Zinc
Gas —  Etileno Cloro <4—— ELECROLISIS o— sal
(Cloruro £rrico), Cobre M Dioxi
Acido clorlidrico e ioxinas
[oxige,,o} y CLORACION [: >

|

1,2 Dicloroetano [:> Dicloroetano

Gases de
venteo D E—
Acido Dioxi
clorhidrico Ra— v l!:g;‘:s
— PIROLISIS .
[:> Cloruro de vinilo

Colas )

b

Mondmero de
QUEMADORES cloruro de vinilo
@ W
Acido HCB PVC 200 mil ton/aiho
clorhidrico

Dioxinas PCBs"

Figura 3. Diferentes etapas en el proceso de generacion del PVC y las sustancias toxicas que podrian

generarse (Basado en Bozada y Bejarano, 2006).

De acuerdo al inventario de emisiones y transferencia de contaminantes
(2004) de la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales las
cantidades anuales vertidas hacia agua y aire por el total de actividades
industriales en Coatzacoalcos y Nanchital se muestran en la Figura 4. Cabe
destacar que las emisiones se componen principalmente de metales

pesados, compuestos organicos volatiles y gases de efecto invernadero.
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Cromo: 9.0 ton.
Niquel: 4.6 ton.
Plomo: 1.9 ton.
Arsénico: 1.5 ton.
Cadmio: 1.3 ton.
Cianuro: 1.3 ton.

Mercurio: 0.02 ton.

2, 435140.8 ton/afio
(SEMARNAT, 2004)

Figura 4. Inventario de emisiones para la region de Coatzacoalcos y Nanchital.

Cabe mencionar que actividades industriales pasadas pueden ser de fuente
de exposicion actual debido a la liberacion de contaminantes residuales en
el ambiente (principalmente del suelo y los sedimentos), al respecto se
encuentra la empresa Tetraetilo de México (TEMSA) que operd hasta el ano
1997. Esta empresa era la Unica en el pais en la produccion de tetraetilo de
plomo (utilizado como aditivo antidetonante para las gasolinas) y que pudo
haber sido una fuente de contaminacidén industrial importante para la regién
(Flores and Albert, 2004). Por otro lado Coatzacoalcos estd ubicada en una
zona endémica de paludismo; en México, el DDT fue utilizado intensamente
durante tres décadas (de los 50" s a los 70" s) con fines agropecuarios y de
salud publica. Debido que este compuesto es altamente persistente, es muy
probable que al igual que el plomo, se libere al ambiente con Ia

resuspension de los sedimentos

Aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
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[Escribir texto]

Evaluacion del Sitio y de los
CAPITULO 2 receptoreS

“We forget that the water cycle and the life cycle are one™

Jacques Cousteau

Mapa Conceptual del Sitio

La primera integracién cuando se realiza una evaluacion de riesgo consiste
en construir un modelo conceptual tomando como base la informacién
disponible en la literatura especializada para el sitio. El mapa conceptual, es
una herramienta que nos apoya en la identificacién de los posibles
contaminantes presentes en el ambiente, asi como sus potenciales rutas de
exposicion en los diferentes receptores (Suter, 2007). La Figura 5
representa de manera esquematizada a los principales componentes del
ecosistema en estudio de Coatzacoalcos (terrestre, acuatico y humedal), los
principales medios ambientales (agua, aire, suelo y sedimentos), las
interacciones troficas de los diversos receptores y las probables rutas de
exposicion mas importantes. Cabe mencionar que el mapa conceptual
representa rutas de exposicion que no son especificas, la importancia y
relevancia de las rutas dependera principalmente del tipo de contaminante;
por ejemplo, las rutas relacionadas con la ingesta podrian ser mas
relevantes en el estudio de contaminantes persistentes. En la Figura 5 se
observa que las poblaciones de anfibios de Coatzacoalcos podrian estar en
riesgo debido al grado de exposicion y su ciclo de vida. Las etapas
tempranas del desarrollo de los anfibios son acuaticas y se ha observado
que pueden absorber los contaminantes disueltos en el agua por las

branquias y la piel (Sparling et al 2000; Hopkins, 2007), posteriormente,
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las etapas adultas estan expuestas a otros tipos de contaminantes
principalmente por via inhalatoria e ingesta (Op Cit). Como se muestra en
el mapa conceptual, los anfibios son el vinculo entre los ecosistemas
terrestres y acuaticos por lo que pueden ser rutas de exposicion
secundarias importantes para los peces, aves y mamiferos de la regién. Al
igual que los anfibios la poblacién humana podria estar en riesgo, por lo
gue la integracién de la poblacion vulnerable a la evaluacidon de riesgo es

determinante.
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Figura 5. Mapa conceptual para el proceso de evaluacion de riesgo en Coatzacoalcos Veracruz (Las lineas
punteadas representan las rutas de exposicidn relacionadas con algiin compartimento ambiental y las lineas
solidas son las que estan relacionadas con la ingesta).
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Seleccion de Contaminantes Criticos

Un contaminante critico es aquel que por su concentracién y/o toxicidad
puede representar un riesgo para el ambiente (INE, 2005). La seleccién de
los contaminantes criticos para la region de Coatzacoalcos se realizd
primeramente haciendo un listado de acuerdo a lo reportado en la literatura
(Cuadro 2, Figura 5) y los probables contaminantes derivados de las
actividades de la region (Figura 3). La lista se sometid a seleccion para
valorar solamente a los contaminantes que realmente podrian representar
un riesgo para el sitio en estudio. Se consideraron factores como: la
comparacién ente las concentraciones ambientales y los valores de
referencia (normas y guias ambientales); la preocupacién de la comunidad
por el contaminante; el factor de bioconcentracién; la capacidad de
biomagnificacién, la persistencia  ambiental; las  caracteristicas
toxicologicas; la presencia del contaminante en todos los medios; la
capacidad técnica para determinar los compuestos y el presupuesto
destinado para realizar la investigacién. Los contaminantes considerados
como criticos para la region de Coatzacoalcos son los metales pesados y los

Compuestos Orgdnicos Persistentes (COP 's).

Metales y metaloides

Los metales son elementos conductores de la electricidad, flexibles y con
brillo. Algunos de ellos son esenciales para los seres vivos ya que se utilizan
como cofactores en moléculas biolégicamente activas. Sin embargo pueden
llegar a ser toxicos en funcion de la concentracién y de la forma quimica del
metal. Algunos de los metales y metaloides considerados importantes desde
el punto de vista del riesgo ambiental son: mercurio, plomo, cadmio,

cromo, arsénico, cobre, niquel, plata, selenio, manganeso y zinc.

Los metales se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Estos
se pueden convertir en contaminantes si su distribucidon en el ambiente se
altera mediante actividades humanas. En general esto puede ocurrir

durante la extraccion minera, el refinamiento de productos mineros o por la
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liberacion al ambiente de efluentes industriales y emisiones vehiculares.
Ademas, la inadecuada disposicion de residuos metdlicos también ha
ocasionado la contaminacién del suelo, agua superficial y subterranea y de

ambientes acuaticos.

Los metales pueden bioacumularse, pero tipicamente no se biomagnifican
(excepto el mercurio organico). Los factores que controlan la
biodisponibilidad de los metales son la cantidad del carbono organico, la
salinidad, la cantidad de carbonatos y sulfuros, el pH y la temperatura. La
acumulacién de metales en biota puede ser resultado del contacto directo
con el cuerpo —-dérmico- o de las estructuras respiratorias —inhalatorio- y a

través del consumo de alimento —oral-.

Compuestos Organicos Persistentes (COP’s)

De acuerdo con el IPEN (International POPs Elimination Network, por sus
siglas en inglés), los COP’s son un grupo de compuestos que se
caracterizan por ser: a) Persistentes. Resistentes en grado variable a la
descomposicién bioldgica, quimica y fotolitica, asi como de mantenerse en
el ambiente por periodos de tiempo prolongados. Estos compuestos pueden
alcanzar una vida media de hasta mas de 2 meses en el agua y mas de 6
meses en el sedimento. Son bioacumulables y biomagnificables, los factores
de bioconcentracion (BAF) pueden llegar a ser mayores de 5000 y con
valores de Kow >5. Tienen la capacidad de transportarse por efecto
saltamontes a lugares remotos de la fuente, principalmente por sus
caracteristicas fisicoquimicas y la vida media de estos compuestos, que en
el aire, pueden llegar a ser superiores a los 2 dias; b) Organicos. Su
estructura esta basada en cadenas de carbono, tipicamente en moléculas
complejas y; c) Contaminantes. Toxicos y presentes a niveles superiores a
los naturales. Existe evidencia sobre los efectos (o potenciales efectos) de

estos compuestos en humanos y en el ambiente.
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Los agentes toxicos contemplados dentro de este grupo son: 1) Plaguicidas.
HCB, a-HCH, B-HCH, Aldrin, Dieldrin, Endrin, Heptaclor, Hexaclorobenceno,
Clordano, Toxafeno y Mirex; 2) Quimicos industriales: Bifenilos policlorados
(PCB’s) y; 3) Derivados de la produccién: Policloro dibenzo-dioxinas y

Policloro dibenzo-furanos.

La distribucién de estos compuestos en el ambiente estd determinada por
las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto, las propiedades del
compartimiento ambiental en donde estd presente, la susceptibilidad a la

degradacion y las caracteristicas del receptor (Buccini, 2003; Zitko, 2003a,b).

En general, en estos compuestos el nimero de cloros en su estructura
molecular determina de forma directa la estabilidad, liposolubilidad,
bioacumulacién, solubilidad, volatilizacién, adsorcion a particulas vy
lixiviacion del suelo y el sedimento. A causa de la baja polaridad y
estabilidad en su estructura, estos compuestos son poco reactivos y muy
resistentes a la degradacidon bioldgica y fotoquimica, sin embargo los
productos de resultado del metabolismo pueden ser de mayor peligrosidad
que el compuesto original (Albert, 1996, Buccini, 2003; Walker, 2009).

La absorcion de los COP’s ocurre principalmente por via inhalatoria,
dérmica y oral. Los principales sitios de depdsito son los tejidos ricos en
grasa, como el higado, el sistema nervioso, la medula dsea, los rifiones y el
tejido adiposo. La excrecion de COP’'s es lenta lo que contribuye a su
acumulacién (Albert, 1996, Walker, 2009).

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

22



Evaluacioén del Sitio

Seleccion del Receptor Ecoldgico

Criterios de seleccién

Para estudiar los efectos de los contaminantes en los ecosistemas de
humedal de Coatzacoalcos se realizé6 una priorizacion de especies criticas.
Una especie critica es aquella que tiene un papel crucial en la dinamica del
ecosistema y ademas presenta algun tipo de importancia para el hombre
(econdmica, cultural, cientifica, etc.) y, ademas que pudiera tener una alta
vulnerabilidad a los contaminantes o ser indicativa de la presencia de estos
(Suter, 2007; INE, 2005; Ilizaliturri et al 2009).

A continuacién se presentan los criterios de apoyo para la seleccion de

especies candidatas a evaluar:

e Tipo de contaminantes presentes en el sitio. El transporte y destino
del contaminante en el ambiente estd determinado en gran medida
por sus caracteristicas fisicoquimicas; el conocimiento de estas
caracteristicas puede ser de utilidad en la identificacion de las
posibles rutas de exposicidon y los compartimentos ambientales
afectados. También es importante considerar que diversos estudios
ecotoxicologicos han demostrado la sensibilidad de ciertos grupos de
contaminantes en receptores ecologicos especificos (ej. Los
inhibidores de la colinesterasa y las aves, los PCB's y los
mamiferos). La presencia de contaminantes en el sitio y los efectos
toxicos de las especies candidatas se determinaron con base en
literatura.

e las probables rutas de exposicién (ingesta, inhalacién y dérmica)
gue dependeran del comportamiento ambiental de los
contaminantes. Una vez determinados los contaminantes y las
probables rutas de exposicidon, es posible determinar qué especies
podrian ser las mas expuestas.

e Biologia bien conocida (dieta, nicho ecoldgico, amplitud de habitat,

época reproductiva, longevidad y habitos de conducta).
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e Talla. Principalmente por los requerimientos de muestra en las
técnicas de cuantificacién de contaminantes asi como para la
realizacion de biomarcadores de efecto.

e Facilidad de captura y manejo.

e Posicion en la cadena trdfica (particularmente importante en
contaminantes persistentes y con alto potencial de biomagnificacion)
con la finalidad de lograr una mejor caracterizacién de la magnitud

del impacto ecoldgico y su posible afectacion a la poblacién humana.

Caracteristicas generales del taxdn y de la especie seleccionada

Para la realizacion de la evaluacién de riesgo se selecciond al grupo de los
anfibios como organismos bioindicadores de las condiciones del ambiente
debido a las caracteristicas asociadas a su metabolismo, ciclo de vida vy
ecologia (Sparling et al 2000; Hopkins, 2007). Durante las Gltimas décadas
las poblaciones de anfibios han disminuido globalmente (Collins and Storfer,
2003, Linder et al 2003). De esta manera el monitoreo de las poblaciones
de anfibios ha adquirido gran relevancia en la evaluacion de la
contaminacién ambiental (Banerjee, 1991; Venturino et al 2003; Burger,
2006). Los humedales de Coatzacoalcos se caracterizan por ser ricos en
especies de anfibios. Dentro de estas especies destaca la presencia del sapo

gigante (Rhinella marina antes conocido como Bufo marinus, Figura 6).
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Las caracteristicas que justifican la seleccién del sapo gigante como

biondicador son las siguientes:

e Muy amplia distribucién, por lo que es factible realizar estudios
comparativos en multiples areas, estados, e inclusive paises
(Centroamérica y Sudamérica) donde su distribucién es natural y en
paises donde ha sido introducido (EUA y Australia). En México, se
encuentra muy bien representado en zonas tropicales y costeras
(Zug and Zug, 1979).

e Importancia ecoldgica. Aunque no existen estudios poblacionales de
esta especie, en nuestra experiencia, es una especie muy abundante
en areas no perturbadas (hemos estimado densidades de hasta 50
ind/h) por lo que podrian exceder el niumero de otros vertebrados
terrestres. En el estadio adulto su alimentacion es principalmente de
invertebrados, por lo que son un importante vinculo (energético)
entre los insectos y otros vertebrados (Sparling et al 2000).
Finalmente, siendo uno de los anfibios de mayor talla corporal, muy
abundante y con alimentacion primariamente de invertebrados es
uno de los principales reguladores de las poblaciones de insectos

(razén por lo cual fue introducido a otros lugares del mundo) por lo
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que brinda un servicio ambiental muy importante en el ambito de
salud publica y en el de produccién animal y vegetal (Evans and
Lampo, 1996).

e Talla corporal. Una de las Ilimitantes en los estudios de
determinacidon de contaminantes, es la cantidad de tejido requerido
en las técnicas analiticas; El sapo gigante es uno de los anfibios con
distribucion en México de mayor talla corporal (Zug and Zug, 1979);
las hembras pueden llegar a pesar hasta 5 Kg, por lo que es factible
la obtencién de suficiente sangre y tejidos.

e FEstatus de conservacion. El sapo no se encuentra protegido por la
normatividad mexicana y el uso cientifico del organismo o cualquiera
de sus partes esta permitido.

e Facilidad de captura e identificacion de sexo. La captura de los
organismos de esta especie solo requiere de una red y de
contenedores. Al ser una especie con dimorfismo sexual, los sexos
pueden ser claramente identificados por su morfologia externa.

e FEstudios previos. Diversos estudios identifican a esta especie como
un bioindicador de los sistemas acuaticos en la evaluacion de la
contaminacion del aire (Dohm et al 2008), la presencia de
enfermedades infecciosas (Zupanovic et al 1998), compuestos
organoclorados (Linzey et al 2003) y disruptores endocrinos (McCoy
et al 2008). Es un organismo comUnmente usado como bioensayo

en estudios fisioldgicos, biogquimicos.
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Seleccion y Analisis de las Lineas de Evidencia

El enfoque de peso de la evidencia

El enfoque de peso de la evidencia es el proceso por el cual se interpreta la
informacién generada durante la evaluacion de riesgo, considerando
criterios sistematicos y a juicio del experto para determinar la validez y las
incertidumbres de las inferencias de causalidad entre los factores
estresantes y los efectos bioldgicos (Moraes et al 2003; Suter, 2007). El
enfoque de peso de la evidencia se realiza sobre lineas de evidencia, las
cuales son inferencias de la relacion entre dos eventos (causa y efecto).
Para el caso de la evaluacion de riesgo, las relaciones entre los efectos y las
potenciales causas generalmente se analizan desde el concepto de ruta de
exposicion; el cual puede ser definido como el transporte de un
contaminante desde su liberacion o generacion hasta la absorcion y el
efecto en el organismo. En la Figura 7 se muestran los tipos y lineas de

evidencia mas comunes para la evaluacién de riesgo ecolégico.

LIBERACION ABSORCION

TRANSPORTE Y
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o Caracterizacién de e Niveles de e Contaminantes y/o * Efectos Fisiolégicos
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Transporte y transferencia condicion
destino trofica « Sobrevivencia,
¢ Modelos de reproduccién y
Biodisponibilidad comportamiento
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Figura 7. Tipos y lineas de evidencia

Seleccion de lineas de evidencia

La seleccién de lineas de evidencia se realizé de acuerdo al concepto de
ruta de exposicién. Debido a que no se conocen muchas de las fuentes y el
acceso a algunas de ellas estan restringidas, las lineas de evidencia
correspondientes a la liberacion de contaminantes no fueron tomadas en
cuenta. A continuacién, se describen con detalle las lineas de evidencia

contempladas en el estudio.
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Contaminacion ambiental

La presencia de contaminantes en los diferentes compartimentos
ambientales puede ser considerada como potencialmente peligrosa para los
ecosistemas y los receptores residentes en las dareas afectadas.
Generalmente, los organismos de vida silvestre estan en contacto directo
con las matrices ambientales contaminadas y por ello manifiestan de
manera temprana efectos bioldgicos relacionados con la calidad del
ambiente. La identificacion y cuantificacion de contaminantes en el
ambiente suele ser la primera linea de demostracion de medios afectados
en los estudios de riesgo; su evaluacion aunado al uso de umbrales de
referencia y/o ensayos de toxicidad pueden ser de utilidad para la
identificacion de la peligrosidad y/o calidad de las matrices bioldgicas

afectadas.

Exposicion a contaminantes

La identificacion de los contaminantes en tejidos o fluidos bioldgicos es
indicativo de contacto (exposicion) del receptor con los contaminantes (INE,
2005). La exposicion en el organismo implica la biodisponibilidad del
contaminante, asi como de la capacidad del mismo para traspasar las
barreras biolégicas y de distribuirse en los drganos del receptor. La
cuantificacion de contaminantes en los receptores se realiza a través de
biomarcadores de exposicidn; estos nos son Utiles para integrar e identificar
la carga corporal de contaminantes provenientes de diversas rutas de
exposicion y para establecer los posibles efectos en la salud asociados a los
niveles encontrados (EPA, 1998; OPS, 1999). Cabe sefialar que existen
factores extrinsecos (ambientales), intrinsecos (del individuo) y propios del
contaminate (caracteristicas fisicoquimicas) que modifican la concentracion
y la distribucion de los contaminantes en los tejidos; factores como el
metabolismo, los mecanismos de desintoxicacion celulares y la excrecion, la
edad, la alimentacion, la tasa metabdlica, entre otros, influyen finalmente
en la toxicidad del contaminante y por lo tanto en la aparicion de efectos
bioldgicos (Oakley et al 1996).
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Respuestas de los organismos

Las respuestas bioldgicas hacia los contaminantes pueden evaluarse a
través de la medicion de biomarcadores de efecto. Se definen a los
biomarcadores de efecto como “una alteracion inducida por un xenobidtico
en componentes o procesos, estructuras o funciones celulares o
bioquimicas, que es susceptible de medicién en un sistema o muestra
bioldgica”; es decir son medidas bioquimicas, fisioldgicas, etoldgicas, o
alteraciones en el organismo completo, que dependiendo de su magnitud
pueden ser reconocidas como deterioro de la salud o una enfermedad.
Existe una gran variedad de efectos reportados en biota asociados a la
exposicion de una amplia gama de contaminantes, la eleccion de los
biomarcadores para esta investigacion se realizé en funcion de la mezcla de
contaminantes reportada en los estudios previos para el sitio (Ver Cuadro
2), de receptor seleccionado, de la red hipotética de efectos que podrian

presentarse en el receptor y del presupuesto destinado.

Ademas de los criterios antes mencionados se identificé una red de efectos
(Figura 8) que podrian presentarse en el receptor seleccionado, con la
finalidad de orientar en la seleccion de las baterias de biomarcadores de
efectos. En el diagrama se observa que los contaminantes se distribuyen en
los diferentes organos del individuo y ocasionan diversas respuestas en
funcion de su mecanismo de toxicidad (ej. DDT, As y Cd pueden generar
radicales libres, el Pb ocasiona inhibiciones enzimaticas, los PCB s pueden
incrementar las reacciones bioquimicas relacionadas con el metabolismo de

tipo I).

La alteracion o desequilibrio de las funciones celulares o bioguimicas en los
organos y sistemas, derivadas de exposiciones créonicas a mezclas de
contaminantes a bajas concentraciones pueden desencadenar efectos a
nivel organismo o sistémico como alteraciones nutricionales, conductuales,
reproductivas y de crecimiento que pueden poner en riesgo la sobrevivencia

del individuo.
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Figura 8. Red hipotética de posibles efectos presentada en los receptores ecoldgicos. Las estrellas presentes
en el diagrama representan algunos de los efectos seleccionados en la evaluacion.

A continuacion se describen los efectos bioldgicos seleccionados como lineas

de evidencia de respuesta de los organismos a los contaminantes.

Dafno al ADN.

Todos los componentes basicos del ADN (bases nitrogenadas, azucares y
grupos fosfodiesteres) son posibles blancos de alteraciones quimicas por
agentes genotoxicos como los Compuestos Organicos Persistentes -ej. DDT,
lindano-, los hidrocarburos aromaticos policiclicos -ej. hidroxipireno- y los

metales -ej. cadmio- (Gaskell M et al 2005).
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La teoria de la mutacion somatica del cancer establece que los dafios del
genoma que producen mutaciones son la base para el desarrollo de varios
tipos de cancer. De manera tal, que el dano en el sitio adecuado y que no
sea reparado correctamente, puede tener consecuencias severas para la
célula (Shugart, 200). De manera general el dafio genotdxico se puede
subdividir en: 1) mutagénesis puntual; 2) rupturas y aberraciones

cromosoémicas y, 3) dafio y fragmentacion del ADN.

La fragmentacién del ADN puede ser medida a través del ensayo cometa y
es aplicable a estudios de biomonitoreo de vida silvestre (Collins et al 2008).
Se caracteriza por ser un método sensible, rapido, sencillo, de bajo costo y
aplicable a varios tipos de células eucariotas (Mckelvey-Martin et al 1993;
Speit y Hartmann, 1999). La técnica de Singh et al., (1988) bajo
condiciones de lisis y electroforesis alcalina (pH>13) permite analizar la
migracion del ADN debido a rupturas en la hebra simple del ADN y sitios
alcali-labiles (Speit y Hartmann 1999). El ensayo cometa se utiliza
ampliamente para detectar en células individuales, el dafio al ADN causado
por agentes genotdxicos, ya sean quimicos o fisicos (Rojas et al., 1999,
Tice et al., 2000; Lee y Steinert, 2003). La técnica ha sido principalmente
utilizada en el estudio del dano genético inducido por plaguicidas y otros
mutagenos ambientales en humanos, aunque su uso en especies silvestre
ha sido una de sus actuales aplicaciones (Rojas et al., 1999; Espinosa-
Reyes et al; 2010). Cabe mencionar que el ensayo cometa como
biomarcador puede ser influenciado por cambios en las variables

ambientales y por factores intrinsecos.

Inhibicién de la biosintesis del grupo hemo

La sintesis de protoporfirina y del grupo hemo son procesos centrales para
produccion de hemoglobina, mioglobina, citocromos, catalasas vy
peroxidasas. Contaminantes inorganicos (ej. As, Pb, Hg) y organicos (ej.
TCDD, PCB, lindano) pueden interferir con la sintesis del grupo hemo.
Actualmente, la inhibicion de la actividad de la enzima a&acido delta

aminolevulinico deshidratasa (3-ALAD) es uno de los biomarcadores mas

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

31


http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-77442004000300022&lng=en&nrm=iso&tlng=es#sp99#sp99
http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-77442004000300022&lng=en&nrm=iso&tlng=es#ro99#ro99

Evaluacioén del Sitio

importantes y reconocidos de respuesta temprana de toxicidad por plomo;
y ha sido descrita en seres humanos y otros vertebrados (Sakai y Morita
1996). La inhibicién de la 6-ALAD puede acarrear alteraciones en la sintesis
de protoporfirina IX y hemoglobina, lo que finalmente ocasiona cuadros de

anemia (Schwartz et al; 1990).

Alteraciones hematolégicas

Estas respuestas han sido ampliamente utilizadas en el monitoreo de la vida
silvestre, debido a la facilidad de obtencién de la sangre y como indicador
general del estado fisioldgico del organismo (Romero-Almaraz et al 2000).
La evaluacion de parametros hematoldgicos en estudios ecotoxicoldgicos es
muy variada; estas incluyen parametros como: hematocrito, concentracion
de hemoglobina, conteos diferenciales de células (ej. eritrocitos, leucocitos,
trombocitos), concentracion de iones, hormonas, etc. Los procedimientos
para la cuantificacion de estos parametros estan bien estandarizados, son
faciles para aplicar en campo y requieren de poca cantidad de muestra
bioldgica (Peri 1998b; Rosenberg et al 1998). Aunque las respuestas
hematoldgicas pueden estar influenciadas por muchas variables bioldgicas y
ambientales, estas han sido de utilidad en estudios de campo y se han
relacionado efectos como la anemia o supresion del sistema inmune en los
organismos con la exposicion a contaminantes (ej. Cadmio, Plomo, Cobre,

Aldrin, Clordano, etc).

Alteraciones en la condicion

Los contaminantes pueden interferir con los procesos de adquisicion y
absorcion de nutrimentos asi como en las tasas de crecimiento y
reproduccién de los organismos (Lieven y Ronny, 2003). El crecimiento
representa la integracion de la alimentacion, la asimilacion y el gasto
energético a través de un periodo de tiempo. El decremento en la energia
disponible incide negativamente en el crecimiento y en la reproduccion de

los organismos; por lo tanto éstos pueden servir como indicadores del
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bienestar general del organismo (Goede y Barton; 1990; Stevenson y
Woods, 2006). El Factor de Condicién (FC), se ha utilizado para comparar
las condiciones de crecimiento de diversos organismos bajo diferentes
condiciones ambientales; de esta manera, un factor de condicién alto puede
reflejar una buena calidad o poco estrés ambiental (Nash et al 2006). El
indice Hepatosomatico (HSI) proporciona informacién sobre el estado de las
reservas de energia del organismo almacenadas en el higado. El HSI es
considerado como un biomarcador apropiado para contaminantes que
afectan el higado (ej. cadmio) o por aquellos que se metabolizan en el
higado (Pereira et al 1993). Cabe mencionar, que los diferentes indices no
s6lo son sensibles a la contaminacidon sino que pueden verse afectados por

otros factores como la temperatura y la disponibilidad de alimentos.

Posibles efectos en el crecimiento, la sobrevivencia y/o la fecundidad

Cuando no se cuenta con suficiente informacion sobre los posibles efectos
de los contaminantes en un organismo y se conoce su carga corporal
(mediante biomarcadores de exposicidon), la respuesta puede ser inferida o
extrapolada mediante las respuestas de otra especie. Este tipo de
extrapolacion se lleva a cabo con modelos estadisticos construidos con
umbrales de diversos efectos (crecimiento, reproduccion y sobrevivencia)
evaluados en especies sensibles en el laboratorio (Wang et al 2008). Los
modelos de la distribucion de la sensibilidad de las especies (SSD's)
utilizan diversos umbrales de referencia (ej. LCso, NOAEL) posteriormente,
con un modelo de regresioén logistica estima la concentracién a la cual cierta
fraccion de especies expuestas no presentan efectos adversos o se
presentan en una proporcion aceptable (usualmente el 5%), llamada
concentracion peligrosa del 5%. Las HCs calculadas en el proceso se
comparan de manera directa con los valores de exposicidn o la carga

corporal para estimar el riesgo de la presencia de efectos.
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Criterios de interpretacion de la evidencia

Para establecer las posibles relaciones causales entre la presencia de
contaminantes y los efectos observados en los organismos se utilizaron los
siguientes criterios (Modificados de Fox 1991 en Moraes et al 2003; Suter

2007) para analizar cada linea de evidencia:

e Fuerza. La asociacién es considerada como fuerte si: 1) las
diferencias en las respuestas (medias o medianas) de los
organismos entre los sitios expuestos y no expuestos es de al menos
el 20%, 2) existen diferencias estadisticamente significativas en las
respuestas (medias o medianas) de los organismos entre los sitios
expuestos y no expuesto y/o; 3) si las concentraciones observadas
en matrices ambientales o bioldgicas son mayores a los valores de
referencia o umbrales publicados en la literatura.

e Consistencia. La asociacion es considerada como consistente cuando
los resultados de diferentes muestras (€j. diferentes afios), especies
(ej. peces, anfibios), sitios (ej. alta baja exposicion), casos (ej. otros
estudios) , y otros autores han mostrado el mismo patrén de
respuesta observado.

e Gradiente. La evidencia de una respuesta bioldgica en gradiente es
corroborada cuando se observa una relacidon espacial de
concentracion-respuesta; explicitamente, cuando la proporcién de
organismos afectados en los sitios de alta exposicion es mayor en
comparacién con los de menor exposicion.

e Plausibilidad. La relacion causal es considerada biolégicamente
plausible cuando el mecanismo causa-efecto esta descrito en la
literatura.

e FEspecificidad. La asociaciéon en considerada especifica cuando no
existe otro factor que podria causar el mismo efecto.

e Analogia. La asociacion es considerada analoga cuando existen otros
casos u otros investigadores que han observado la relacion entre la
exposiciébn a otros contaminantes y el mismo efecto bajo

consideracion.
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Plan de Muestreo

Temporalidad y descripcion general del plan de muestreo

El muestreo de la regiéon de Coatzacoalcos se realizdé en tres etapas. La
primera se llevé a cabo en Enero de 2006 en 6 sitios de la regién (Figura
9). Esta etapa se consideré como un muestreo de tipo exploratorio y se
centrd principalmente en la caracterizacidon quimica de muestras de suelo.
El plan de muestreo se presenta en el Cuadro 3, y en el Anexo 1 se
describen las técnicas detalladas de obtencion y andlisis de la informacion.
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Figura 9. Localizacion de los sitios de muestreo de la primera etapa en el estuario de Coatzacoalcos. Sitios: 1
Copalapa, 2 Punta Brava, 3 terranova, 4 Puente II, 5 Huazutlan y 6 Laguna del Ostién. El sitio 5y 6 no se
muestran en la figura debido a que no se encuentran en el area.

Cuadro 3. Plan de muestreo etapa 1.

LINEA DE
EVIDENCIA

CONTAMINANTE (n) PARAMETROS DE MEDICION

a-,B-,y-hexaclorocyclohexano, Hexaclorobenzeno, Aldrin,
Mirex, a-,y-clordano, Oxiclordano, Trans, cis-nonaclor,

Compuestos Organicos Heptacloroepoxido, p,p” -DDT, p,p '-DDE.

Persistentes
(8 muestras compuestas PCB’s (IUPAC No. 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 70, 74, 82,
de suelo) 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).

Contaminacion
ambiental

Metales y metaloides
(8 muestras compuestas As, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, V, Zn.
de suelo)

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

35



Evaluacioén del Sitio

La segunda etapa se llevé a cabo en Octubre de 2006 en 9 sitios de Ia
region (Figura 10); en esta etapa se realizd la caracterizacién quimica de
muestras de suelo y se evalud la exposicidon a contaminantes y efectos en

sapos residentes de dos sitios de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos

(Cuadro 4).
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Figura 10. Localizacidn de los sitios de muestreo de la segunda etapa en el estuario de Coatzacoalcos. Sitios:
1 Copalapa, 2 Punta Brava, 3 terranova, 4 Puente II, 5 Punta Brava, 6 Estero del Pantano y 7 Mundo Nuevo.

Cuadro 4. Plan de muestreo de la etapa 2.
LINEA DE CONTAMINANTE/ :
EVIDENCIA EFECTO (n) PARAMETROS DE MEDICION

:E’ - Comgugstos a-,B-,y-hexaclorocyclohexano, Hexaclorobenzeno, Aldrin, Mirex, a-,y-clordano,
O® Organicos : . ! , ,

o+ . Oxiclordano, Trans, cis-nonaclor, Heptacloroepoxido, p,p” -DDT, p,p "-DDE.
£ 5 Persistentes

Es Cé%”ﬁ‘ﬁgjze PCB’s (IUPAC No. 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 70, 74, 82, 87, 95, 99, 101, 105,
= g Fs’uelo) 110, 118, 128, 132, 138, 149, 151, 153, 156, 158, 169, 170,171, 177, 180,183,
8 187, 191, 194, 195, 201, 205, 206, 208 y 209).

Compuestos

5 Organicos a-,B-,y-hexaclorocyclohexano, Hexaclorobenzeno, Aldrin, Mirex, a-,y-clordano,
] Persistentes Oxiclordano, Trans, cis-nonaclor, Heptacloroepoxido, p,p " -DDT, p,p "-DDE.

2 (6 muestras

g. compuestas higado, PCB’s (IUPAC No. 28, 52, 99, 101, 105, 118, 128, 138, 153, 156, 170, 180,183,

w musculo, tejido 187).

graso y sangre)

8

] Genotoxicidad Ensayo cometa en sangre

9 (12 muestras) ’

1]
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La tercera etapa se realizd en Mayo del 2008 en 7 sitios del area de estudio
(Figura 11). En esta etapa se colectaron muestras ambientales y bioldgicas
para la cuantificacion de contaminantes asi como también se evaluaron
diversos efectos en los sapos gigantes residentes en los sitios (Cuadro 5).
El drea considerada para el muestreo fue mas amplia y se incluyeron sitios
de la cuenca alta del Rio Coatzacoalcos. Para el analisis de los datos de esta
fase los sitios fueron agrupados conforme al tipo de actividad productiva y
acorde al grado de urbanizacién con fines de comparacién. En esta fase se
utilizaron los sitios rurales como sitios de referencia con el fin de comparar

con los sitios que presentaban contaminacién evidente.
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Figura 11. Localizacion de los sitios de muestreo de la tercera etapa. Sitios Industriales (1 Ejido Cangrejera,
5 Santa Alejandrina); Sitios urbano industriales (2 Estero del Pantano, 3 Mundo Nuevo, 4 Nanchital) y sitios
rurales (6 San Carlos, 7 Las Palomas).
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Cuadro 5. Plan de muestreo de la etapa 3.

LINEA DE CONTAMINANTE/ EFECTO PARAMETROS DE MEDICION

EVIDENCIA (n)

a-,B-,y-hexaclorocyclohexano, Hexaclorobenzeno, Aldrin, Mirex, a-,y-
c . clordano, Oxiclordano, Trans, cis-nonaclor, Heptacloroepoxido, p,p” -DDT,
o _ Compuestos Organicos i
g 5 . p,p -DDE.
c € Persistentes
s 9
£ 35 (21 muestras compuestas
.g £ d 10) PCB’s (IUPAC No. 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 70, 74, 82, 87, 95, 99,
[ e suelo
8 101, 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).
a-,B-,y-hexaclorocyclohexano, Hexaclorobenzeno, Aldrin, Mirex, a-,y-
Compuestos Organicos clordano, Oxiclordano, Trans, cis-nonaclor, Heptacloroepoxido, p,p " -DDT,
£ Persistentes p,p -DDE.
'S (140 muestras higado y
§ musculo) PCB’s (IUPAC No. 28, 52, 99, 101, 105, 118, 128, 138, 153, 156, 170,
o 180,183, 187).
Metales pesados
Plomo en sangre.
(70 muestras)
Genotoxicidad
Ensayo cometa en sangre.
(70 muestras)
Inhibicién de la biosintesis
@ del grupo hemo Actividad de la enzima delta aminolevulinico deshidratasa (3-ALAD).
o
‘g (70 muestras)
b Alteraciones hematoldgicas . ) . .
Hemoglobina, hematocrito, hemoglobina crepuscular media.
(70 muestras)
Cambios en la condicién )
Factor de condicion.
(70 muestras)

Seleccion y descripcion de los sitios de muestreo

La seleccion de sitios presentados anteriormente se realizé de acuerdo a los
siguientes criterios: 1) antecedentes en la literatura sobre la presencia de
contaminantes en matrices ambientales, 2) cercania con alguna posible
fuente de contaminacién, 3) distancia a las fuentes mas importantes
(complejos industriales, campos de cultivo, desarrollos urbanos, etc.), 4)

acceso a sitio, 5) presencia de los organismos.
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Los sitios pueden ser agrupados conforme al tipo de actividad productiva y
acorde al grado de urbanizacion para fines de comparacién. Las

caracteristicas de los sitios de muestreo se presentan a continuacion:

o Ejido Cangrejera. El sitio colinda con los complejos petroquimicos
Pajaritos y Cangrejera donde se producen compuestos derivados del
etileno y del cloro, asi como el Mondmero de Cloruro de Vinilo y

Compuestos Organicos Volatiles (COV).

o Las Palomas. Se ubica rio arriba del Rio Coatzacoalcos, en el
municipio de Hidalgotitlan; el sitio tiene escasa urbanizacién y
presenta ecosistemas aun bien conservados. El sitio no presenta

fuentes de contaminacion industrial evidentes.

o San Carlos. Ubicado en la rivera del Rio Uxpanapa, uno de los
principales afluentes del Rio Coatzacoalcos, y considerado como uno
de los prioritarios para la conservacion de la vida silvestre de la
region. El sitio no presenta fuentes de contaminacién industrial

evidentes.

o Santa Alejandrina. Sitio adyacente a la refineria “General Lazaro
Cardenas del Rio” en Minatitldan, donde se producen productos
energéticos (=220,000 barriles/diarios) y petroguimicos (2500
barriles/diarios PEMEX, 1999).

o Isla Copalapa. Ubicada en la vertiente del Arroyo Teapa, el principal
cuerpo de agua impactado por la actividad industrial. El sitio presenta
contaminacién por Compuestos Organicos Volatiles y metales pesados
(Stringer et al., 2001).

o Punta brava e Interseccion. Sitios conservados por su grado de
inaccesibilidad; sin embargo el sitio se encuentra proximo a las zonas

urbanas e industriales.
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Evaluacioén del Sitio

o Terranova. Sitio de astilleros abandonados y efluentes de industria de
alimentos.
o Puente 2 y Brazo Huazutlan. Sitios de implementacién de tecnologias

para la contencion de fugas de hidrocarburos.

o Mundo Nuevo. Situado a 10 km al sur del complejo petroquimico
Pajaritos. En este sitio se han detectado contaminantes importantes

como las dioxinas y el hexaclorobenceno (Stringer et al., 2001).

o Nanchital. Localizado en la orilla del Arroyo Nanchital a 10 km al
sureste de la refineria de Minatitlan; se caracteriza por una historia de

frecuentes derrames de hidrocarburos.

o Estero del pantano. Ubicado en las margenes del Rio Calzadas a 15
km al este de los complejos petroquimicos Pajaritos y Cangrejera; el
Rio recibe aportes de aguas residuales de los nucleos urbanos e
industriales aledafios. En este lugar se ha detectado la presencia de
Compuestos Organicos Persistentes, metales pesados y

contaminantes microbioldgicos.
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CAPITULO 3

“You must be the change you wish to see in the world”

Mahatma Gandhi

Contaminacién ambiental

Metales pesados

Los metales pesados y metaloides presentes en las muestras de suelo de
Coatzacoalcos para el primer muestreo fueron As, Be, Cd, Cr VI, Hg, Ni, Pb
y, V (Cuadro 6). Los niveles de los metales cuantificados no revelaron
concentraciones elevadas en relacién a la Norma NOM-147-
SEMARNAT/SSA-2004 que establece los niveles de metales en suelo y otras
guias ambientales internacionales (Canadian Environmental Quality
Guidelines, CEQG).

Cuadro 6. Niveles de metales pesados (mg/kg) en suelo de Coatzacoalcos Veracruz.

Al% As
Terranova 126 5 05 <05 22 26 0.18 78 10 13 44
Punta Brava 047 <2 <05 <05 10 6 0.05 45 4 6 15
Isla Copalapa 163 6 06 <05 29 26 012 230 16 11 43
Puente I 2 4 07 <05 33 29 008 491 25 19 52
Laguna del Ostion 1 091 7 <05 <05 13 4 <0.01 162 11 2 19
Brazo Huatzutlan 34 4 <05 <05 100 74 0.24 115 35 6 186
CEQG (mg/kg) ** NR 59 NR 06 37.3 357 017 NR NR 35 NR
NOM-Uso agricola/residencial* NR 22 150 37 280 NR 23 NR 1600 400 550
NOM-Uso industrial* NR 260 1900 450 510 NR 310 NR 20000 750 7200
* Norma Oficial Mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, que establece criterios para determinar las
concentraciones de remediacion de suelos contaminados por As, Be, Cd, Cr VI, Hg, Ni, Pby, V.
** Guias ambientales de Canadian Sediment Quality Guidelines for the protection of Aquatic Life.
NR: No se tiene referencia para este metal.
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Debido a las concentraciones tan bajas de metales se decidid no seguir
considerando a éstos (a excepcién del plomo, ver abajo) como
contaminantes prioritarios para la evaluacién de riesgo y se omitieron de

los muestreos posteriores.

Debido a los antecedentes historicos de produccion de Tetraetilo de plomo
en la region, la evaluacién de los niveles de plomo en suelo se realizd en
una tercera fase. Las concentraciones de plomo en suelo en el area de
estudio del Rio Coatzacoalcos variaron de 4.7 a 23.5 mg/kg (media= 11.1
mg/kg). Se observd una ligera tendencia (p=0.09) de incremento en los

niveles de plomo en el suelo de los sitios industriales (Figura 12).
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Figura 12. Niveles de plomo en suelo en diferentes sitios de Coatzacoalcos, Veracruz.

Los niveles de plomo en suelo para el primer y tercer muestreo fueron muy
similares y también fueron bajos en relacion a los valores de referencia de

la normativa mexicana e internacional (NOM-147 y CEQG).
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Los resultados encontrados son inconsistentes con lo reportado para la
region. Diversos autores (Rosales-Hoz y Carranza-Edwards 2005; Rosales-
Hoz et al. 2003; Ruelas-Inzunza et al. 2007) concluyen que la intensa
industrializacion del Rio Coatzacoalcos esta asociada con el incremento de
las concentraciones de metales en muestras ambientales (comparado con

muestras provenientes rio arriba de la zona industrializada).

El registro de Emisiones y Transferencia de Contaminantes (RETC)
publicado por la SEMARNAT (2004), reporta 19.7 ton/afio de metales
pesados liberados al ambiente por las industrias del ramo petroquimico y
quimico localizadas en los municipios de Coatzacoalcos y Minatitlan (Figura
4). Como se menciond anteriormente, hasta el afio 1997 operd la empresa
Tetraetilo de México (TEMSA) Unica en el pais en la produccion de Tetraetilo
de plomo (utilizado como aditivo antidetonante para las gasolinas) y que
pudo haber sido una fuente industrial importante para la regién (Flores and
Albert 2004).

De acuerdo con los antecedentes previamente presentados para la zona, se
esperaria que existieran niveles mas elevados de metales pesados debido a
gue aun existen fuentes importantes de emision de metales en las areas
industrializadas de la regién, aunado a los residuos provenientes de las
actividades industriales histéricas realizadas en la zona. Una posible
explicacion a los niveles tan bajos de metales podria ser el complejo
dinamismo hidroldgico del estuario que permite la depuracién de estos

contaminantes.
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Compuestos Organicos Persistentes

Los COP’s detectados en las muestras de suelo para el primer y segundo
muestreo se presentan en el Cuadro 7. El patrén de concentracion por
familias de compuestos en las muestra fue: >PCB> 3>HCH>HCB>
>DDT>Mirex (Figura 13).

Cuadro 7. Concentraciones de COP “s en suelo (ng/g) para el 1er y 2do muestreos realizados en
Coatzacoalcos, Veracruz.

Lindano *>PCB’s

Sitio ler 2do ler 2do ler 2do ler 2do ler 2do ler 2do ler 2do ler 2do
Isla Copalapa 335.7 98.9 -—- N.D - 88.2 N.D 6.7 N.D 389.5
Interseccion 225.9 255.4 - 24.4 - 73.1 N.D 31 N.D 78.6
Punta Brava 830.9 464.4 - 64.1 - 84.2 N.D 4.5 34 1261.4
Terranova 56.8 508.3 --- 57.2 == 2.8 10.3 3.4 3.8 162.7
Puente Il 16.0 110.3 - 25.2 - 4.1 8.0 5.0 3.4 383.8
E. del Pantano 240.6 237.9 - 27.8 —— 33.1 43.2 4.2 N.D 12702.6
B. Huatzutlan 208.3 94.3 - N.D - 120.6 N.D N.D N.D 140.7
Mundo Nuevo 373.9 238.2 == 28.7 --- 55.7 N.D. N.D. N.D. 137.6
‘CEQG (ng/g) 50 NR NR 10 700 NR NR 500

N.D. No detectable.

No se obtuvieron muestras.

* Corresponde a la suma de los congéneres detectados.

NR: No se tienen niveles de referencia para este compuesto.

+ Canadian Environmental Quality Guidelines (CEQG).
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Figura 13. Niveles de Compuestos Organicos Persistentes en suelo de Coatzacoalcos, Veracruz.
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Los niveles encontrados de Lindano, HCB y PCB’s sobrepasan los limites
establecidos por la guia canadiense de calidad ambiental (Canadian
Environmental Quality Guidelines [CEQG]) y/o por el National Oceanic and
Atmospheric Administration (SQuUiRT-NOAA), lo que sugiere peligro para los
organismos terrestres en la region. Cabe resaltar, que para algunos de

estos compuestos organicos no se reportan niveles de referencia en suelo.

Los congéneres de PCB’s detectados en las muestras de suelo fueron: 52,
70, 74, 82, 87, 90, 101, 105, 110, 118, 128, 132, 138, 149, 151, 153, 156,
158, 170, 180. Algunos de estos congéneres corresponden con los
Aroclores de uso mas extensivo (ATSDR, 2000). El area de Coatzacoalcos
tuvo un fuerte desarrollo industrial desde los 60 ‘s por lo que es posible que
estos aceites se hayan usado en transformadores y subestaciones

eléctricas.

Los niveles de PCB’s y HCB en suelo sugieren un patron en gradiente entre
los distintos sitios estudiados, ya que estos tienden a ser mas altos en las
zonas cercanas a los complejos industriales y a disminuir en zonas alejadas
a éstos. Este patrén podria explicarse debido a que estos contaminantes
estan fuertemente asociados a la actividad industrial y dentro de estas
actividades destaca la petroguimica. La presencia de estos contaminantes
ha sido observada y reportada en otras partes del mundo donde existe la
actividad petroquimica (ATSDRa, 2002, Zitko, 2003b). EI HCB también es
utilizado como excipiente en la formulacion de algunos plaguicidas, por lo
que su presencia en la zona podria estar relacionada con la actividad

agricola, principalmente de las aguas arriba del Rio Coatzacoalcos.

El DDT fue usado en México con fines de maximizar la produccién agricola y
para el control de enfermedades transmitidas por vectores (ATSDRb, 2002).
Aunque el DDT fue prohibido a principios de los noventas por sus efectos en
el ambiente, aun existe DDT residual en el ambiente debido a las
caracteristicas de persistencia de éste compuesto. La relacion DDT/DDE
obtenida del promedio de las muestras de suelo es mayor a 1, lo que
sugiere que nuevo DDT se estd incorporando en el ambiente ya sea por
transporte ambiental o por la alteracién de reservorios naturales como la

re-suspension de sedimentos.
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La presencia de DDT en Coatzacoalcos podria estar relacionada con las
campafas de control de vectores realizadas en la zona para el control del
paludismo. También es importante considerar el posible uso reciente del
plaguicida, el cual puede entrar al pais de forma clandestina o en

subproductos como el Dicofol.

Las concentraciones de HCH's se presentaron en las siguientes proporciones
a-HCH (72%), B-HCH (11%) y y-HCH (16%), lo que podria corresponder a
la formulacion de HCH's grado técnico [a-HCH 60-70%, B-HCH 5-12% y y-
HCH de 10-15%] (Willet, 1998; Yim et al. 2005). El HCH grado técnico se
utiliza principalmente para el control de ectoparasitos en el ganado bovino,
por lo que es probable que las concentraciones registradas en suelo podrian
deberse a los aportes de municipios con mayor actividad ganadera ubicados

aguas arriba del Rio Coatzacoalcos.
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Exposicion a contaminantes

Compuestos Organicos Persistentes

En el monitoreo bioldgico se detectaron 8 pesticidas organoclorados de los
14 analizados y 13 Bifenilos Policlorados (PCB’'s) de 21. Todos los
organismos capturados presentaron niveles detectables de al menos 3
Compuestos Organicos Persistentes (DDE, Lindano y PCB’s). En el Cuadro 8
se presentan los niveles de los Compuestos Organicos Persistentes
detectados en los diferentes tejidos en el sapo gigante para la segunda y
tercera fase del muestreo en Coatzacoalcos (se presentan datos

concentrados).

De manera general, se encontré el mismo patron de presencia de
contaminantes en tejido adiposo, muscular y hepatico en los dos muestreos
realizados. La distribucién general en los tejidos por familia de compuestos
fue >DDT> YHCH>3PCB’s, HCB y Mirex (Figura 14a). La concentracién de
Compuestos Organoclorados Totales (COT, Figura 14b) en los tejidos de
sapo gigante fueron de 867.2 ng/g en higado, 404.8 ng/g en musculo v,

322.0 ng/g en cuerpos grasos (estructuras de tejido adiposos).
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Figura 14. Concentracion de compuestos organicos persistentes (ng/g lip) en diferentes tejidos de sapo
gigante de Coatzacoalcos, Veracruz. a) Ordenado por compuesto y b) ordenado por tejido.
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Musculo
(n=12%)
a-HCH 43.1 47.9 41.7 ND
(13.5-93.4) (6.6 - 143.3) (9.9 -113.0)
B-HCH 26.4 53.9 41.9 ND
(10.0-51.4) (0.3-764.2) (0.8-195.5)
y-HCH 6.1 67.0 59.8 1615.7 (65.8 — 5863.2)
(3.1-14.8) (1.8 —521.8) (0.8 -341.2) 1615.7
p,p’-DDE 190.7 407.1 72.2 413.9 (25.9 — 3092.3)
(47.0 - 538.5) (13.5 - 3094.5) (1.0-372.4) 413.9
p,p’-DDT 28.7 31.8 1.6 ND
(10.6 -77.4) (0.3-104.4) (0.6 -5.9)
HCB 7.7 123.2 21.9 ND
(0.5-14.1) (0.8 -1783.5) (0.6 —196.2)
Mirex 7.4 40.0 23.3 ND
(3.2-15.4) (10.6 - 156.5) (8-36.1)
4ZPCB's 19.3) 95.9 142. 3 953.2 (394.1 - 1912.6)
(1.5-37.0 (2.1-1015.5) (14.0 - 358.2) 953.2
bcoT 329.4 867.2 404.8 3528.6 (642.7 — 12471.1)
(110.3-707.3) (89.4 — 5140.0) (55.6 —1214.3) 3528.6
Los datos son reportados como la media, el maximo y el minimo.
ND. No detectable.
*Muestras compuestas (Cada muestra estd compuesta de 2 individuos).
Sumatoria de PCB’s correspondiente a 12 congéneres.
b Suma total de compuestos clorados.

gigante colectados en Coatzacoalcos, Veracruz.
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Las concentraciones de COT, >DDT, HCB y Mirex tendieron a ser mayores
en tejido hepatico en comparacién con el tejido adiposo (cuerpos grasos) y
muscular; los 3HCH y los >PCB fueron mayores en tejido muscular. No se
encontraron asociaciones significativas entre las concentraciones de los

COP s en suelo y los diferentes tipos de tejido analizado.

La relacion DDT/DDE obtenida en los diferentes tejidos de sapo fue menor a
1 (higado-0.07, musculo-0.02 y cuerpos grasos-0.15) en contraste con lo
observado en suelo (relaciéon DDT/DDE >1), lo que podria sugerir la
habilidad del organismo para metabolizar el compuesto parental a DDE o
una mayor exposicion a este metabolito por diferencias en la absorcion
(derivada del metabolismo microbiano en el intestino). Diversos estudios en
anfibios, en especial de la familia de los sapos (Bufonidae) han demostrado
la capacidad de estos organismos para acumular concentraciones altas de
DDT y sus metabolitos. Cabe mencionar que estos estudios también han
mostrado que las proporciones de DDE y DDD fueron en general mas altas
que las del compuesto parental. En nuestro caso, no se cuantificaron las
concentraciones de DDD en los tejidos, por lo que la exposicion de los
sapos de la region de Coatzacoalcos al DDT y sus metabolitos podria estar
siendo subestimada. Las concentraciones de DDE registradas en esta
investigacion son comparables con las encontradas en anuros adultos
procedentes de otros sitios contaminados (en algunos casos son mas altas,
ver Cuadro 9). Existen registros de concentraciones de >DDT y sus
metabolitos (predominantemente DDE) de hasta 3480 n/g de grasa en R.
clamitans proveniente de los humedales del sur de Ontario (Harris et al
1998); en nuestro estudio, detectamos concentraciones de hasta 3094.5

n/g de grasa en muestras de higado del sapo gigante.

El patron general de distribucion de los Hexaclorociclohexanos (HCH 's)
observada en los tejidos fue y-HCH>B-HCH>a-HCH a excepcién del tejido
adiposo, en el cual el patron se presentd de manera inversa a-HCH>j-
HCH>y-HCH. De acuerdo con la literatura, los patrones de distribucion
general en mamiferos, aves y peces es B-HCH>a-HCH>y-HCH; este patrdén
de distribucién estd determinado principalmente por la persistencia del

compuesto, la ruta de exposicion, el metabolismo de la especie y la posicidon

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

49



Resultados y discusion

trofica (Willet et al 1998). Los datos contrastan con el patrén observado en
suelo y con otros estudios realizados con organismos de vida silvestre.
Algunas posibles explicaciones para interpretar la presencia de una
proporcion mas alta de y-HCH es la exposicién crénica al isdbmero por
diferentes rutas, lo cual podria ser constatado con los valores encontrados
en sangre donde el isémero y-HCH es el Unico detectable (Cuadro 8). El y-
HCH es mas volatil en comparacion con los otros isémeros, lo que implica
un transporte importante por el aire (Walker et al 1999); el sapo gigante ha
sido utilizado como biomonitor de contaminantes atmosféricos debido a su
capacidad de respiracion pulmonar y cutdanea mas desarrollada en

comparacion con otros anfibios.

Dado lo anterior es posible que existan otras rutas de exposicion
importantes hacia los HCH s ademds del suelo que aun no han sido
exploradas en los sapos y que pueden contribuir de manera significativa a
la carga corporal y su distribucidon en el animal. Aunque las diferencias en
las proporciones de los isdmeros pueden indicar diferentes fuentes, rutas y
tiempos de exposicién, y aun no se entiende con claridad para muchas
especies la influencia de procesos como la ingesta, la distribucién, el
metabolismo, y el almacenamiento en las diferencias de la distribucion de
los isébmeros en los tejidos (Willet et al 1998). Las concentraciones HCH s
detectadas en este estudio son menores que las observadas en otros
estudios realizados en anfibios adultos de vida silvestre residentes en sitios

agricolas (Cuadro 9).

Cuadro 9. Concentracion (ng/g de lipidos) de compuestos organoclorados en diferentes especies
de anfibios adultos en diferentes estudios*.

C. arenarum H. cordobae L. mystacinus M. stelzneri 0. Occidentalis P. tucumanum R. marina®

o-HCH 165.5 707 168.6 458.1 39.1
(ND-552) (214-1200) (54-329.9.) (23.5-892.6) (6.6-143.3)
B-HCH 155.3 898.6 141.7 ND 308.5 749.7 3.1
(ND-685.2) (165-1631) (ND-419.2) (18.2-598.8) (0.3-14.8)
y-HCH 186.4 937.9 105.3 93.8 342.9 799.5 9.0
(ND-783.1) (267.9-1608) (ND-271.2) (26.9-658.9) (1.8-38.7)
DDE 252.4 166.8 86.9 209.6 200.7 307.1
(ND-1329.9) (90.3-243.3) (ND-291.3) (14.8-386.4) (17.3-1197.4)
Los datos son reportados como la media, maximo y minimo.
ND. No detectable.
@ Muestras de higado, etapa 2 y 3
*Jofre et al 2008, Venne et al 2008.
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Los congéneres de PCB’s detectados en las muestras de tejido fueron el
52,101, 105, 118, 138, 153, 156, 170 y 180. Estos congéneres (a
excepcion del 52) corresponden en su mayor proporcién (>30%) al Aroclor
125423, una de las mezclas comerciales mas vendida en el mundo, lo que
sugiere que la procedencia de estos compuestos muy probablemente esté
relacionada con el uso de éstos aceites en las areas industriales de la

region.

Los congéneres detectados se caracterizan por ser algunos de los mas
persistentes en el ambiente y por absorberse en mayor proporcién en los
organismos. El patron de presencia de congéneres de PCB s observado en
los tejidos del sapo gigante es consistente con otros estudios en anfibios de
otras regiones del mundo (Loveridge et al 2007, Russell et al 1997); asi
como también las concentraciones (Cuadro 10). Cabe mencionar que las
concentraciones no estan normalizadas por el contenido de lipidos (por
motivo de comparacién con otros estudios) por lo que los valores podrian
ser aun mayores que los presentados.

Cuadro 10. Concentracioén (ng/g de tejido) de PCB totales en diferentes especies de anfibios
adultos en diferentes estudios*.

Sitio Especie Tejido Rango Referencia
Coatzacoalcos, México Rhinella marina Varios 0.39-163.3 Este estudio
Columbia, Canada Rana clamitans Carcasa 2.8 Loveridge et al 2007
Paduca, KY Varias especies Carcasa 151-4470 DeGarady y Halbrook 2003
Ontario, Canada Rana clamitans - 7.51 Rusell et al 1997
Ontario, Canada* Necturus maculosus  Gonadas y carcasa 113-1082 Bonin et al 1995
Ontario, Canada* Rizgacgﬂﬁgﬁs Carcasa 50-112 Phaneuf et al 1995
ParquEeSr;g%igf alen Rana perezi Musculo 50-1080 Rico et al 1987

* En DeGarady y Halbrook (2003)

El Mirex y el HCB fueron los contaminantes encontrados en menor
proporcion en los tejidos de sapo. Existen pocos estudios de exposicion a
Mirex y HCB en anfibios adultos. Russell y colaboradores (2002) reportan
concentraciones promedio de 0.26 a 1 ng/g de tejido de HCB en ranas
grillo (Acris crepitans) procedentes de 5 localidades agricolas en Ohio
EU; en este estudio, los valores de HCB en tejido en sapo gigante varian
de 0.04 a 200 ng/g de tejido.
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20.0

Bioconcentracion de COP’s

Los factores de bioconcentracién calculados para los diferentes tejidos en
los sapos gigantes revelan la acumulacion principalmente de DDE, DDT y
Mirex (Figura 15). Estos compuestos se caracterizan por ser de los mas
persistentes en el ambiente y los de mayor capacidad de bioacumulacion.
Los datos se ajustan a lo descrito en la literatura referente a los factores de
bioacumulacién para estos compuestos (DDE>DDT>Mirex). Cabe mencionar
gue este factor considera Unicamente al suelo como principal ruta de
exposicion, lo cual podria estar subestimando o sobreestimando los valores
reales del factor; es necesario incorporar otras rutas importantes como el
alimento para reducir la incertidumbre del factor, ya que es conocido que la
exposicion a compuestos persistentes en organismos de vida silvestre es

principalmente por cadena trofica.
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Figura 15. Factores de bioconcentracion de Compuestos Organicos Persistentes en diferentes tejidos de sapo
gigante de Coatzacoalcos, Veracruz. La linea negra representa el equilibrio entre las concentraciones

ambientales y las del tejido.
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La acumulacion de contaminantes en los anfibios estd influenciada por
muchos factores, puede ocurrir por diferentes vias y en diferentes
ambientes de su historia de vida. Como se present6 en el mapa conceptual
(Figura 5), los anfibios son el eslabdon entre los ecosistemas acuaticos y
terrestres; a la vez que se ubican entre los eslabones intermedios de las
cadenas tréficas; la presencia de contaminantes altamente persistentes,
bioacumulables y biomagnificables, es una situacion potencialmente

peligrosa que tendria que evaluarse en los depredadores de la region.

Plomo en sangre

Los niveles de plomo en sangre en los sapos variaron entre 10.8 y 70.6
pg/dL (media= 50 upg/dL). Se encontré una relacion entre los niveles de
plomo en la sangre de los sapos y su sitio de colecta (Sitio Rural, Urbano-
Industrial e industrial). Los niveles de plomo en sangre de los sapos
provenientes de los sitios urbano-industriales e industriales fueron
significativamente mayores (p< 0.01) que los niveles de los sapos

provenientes de los sitios rurales (Figura 16).
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Figura 16. Niveles de plomo en sangre de sapo gigante en diferentes sitios de Coatzacoalcos, Veracruz.
**P<0.01 denota diferencias estadisticamente significativas respecto a los sitios rurales.
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El incremento en la concentracion de plomo en sangre para los sapos de los
sitios urbano-industriales e industriales con respecto a los sitios rurales fue
de 203.5 y 480.7% respectivamente. Aunque la concentracién de plomo en
sangre es el indice mas cominmente usado como indicador de exposicion,
existe poca informacion de este biomarcador en anfibios adultos y en otros
organismos de vida silvestre, por lo que su comparacidon con otros trabajos
resulta dificil. La literatura reporta algunos casos que ilustran la
acumulacién de plomo en tejidos de anfibios en relacién a la intensidad de
la contaminacién proveniente de fuentes industriales o derivadas de la
agricultura. Lindzey et al. (2003) reportaron valores de 3.07-3.15 ug/kg en
piel y 0.05- 0.06 ug/kg en musculo de sapos gigantes colectados en sitios
agricolas de Bermuda; Arrieta et al. (2001) encontraron un intervalo de
concentraciones de plomo en sangre de 1.99 a 4.66 mg/dL en el sapo
sudamericano (Bufo arenarum) en las proximidades de un area industrial
petroquimica en La Plata, Argentina; Lee y Stuebing (1990) demostraron la
acumulaciéon de plomo en higados de sapos (Bufo yuxztaper) recolectados
en las proximidades de una mina de cobre. Nuestros datos muestran una
correlacion positiva y estadisticamente significativa (r=0.82, p<0.05) entre
las concentraciones de plomo en suelo y el contenido de plomo en sangre

por sitio (Figura 17).

50

Pb Soil Vs. Pb Blood (n=3, 10): r=0.82, p<0.05

40 A

30 +

20 A

Pb en sangre pg/dL

30

Pb en suelo mg/kg

Figura 17. Correlacion entre las concentraciones de plomo en suelo y de plomo en sangre de sapos por sitio .
Las barras horizontales y verticales indican el error estandar.

Aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

54



Resultados y discusion

Diversos estudios sobre preferencias alimenticias en el sapo gigante han
identificado una gran variedad de presas en contenidos estomacales, asi
como fragmentos de rocas y particulas de suelo (Zug and Zug 1979).
Segun Gans y Gorniak (1982) en el movimiento de alimentacién del sapo
gigante (lingual flip), la lengua entra en contacto directo con el suelo, lo
gue podria explicar la presencia de particulas de suelo en los contenidos
estomacales; lo que sugiere que la ingesta accidental de suelo puede ser

considerada como una via importante de exposicién al plomo.

De acuerdo con Hoz y Edwars (2005), las fracciones biodisponibles de
metales pesados en muestras de sedimento de Coatzacoalcos presentan
una alta biodisponibilidad del plomo en comparacion con los otros metales
evaluados. Sin embargo, las relativamente bajas concentraciones de plomo
en suelo en el drea de estudio sugieren que podrian existir otras rutas de
exposicion no evaluadas en este estudio. Al respecto, Beyer and Cromartie
(1987) reportaron concentraciones 1.4 a 2100 mg/kg d.w. en lombrices
colectadas en diversos sitios contaminados por plomo. De acuerdo con Zug
and Zug (1979) la tasa de ingesta promedio de lombrices para los sapos
gigantes es de 43.2 presas/dia; por lo que la dosis de plomo por ingesta de
lombrices puede llegar a ser considerable. En estudios preliminares en la
zona, hemos encontrado la presencia de plomo en sedimento (2.8 a 57.8
mg/kg, datos no publicados) y en particulas de polvo (32.0 a 549.0 mg/kg,
datos no publicados); esto es particularmente importante ya que los
organismos pueden estar expuestos al metal en el sedimento desde las
etapas tempranas del desarrollo y posteriormente en etapas adultas por

respiracion de particulas con plomo.
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Respuestas bioldgicas

Genotoxicidad

Se presentan solo los resultados obtenidos del segundo muestreo (Ver
Cuadro 4) debido a que las muestras del tercer muestreo no fueron legibles
casi en su totalidad derivado del manejo en campo. Los datos del segundo
muestreo sugieren mayor dafio al ADN (p<<0.05) en los sapos residentes
en el sitio industrial en comparacién con los sapos del sitio urbano (Figura
19). Los resultados de dafio al ADN obtenidos son comparativamente mas
bajos (de 2 a 12 veces) que los observados en estudios de laboratorio en
sapos (Bufo bufo) expuestos a herbicidas (Yin et al 2008). Nuestros
resultados son consistentes con lo observado en estudios de monitoreo de
genotdxicos en zonas agricolas con anfibios de vida libre (Rana Clamitans y
Rana Pipiens). Estos estudios mostraron diferencias significativas de dafio al
ADN en los sapos residentes de zonas agricolas respecto a los sitios de
referencia (Dhawan et al 2009). El biomarcador indica la presencia de
agentes genotodxicos y generadores de radicales libres en el sitio; por lo que
una evaluacién a detalle del sitio es necesaria, principalmente por la

presencia de hidrocarburos.
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Figura 18. Dafio al ADN en células de sangre de sapo gigante en diferentes sitios de Coatzacoalcos,
Veracruz. EP-Estero del Pantano, NM-Mundo Nuevo. **P<0.01 denota diferencias estadisticamente
significativas respecto al sitio urbano industrial.
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Actividad de la 6-ALAD

Las concentraciones de &-ALAD en sangre en los sapos gigantes se
encuentran entre 9.1 y 262.8 (media= 112.7+ 8.2) pmol/min*L de
eritrocitos. En la Figura 19 se muestra una disminucion significativa de la
actividad 0-ALAD en los sapos provenientes de los sitios urbano-industriales

e industriales, comparando con los sapos de las zonas rurales (p<<0.01).
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Figura 19. Actividad de la 6-ALAD en sangre de sapo gigante en diferentes sitios de Coatzacoalcos, Veracruz.
**P<0.01 denota diferencias estadisticamente significativas respecto a los sitios rurales.

El decremento en la actividad 8-ALAD en sangre fue de 35.3 al 78.0% para
los sitios urbano-industriales e industriales, respectivamente. Nuestros
resultados reflejan una relacién negativa significativa (r=-0.84, p<<0.01)
entre la actividad de la d-ALAD y la concentracién de plomo en sangre
(Figura 20). La linea de regresién que correlaciona al logaritmo de plomo en

sangre con la actividad de la enzima 6-ALAD fue: y= 2.11 + log 0.60x.

El patron de inhibicién enzimatica observado en los resultados concuerda
con lo registrado en anfibios adultos expuestos a plomo de manera
experimental (Peri et al. 1998a; Arrieta et al. 2000). Estos trabajos han
encontrado inhibiciones de la actividad de la &-ALAD del 27 al 90% con

respecto a los controles, mostrando un claro patrén concentracion-efecto.
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Los estudios previos y los resultados del presente estudio, demuestran que
la inhibicion de la d-ALAD puede considerarse como un biomarcador de
exposicion al plomo en anfibios adultos aplicable tanto en condiciones de

laboratorio como de campo.
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Figura 20. Relacion entre las concentraciones de plomo en sangre y la actividad de la 3-ALAD de sapo
gigante de Coatzacoalcos, Veracruz.

Los niveles de plomo en sangre que causan una inhibicion significativa en la
actividad de la 0-ALAD en los estudios realizados por Arrieta et al (2000;
2004) y Peri et al (1998a) en Bufo arenarum son mayores en comparacion
con los niveles determinados en nuestro trabajo (IC50= 16 ug/dl); lo que
sugiere que el sapo gigante Rhinella marina podria ser un mejor

bioindicador en la inhibicién enzimatica a bajas concentraciones de plomo.
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Alteraciones hematologicas

El contenido promedio de hemoglobina y de los valores de hematocrito en
sangre en los sapos gigantes de Coatzacoalcos fueron de 8.2+0.2 (De 4.1 a
11.6) mg/dL y 34£0.9 (De 16 a 49) % respectivamente.

No existen valores de referencia sobre intervalos “normales” de los
parametros hematoldgicos en el sapo gigante; sin embargo, Hall (1966)
describié por primera vez el funcionamiento de la hemoglobina para esta
especie y reporté algunos parametros hematoldgicos que se usaron como
referencia en éste estudio. De acuerdo con ésta informacién, el 52.9% de
los sapos provenientes de la regiéon de Coatzacoalcos presentd valores de
hemoglobina por debajo de los considerados como Optimos y el 27.1%

presenta valores anormales de hematocrito (Cuadro 11).

Cuadro 11. Porcentaje de sapos gigantes por intervalos de referencia para parametros
hematolégicos.

Parametros Limite inferior Rango optimo Limite superior
hematologicos (LI (x{®)] (BS)]
Hematocrito (%)* 22.9 72.9 4.2
Hemoglobina (mg/dL)® 52.9 47.1 0

% Hct (LI <28.9, RO 28.9-45.7, LS > 45.7).
® Hb (LI<8.5, RO 8,5-13.7, LS >13.7).
2 pasado en Hall (1966).

Nuestros datos muestran que las concentraciones de hemoglobina y los
valores de hemoglobina corpuscular media de los sapos provenientes de los
sitios rurales fueron significativamente mayores que los de los sapos
provenientes de los sitios urbano-industriales e industriales (Figura 21 y
Figura 22). El decremento en la concentraciéon de la hemoglobina en sangre
y de la hemoglobina corpuscular media para los sapos de los sitios urbano-
industriales e industriales fue de 11.1 al 17.8%; y de 9.8 al 10.2%,
respectivamente. No se encontraron diferencias estadisticas en los niveles

de hematocrito en sangre (Figura 23).
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Figura 21. Contenido de hemoglobina en sangre de sapo gigante en diferentes sitios de Coatzacoalcos,
Veracruz. *P<0.05, **P<0.01 denota diferencias estadisticamente significativas respecto a los sitios rurales.
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Figura 22. Contenido de hemoglobina corpuscular media en sangre de sapo gigante en diferentes sitios de
Coatzacoalcos, Veracruz. **P<0.01 denota diferencias estadisticamente significativas respecto a los sitios
rurales.
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Figura 23. Valores de Hematocrito en sangre de sapo gigante en diferentes sitios de Coatzacoalcos,
Veracruz.
Los resultados presentaron una asociacion negativa significativa (r=-0.41,
p<<0.01, n=70) entre los niveles de plomo en sangre y la hemoglobina
corpuscular media (Figura 24).
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Figura 24. Relacién entre las concentraciones de plomo en sangre y la hemoglobina corpuscular media en
sapo gigante de Coatzacoalcos, Veracruz.
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Los resultados pueden interpretarse como una anemia secundaria derivada
de la inhibicion de la actividad enzimatica d-ALAD y por consiguiente en la
sintesis de la hemoglobina por exposicion al plomo en los sapos con altos
niveles de plomo en los sitios con influencia industrial. Es conocido que la
exposicion a plomo en anfibios causa anemia y condiciones hypodxicas
debido al decremento en los niveles de hemoglobina (Rice et al. 1999). Las
respuestas fisioldgicas que llevan a la hipoxia en vertebrados estan
ampliamente documentadas y generalmente se centran en dos mecanismos
adaptativos: el incremento en el volumen de ventilacion y el aumento en la
capacidad de acarreamiento de oxigeno (02) de la sangre (Brauner and
Wang 1997). Durante la hipoxia, muchos vertebrados, incluyendo los
anfibios, aumentan la capacidad de transporte de O, incrementando el
numero de glébulos rojos en la sangre (fendmeno conocido como
policitemia); el grado de policitemia y su duracion dependen de las
condiciones ambientales, mientras que se han reportado casos donde este
mecanismo se ha presentado sin cambios significativos en el hematocrito
(Brauner and Wang 1997). Los resultados muestran una asociacién positiva
(r=0.31, p<<0.01) entre los niveles de plomo en sangre (transformacién
log) y el hematocrito (Figura 25).
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Figura 25. Relacion entre las concentraciones de plomo en sangre y el hematocrito en sapo gigante de
Coatzacoalcos, Veracruz.
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El patréon de incremento en el hematocrito y otros parametros
hematoldgicos han sido registrados en estudios experimentales en sapos
gigantes con anemia y expuestos a diferentes grados de hipoxia (Wood
1990; Portner et al. 1991; Wood and Malvin 1991; Andersen et al. 2003).
Consideramos que el incremento del hematocrito en funciéon de los niveles
de plomo en sangre puede interpretarse como un mecanismo de

compensacion a las condiciones hipdxicas ocasionadas por la anemia.

Factor de condicion

El factor de condicion de Fulton registrado para los sapos de Coatzacoalcos
fue de 105.6% 2.5 (De 68.0 a 149.8). Se encontré una disminuciéon del
11.4% en el factor de condicién en los sapos provenientes de los sitios
industriales con respecto a los sapos provenientes de los sitios rurales
(p<0.05, Figura 26).
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Figura 26. Factor de condicién de sapos gigantes en diferentes sitios de Coatzacoalcos, Veracruz.
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La disminucién en el factor de condicion es interpretada generalmente como
un decremento en la energia de reserva almacenada en la grasa y en el
higado con posibles implicaciones negativas para el crecimiento,
sobrevivencia y reproduccién de los organismos (Nash, 2006; Stevenson
and Woods 2006). Diversos estudios en invertebrados acuaticos, peces y
aves demuestran un decremento significativo en el factor de condicién en
organismos expuestos a contaminantes ambientales (Goede y Barton;
1990, Lieven y Ronny, 2003).

La disminucién en los indices de condicidon en los sapos provenientes de los
sitios industriales puede deberse a que algunos contaminantes presentes en
esos sitios pueden generar alteraciones en la tasa de ingesta y en la tasa
metabodlica, asi como en la absorcion de nutrientes en el tracto
gastrointestinal. Existen pocos estudios sobre los efectos de los
contaminantes en la nutricidon y el metabolismo en anfibios; sin embargo se
ha reportado que el plomo y el DDT pueden causar cambios en el tracto
digestivo y por consiguiente alterar la absorcion de nutrientes, asi como
aumentar la demanda de oxigeno debido a los costos energéticos de

reparacion de los danos (Rice et al. 1999).

Durante las condiciones de hipoxia, los organismos ectotermos responden
al estrés con una disminucion en la temperatura de preferencia (PT),
seguido de una reduccidén en la temperatura corporal (Tb, considerada por
algunos autores como hipotermia) para la reduccion del consumo de O2. La
hipotermia como respuesta conductual a la hipoxia y la anemia han sido
ampliamente documentadas en sapos gigantes (Portner et al. 1991; Wood
and Malvin 1991; Wood 1991). Wood (1990, 1991) encontrd una relaciéon
directa entre los niveles de hematocrito y la selecciéon de la PT, por lo que la

anemia podria inducir hipotermia en estos organismos.

El efecto mas significativo de la hipotermia es el decremento en la tasa
metabdlica, lo que podria tener efectos directos en la alimentacién debido a
la reduccién de la tasa de ingesta, un aumento en el estrés fisioldgico
(produccién de catecolaminas y lactato) vy alteraciones en el
comportamiento locomotor (escape y bulasqueda de alimento)

comprometiendo finalmente la sobrevivencia del organismo (Feder and
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Burggren 1992; Wood and Gonzales 1996; Chapman and McKenzie 2009).
Cabe mencionar que la menor disponibilidad de alimento también puede ser
un factor que influya de manera determinante en los sitios con mayor

impacto antropogénico, sin embargo este escenario no ha sido investigado.

Posibles efectos

En funcidn de los datos disponibles, las distribuciones de especies sensibles
(SSD) fueron calculadas para el Lindano, DDT, PCB’s y Mirex. Todos los
modelos SSD fueron calculados a partir de datos de concentraciones letales
en tejido (concentracién interna letal al 50%) CILs,. Se probaron 5
diferentes modelos para el calculo de HCs (ejemplo del Mirex en la Figura
27). Las HCs calculadas para los compuestos y los modelos seleccionados se

presentan en el Cuadro 12.
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Figura 27. Modelo de distribucion de la sensibilidad de las especies a Mirex para efectos de letalidad.
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Cuadro 12. Analisis deterministico de la peligrosidad hacia la exposicion a Compuestos Organicos
Persistentes en sapo gigante para efectos de letalidad.

Parametro y-HCH >PCB
(n=12) (n=12)

HCs 2.98 1608.2 1.78 2.0
Modelo Gompertz Gompertz Gompertz Gompertz
CPrcsimed 1.399 0.009 5.853 1.455
CPrcsimax 19.734 0.101 39.393 6.624
HC5= Concentracion peligrosa al 5%

CP=Cociente de peligrosidad
med- Concentracién media

max- Concentracion maxima

Los datos del cociente de peligrosidad indican riesgo de letalidad en el
siguiente orden: DDT>Lindano>Mirex. Los PCB’s presentaron el menor
riesgo o niveles seguros para los sapos gigantes. Los cocientes de
peligrosidad para Lindano y DDT se mostraron ser de 20 a 40 veces
mayores en comparacién a los niveles de referencia usando las
concentraciones maximas en tejido obtenidas en el estudio. Dada la
variabilidad de los valores en las determinaciones de contaminantes en
tejido y para reducir la incertidumbre se realizd una modelacidon

probabilistica para los compuestos que presentaron riesgo (Cuadro 13).

Cuadro 13. Analisis probabilistico de la peligrosidad hacia la exposicion a Compuestos Organicos
Persistentes en sapo gigante para efectos de letalidad.

PARAMETRO

(n=10)
HCs 2.98 1.78 2.0
*Distribucion HCy Triangular Triangular Triangular
Distribucion COP’s, Log-normal Gamma Log-normal
(%)>1 18.9 28.9 29.7

HC_=Concentracion peligrosa al 5%.
CP =Cociente de peligrosidad.

*Distribucion estimada con la mediat 95% de confianza de la media.
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La modelacién probabilistica indica riesgo de letalidad por lo que es
consistente con el patrén de riesgo observado en la modelacién
deterministica (Cuadro 12). El Mirex y el DDT presentan el mayor riesgo
(29 y 30% respectivamente), seguido del lindano (19%). Es probable que
estas concentraciones causen letalidad principalmente en etapas tempranas
del desarrollo de los sapos; al respecto Rowe et al (2001) encontrd
alteraciones en el reclutamiento de individuos jévenes en la poblaciéon de

Bufo terrestris derivada de exposicion a contaminantes.

En cuanto a los posibles efectos por exposicion al plomo; los cocientes de
peligrosidad calculados para los anfibios de Coatzacoalcos revelaron valores
de hasta 3.9 veces mayores en relacion con los valores toxicos de
referencia para mamiferos. El analisis probabilistico mostré un patron de
incremento en el riesgo en funcion del tipo de sitio y el impacto
antropogénico (Cuadro 14); de manera tal que el mayor riesgo encontrado
fue para los sapos residentes en los sitios industriales, lo cual concuerda
con los datos de alteraciones hematoldgicas y de inhibicion enzimatica

encontrados en este estudio.

Cuadro 14. Analisis probabilistico de la peligrosidad hacia la exposicion a plomo en sapo gigante
para efectos reproductivos y hematoldgicos.

PARAMETRO

Industrial
*Distribucién Log- normal Log-normal Log-normal Log-normal
(%)>1 0.36 18.0 61.6 24.1

*Distribucion ajustada

Los modelos de simulacién probabilistica sugieren que las poblaciones de
sapos gigantes residentes en los sitios industriales son susceptibles a
presentar efectos reproductivos y hematoldgicos derivados de la exposicidon
a plomo. Cabe mencionar que, debido a la falta de especificidad en los
valores de referencia, podria haber una sobreestimacién o subestimacién de

los riesgos.
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Conclusiones y
CAPITULO 4 recomendaciones

»

“We wish truth, and we find only uncertainty

Blaise Pascal

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran la presencia de
contaminantes organicos persistentes y de metales en suelo. Aunado a
esto, se detectd la presencia de estos compuestos contaminantes en los
tejidos de los sapos gigantes residentes en el sitio. También, se registraron
efectos bioldgicos subletales relacionados directamente con la exposicién a
estos contaminantes. La integracion e interpretacion de las lineas de
evidencia asi como de sus incertidumbres (Cuadro 15) muestran un riesgo
alto para las poblaciones de sapos gigantes y otras especies del humedal,
principalmente de aquellas que residen cerca de los complejos industriales

por lo que la intervencion de estos sitios es necesaria.

Las concentraciones detectadas de Lindano, HCB y PCB's en suelo de los
sitios analizados fueron superiores a las guias internacionales, lo que
implica un posible riesgo a la salud de los diferentes componentes

bioldgicos del humedal.

Aunque los niveles de plomo en suelo y sedimento no sobrepasan los
limites establecidos por la normativa mexicana y guias internacionales, las
concentraciones encontradas en el ambiente en este estudio representan
una alta exposicion y marcados efectos subletales para las poblaciones de

sapos gigantes residentes en la regién.
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Las concentraciones cuantificadas en suelo para contaminantes como a-
HCH, B-HCH, Lindano, DDE y DDT, no permiten establecer un gradiente de
concentracidn claro a partir de una fuente probada. De manera tal que el
area de Coatzacoalcos estudiada puede considerarse como una zona
generalizada de exposicién a estos contaminantes. Para el caso de los
Bifenilos Policlorados, Hexaclorobenceno y el Plomo, es posible observar un
gradiente de distribucién espacial en suelo entre los distintos sitios; ya que
los niveles de estos contaminantes tienden a ser mas altos en las zonas
cercanas a los complejos industriales y a disminuir en zonas alejadas a
éstos. Aunque este patron podria explicarse debido a que estos
contaminantes estadn fuertemente asociados a la actividad industrial se
requieren de monitoreos ambientales sistematicos en tiempo y espacio para

demostrar esta hipdtesis.

Los resultados registrados en el estudio muestran de manera clara la
existencia de exposicion a HCH's, DDT's, HCB, Mirex, PCB’s y Plomo en
sapos gigantes de la regién de Coatzacoalcos; a su vez que destaca la alta

bioconcentracién de los compuestos mas persistentes.

La evaluacién de la exposicién en los tejidos de sapo gigante mostrd un
buen reflejo de los contaminantes encontrados en el ambiente
(principalmente Plomo, DDT y DDE) en la zona. Las caracteristicas
fisiologicas, ecoldgicas, y ecotoxicoldgicas, del sapo gigante ademas de su
amplia distribucion, facil captura y manejo, lo convierten en un organismo
recomendable para ser utilizado en programas de monitoreo ambiental para
la region de Coatzacoalcos y otras regiones tropicales de México y

Sudamérica.

Se sugiere establecer una bateria de biomarcadores mas amplia vy
especifica, con la finalidad de recabar lineas de evidencia mas soélidas que
permitan establecer el nivel de afectacion en los sapos derivada de la

exposicion a Compuestos Organicos Persistentes.

Nuestros resultados muestran que las concentraciones de plomo en sangre,
la actividad de la enzima d-ALAD vy los parametros hematoldgicos en el sapo

gigante (Rhinella marina) pueden ser utilizados como biomarcadores
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sensitivos y confiables en condiciones de campo para evaluar los efectos de

la exposicion a Plomo.

Existe una alta incertidumbre sobre la causa de los efectos en la condicién
en los sapos gigantes; es factible que exista exposicién a otros agentes
estresantes en la zona, que no se han evaluado en el presente estudio (€j.
HAPs, HTPs, COV s, dioxinas y el Monémero de Cloruro de Vinilo de los
cuales se sabe que existen en la zona) que podrian estar relacionados con

los efectos observados.

Los modelos de extrapolacion de efectos indican la probabilidad de efectos
letales, hematoldgicos y reproductivos en sapo gigante. Es importante
considerar las implicaciones de estos resultados en otros anfibios del
humedal; aunque la incertidumbre de estos modelos es alta se requiere de

otros estudios para verificar y complementar los modelos.

La aplicacion de esta metodologia en otros sitios contaminados en
diferentes contextos es factible; durante la realizacion del presente trabajo
se detectaron algunas limitantes que complicaron su aplicacion adecuada
como la capacidad analitica, problemas técnicos, la falta de recursos y de

equipamiento en el sito de estudio.

Este estudio ofrece una linea base sobre el estado de la contaminacién por
metales pesados y compuestos orgdnicos persistentes en la region
industrial de Coatzacoalcos y de efectos subletales de en las poblaciones
silvestres de sapo gigante. Consideramos que se requieren mas estudios en
las poblaciones de anfibios y otros organismos silvestres en Coatzacoalcos y
en particular, sobre el establecimiento de los niveles toxicos de referencia
(TRVs), la identificacion de las posibles rutas de exposicibn a otros
contaminantes en los sistemas acuaticos y terrestres, la evaluacion de
diversos efectos de relevancia ecoldgica (ej. genotdxicos, neurotoxicos y
endocrinos), con la finalidad de identificar y cuantificar con menor
incertidumbre los riesgos asociados en las poblaciones de anfibios de la
region, asi como sus implicaciones en la salud humana y de los

ecosistemas.
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Cuadro 15. Analisis de lineas de evidencia de riesgo para Coatzacoalcos Veracruz.

Linea de evidencia

(-) Las concentraciones
de metales pesados en

Consistencia

(#)Se  identifico el
mismo patrén de
presencia de

Gradiente
(€3] Tendencia  de
incremento en la
concentracién de plomo

Plausibilidad

specificidad Analogia

(-) La informacion no
corresponde con los

otros receptores.

Metales y metaloides ; en suelo en relacion a No aplica. No aplica. valores esperados y/o
suelo no sobrepasaron | contaminantes pero las o -
. ) . los sitios industriales. reportados en otros
las guias de referencia. | concentraciones no son estudios
— comparables. . - '
[ (-) Datos insuficientes.
c (+) Gradiente claro
() e
3 para HCB en funcidn
IS de la actividad
© (+) De la evaluacién | industrial.
S ambiental en la regién () Informacién  no
k3] - el 50% de las muestras | (+) Datos similares de disponible o]
IS (+)Las concentraciones .
c de Lindano. HCB sobrepasaron los | DDT y DDE en el area. comparable para
k= Compuestos PCB's eﬁ suelg umbrales. algunos compuestos.
I organicos sobrepasaron desde 3 () Inconsistencia en los No aplica. No aplica.
< Persistentes P (+) Se identifico el | niveles de PCB’s. (+) Niveles de DDT
o) hasta 25 veces los ! . . -
(@) umbrales mismo patron de similares a estudios
’ presencia de | (1) HCH’s sin patron previos realizados en la
compuestos en los | aparente de zona.
muestreos realizados distribucion.
(-)Datos insuficientes.
(+) Gradiente de
exposicién en funcién | (+) Bastas referencias
de la cercania de los | sobre la (+) Gradiente de
(+) Concentraciones de | (+) Se han identificado | sitios industriales. bioacumulacion de exposicién en funcion
a Metales Pesados plomo en sangre | niveles de plomo en plomo en sitios No aplica de la cercania de los
IS mayores a niveles de | tejido en especies | (+) Relacion entre las | contaminados en piica. sitios industriales en
g referencia. acuéaticas de la region. concentraciones de Pb | anfibios y reptiles y peces y bivalvos de la
= en suelo y Pb en | otros grupos region.
g sangre. taxonémicos.
o -
o (+) Se encontré el
© mismo patron de (+) Bioacumulacion
\g presencia de importante de DDE vy
© () No existen umbrales contaminantes en | () No es posible | (+) Existen referencias PCB’s comparables a
8 Compuestos de referencia para relacion a las muestras | generalizar patrones de | sobre la utilidad de otros sitios
=% Orgéanicos ambientales. distribucion  por la | anfibios como No aplica. contaminados.
< ) estos compuestos en o
] Persistentes anfibios variabilidad de los | acumuladores de
' (+) Mismo patron en | datos. COP’s. ) Informacion
muestras biologicas en insuficiente para

comparacion.
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Consistencia

Gradiente

Plausibilidad

Linea de evidencia

Genotoxicidad

Fuerza

(+) Se present6 mas
del 20% del efecto en
los sitios industriales.

() No existen otros
estudios en la region.

(+) Gradiente claro de
inhibicién en relacién a
la actividad industrial.

(+) Mecanismo descrito
en anfibios y otras
especies de
vertebrados.

Especificidad

) Respuesta no
especifica.

Analogia

(+) Respuesta analoga
en estudios in vitro y de
campo.

Inhibicion ALAD

(+) Se presentd mas
del 20% del efecto en
los sitios industriales y
urbano-industriales.

() No existen otros
estudios en la region.

(+) Gradiente claro de
inhibicién en relacién a
la actividad industrial.

(+) Mecanismo descrito
en anfibios y otras
especies de
vertebrados.

(+) Inhibicién especifica
por plomo.

(+) Relacion entre
concentracién de plomo
en sangre e inhibicion
ALAD.

(+) Respuesta analoga
en estudios in vitro y de
campo en vertebrados
expuestos al plomo.

Alteraciones

(+) Se
diferencias
significativas entre en
los sitios industriales y
urbano-industriales.

presentaron

() No existen otros

(+) Gradiente claro de
alteracién en relacion a

(+) La inhibicion del la
actividad ALAD puede
alterar los niveles de
hemoglobina y
hematocrito en anfibios.

) Respuesta no

(+) Respuesta analoga
en estudios in vitro y de
campo en vertebrados

Respuestas bioldgicas

Factor de condicion

(+) Se
diferencias
significativas entre los
sitios industriales.

presentaron

() No existen otros
estudios en la region.

(+) Gradiente claro de
alteracién en relacién a
la actividad industrial.

compuestos como el
DDT y el Lindano, el
Plomo pueden alterar el
metabolismo o} la

) Respuesta no
especifica.

hematoldgicas estudios en la region. L . ] + Algunos | especifica. P
9 9 la actividad industrial. &) 9 P expuestos a multiples
(+) Se presentaron compuestos - como el compuestos
alteraciones en relacion DDT 'y el Lindano .
) ueden alterar los
a valores de referencia. pue
parametros
hematoldgicos.
() Algunos

(+) Respuesta analoga
en estudios in vitro y de
campo en vertebrados
expuestos a multiples

(+)Las concentraciones
de plomo en sangre
mostraron potencial de
riesgo.

hematoldgicos.

peligrosidad en relacion
a la actividad industrial.

adsorcién de compuestos.
nutrientes.
(+)Las concentraciones
de DDT, Lindano vy
Mirex en .te“do (-) Datos insuficientes
mostraron potencial de ) .
riesao () No existen otros | para COP’s. o No existe
9. estudios en la region. ) Grado de ) L
. . informacion sobre
Posibles efectos (+) PCB’s sin potencial . .(+) Gradiente claro de Incertldum_blre alto por | () [Respuesta no cargas corporales y
de riesqo (+)  Correspondencia | incremento en el | extrapolacion entre | especifica. letalidad _en  anfibios
9 con los efectos | coeficiente de | especies. adultos

(+) Indica que la evidencia es consistente con la ocurrencia del efecto.
(-) Indica que la evidencia es inconsistente con la ocurrencia del efecto.

(#) Indica que la evidencia es ambigua.
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Metodologias de obtencion y analisis de la informacion

Técnicas de captura de organismos

Se utilizaron trampas de barrera y embudo para la captura de los sapos
gigantes. Las trampas se elaboraron de material plastico como barrera vy
botes de 20L como recipientes de colecta. La trampa esta conformada por
tres vértices con una extensiéon de cinco metros por vértice. La técnica
consiste en colocar las trampas de barrera sobre las orillas de las riberas o
de las charcas. La disposicion de la trampa fue en forma lineal o de forma
cruzada, dependiendo del terreno. Se colocaron un total de 4 trampas por
estacion de muestreo. Las trampas fueron colocadas por la tarde vy
revisadas en el transcurso de la noche y por la mafana. La trampa forzo a
los sapos a caer en los recipientes dirigidos por la barrera plastica en su
camino hacia tierra firme, posteriormente se colectaron a mano. También,
se realizaron trayectos nocturnos en areas de 1ha en las zonas pantanosas;
los individuos identificados fueron recolectados a mano y con red. Los
organismos colectados fueron transportados al laboratorio de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Veracruzana para la obtenciéon de

muestras.

Permisos de colecta

Para la captura de los organismos se contd con Licencia de Colector
Cientifico de Flora y Fauna silvestre y otros Recursos Bioldgicos Silvestres
No. FAUT-0133 (Oficio Num. SGPA/DGVS/06381), vigente durante los afios
2006-2008, la cual fue expedida por la Secretaria de Medioambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT).

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

81



Anexo 1. Metodologia

Obtencion de muestras ambientales

Se colectaron 3 muestras de suelo superficial (los primeros 5 cm) en cada
sitio. Las muestras fueron homogenizadas para formar una muestra
compuesta. Las muestras fueron almacenadas en frascos de vidrio para su
transporte al laboratorio. En el laboratorio, las muestras fueron secadas a
30C° en un horno; después, se tamizaron y finalmente, se almacenaron

hasta su analisis.

Obtencion de muestras bioldgicas

El método de obtencidon y conservacion de las muestras de sangre se llevd a
cabo de acuerdo al protocolo de Dyer y Cervasio (2008) para estudios de
hematologia. Se obtuvieron de 3 a 5 ml de sangre por punciéon cardiaca con
jeringas heparinizadas; posterior a la extracciéon la sangre, y ésta se
almacené en tubos (Vacutainer®) con heparina y. las muestras se
mantuvieron en refrigeradas a 8°C. No se utilizdé EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) como anticoagulante ya que no es recomendable
debido a que inhibe la actividad 0-ALAD y puede lisar los eritrocitos de
algunas especies de anfibios y reptiles (Dyer y Cervasio, 2008). Una
alicuota de 2 ml fue congelada con nitrégeno liquido para su posterior
analisis (actividad d-ALAD). Después de la extraccion de sangre, los sapos
fueron sacrificados por dislocacion cervical y diseccionados para la
obtencién de tejidos (hepatico, muscular y graso). Los tejidos fueron
almacenados en frascos de vidrio y congelados a 4°C para el posterior

analisis de contaminantes.
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Analisis de contaminantes en muestras ambientales

Metales y metaloides

La cuantificacion de metales y metaloides en suelo se realizd6 mediante
espectrofotometria de absorcion atdémica. Para Pb y Cd se utilizd el horno
de grafito, mientras que para As, Cu y Zn se utilizé generacion de hidruros.
Se pesaron 0.5 g de suelo en vasos de teflén y se le agregaron 10 ml de
acido nitrico al 25%. La digestion se llevé a cabo en un microondas (CEM
MDS-2000) a 100% de potencia, 80 psi y un tiempo de 60 minutos. AL
terminar la digestion, las muestras se llevaron a temperatura ambiente
para su enfriamiento. Posteriormente, las muestras se filtraron con papel
Watman (No 1). El filtrado fue almacenado en tubos coénicos de
polipropileno ajustando el volumen a 25ml con agua desionizada. Como
control de calidad se utiliz6 el Estandar de referencia 2710 del NIST
(National Institute of Standards and Technology, Montana Soil). Las

concentraciones fueron expresadas en mg/Kg.

Compuestos Organicos Persistentes (COP’s)

El proceso de extraccion de contaminantes del suelo fue por horno de
microondas (CEM-MARS X) de acuerdo a los métodos 8081A y 8270C de la
USEPA (1996a, b) con ligeras modificaciones. Se colocdé un gramo de
muestra en vasos de tefléon y se afiadieron 14 mL de diclorometano, las
condiciones del horno fueron temperatura de 120°C, 140psi de presion en
un tiempo de 60 minutos. Después de la extraccién las muestras se
evaporaron hasta un volumen de 0.2 mL con una corriente de nitrégeno en
un evaporador a 37°C; durante el proceso las muestras se re-suspendieron
a 2 mL con hexano. Finalmente, el extracto se pasdé por una columna de
fluorisil eluyendo con dietileter (6%) para su limpieza. El extracto se
concentré a un volumen de 1 mL mediante una corriente de nitrégeno. El
endrin-C13 y el PCB 14-C13 fueron utilizados como estandares internos y
fueron adicionados a todas las muestras. Se utiliz6 ademds un estadndar de

referencia certificado (EC-2 “A Lake Ontario Blended Sediment for Toxic
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Organics”) del National Water Research Institiute de Canada. Todos los

reactivos utilizados fueron grado analitico.

La cuantificaciéon se llevd a cabo de acuerdo a lo reportado por Trejo-
Acevedo et al. (2009). Una vez realizada la extraccion correspondiente, 1L
del extracto fue inyectado en un cromatégrafo de gases (HP 6890) acoplado
a un espectrometro de masas (HP 5973) con una columna HP5-MS (60 m x
0.25 mm ID; 0.25-pm film thickness). El programa de temperaturas
utilizado fue: inicial 100°C (2 min) y final de 310°C (a tasas de incremento
de la temperatura de: 20°C/min hasta 200°C, 10.0°C/min hasta 245°C,
4°C/min hasta 280°C y 30°C/min hasta 310°C por 6 min). El gas
acarreador utilizado fue helio a una velocidad lineal de 1 mL/min. El limite
de deteccién para los COP’s fue de 0.6 a 2 pg/L. Las concentraciones

fueron expresadas en ng/g.

Métodos de andlisis de biomarcadores de exposicion

Plomo en sangre

Los niveles de plomo en sangre fueron determinados siguiendo el protocolo
de Subramanian (1987, 1989). Se mezcld modificador de matriz
(hidrogenofosfato diamoénico-Triton X-100 en presencia de 0,2% de acido
nitrico) con las muestras de sangre en una proporcidon 1:5. Se utilizé
material de referencia (CDC-08PB06) en cada corrida como un control de
calidad interno y se obtuvieron con recuperaciones que van desde 91 hasta
100%. Las muestras de sangre fueron analizadas con un espectrofotdmetro
de absorcién atémica Perkin-Elmer 3110 acoplado a un horno de grafito
(HGA 600, Perkin Elmer). Las concentraciones de plomo en muestras de

sangre fueron expresadas en pg/dL.
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Contaminantes organicos persistentes (COP's)

El método de extraccidon, separacion y limpieza de contaminantes organicos
persistentes en los tejidos de sapo gigante fue llevado a cabo de acuerdo a
lo establecido por Jensen y colaboradores (2003) con ligeras
modificaciones. Las muestras de tejido (10g para higado, 10g para musculo
y 1g para grasa) fueron homogenizadas vy extraidas con
isopropanol/dietileter/hexano (2:1:1 v/v). Posteriormente el extracto fue
filtrado y usado para la determinacion gravimétrica de lipidos totales. El
extracto fue evaporado a 37°C hasta un volumen de 0.5mL. La limpieza se
realizé a través de una columna de silica gel. Después las muestras fueron
eluidas con una mezcla de metileno:hexano (3:1 v/v) y concentradas a 100
puL. Para el caso de muestras de sangre, la extraccion se llevé a acabo de
acuerdo a lo establecido por (Trejo-Acevedo, et al 2009); una alicota de
2mL de plasma fue extraida con una mezcla de amonio/etanol/hexano
(1:1:3 v/v). El extracto fue concentrado y limpiado en columnas de Florisil.

El contenido de lipidos en plasma fue determinando por espectrofotometria.

Para la cuantificacion de contaminantes, el extracto de las muestras (1 plL)
fue inyectado en un cromatégrafo de gases (HP 6890) acoplado a un
espectrometro de masas (HP 5973) y una columna HP5-MS (60 m x 0.25
mm ID; 0.25-pm film thickness). El programa utilizado de temperaturas
fue: Inicial 100°C (2 min) y final de 310°C (a tasas de incremento de la
temperatura de: 20°C/min hasta 200°C, 10.0 °C/min hasta 245°C, 4.0
°C/min hasta 280°C y 30°C/min hasta 310°C por 6 min). Se utilizd Helio
como gas acarreador a una velocidad lineal de 1.0mL/min. El a-
Hexachlorociclohexano-C13, Endrin-C13 y el PCB-141-C13 se utilizaron
como estandares internos y fueron adicionados a todas las muestras. Los
limites de deteccidon para los pesticidas organoclorados (OC’s) y PCB s fue
aproximadamente de 0.30 ug/L. Las concentraciones de COP’s en los
diferentes tejidos fueron calculadas en peso fresco y estandarizadas por el

contenido de lipidos (ng/g de lipidos).

Aplicacién de una metodologia de evaluacién de riesgo ecoldgico en el sistema de humedales de
Coatzacoalcos, Veracruz.

85



Anexo 1. Metodologia

Métodos de analisis de hiomarcadores de efecto

Ensayo cometa

El ensayo cometa fue realizado de acuerdo a lo descrito por Singh et al.
(1988) con ligeras modificaciones. Una alicuota de 5 pL de sangre completa
fue diluida en 240uL de agarosa de bajo punto de fusién (37°C). Las
laminillas fueron preparadas usando 15 pL de la suspension celular y 225
ML de agarosa de bajo punto de fusién en una capa pre-elaborada de
agarosa regular al 0.5%. Posteriormente las laminillas fueron incubadas en
una solucién de lisis [(compuesta de 10 mM Tris-HCI, 2.5 M NaCl, y 100 mM
EDTA, 0.2 M NaOH, ajustada a un pH 10) a la cual se le anadié6 10% de
DMSO y 1% Triton X-100 antes de usarse] por 1 semana en oscuridad a
una temperatura de 8°C. Después de la incubacién las laminillas fueron
puestas en un buffer alcalino (10N NaOH y 200 mM EDTA, ajustado a un pH
> 13) por 5 minutos para desdoblar el ADN. Inmediatamente se realizoé una
electroforesis horizontal por 10 minutos a 25 V y 300 mA, posteriormente
se neutralizaron con Tris 0.4 M (pH 7.5) y se fijaron con etanol. Las
laminillas se tifieron con 20 yL de bromuro de etidio (0.05mM) para su
observacién en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) a una
magnificacion de 200X. Se midié el momento (olive tail moment) [(tail
mean—head mean)*tail%DNA/100] y la longitud de la cola (tail extent) de
100 células (50 de la muestra y 50 de la réplica) por individuo con un
software analizador de imagenes (Komet 4.0; Kinetic Imaging Ltd.,

Liverpool, UK).

Determinacion de la actividad 6-ALAD

La actividad de la enzima delta aminolevulinico deshidratasa (5-ALAD) fue
determinada de acuerdo al método europeo estandarizado (Berlin and
Schaller 1974) con ligeras modificaciones. Una alicuota de 0.05 mL de
sangre fue mezclada con 1.45 mL de agua desionizada (30:1 water: blood
dilution ratio) y se afadié 1mL de acido aminolevulinico (ALA) 10 mM en un
buffer de fosfatos ajustado a un pH de 6.4. Las muestras fueron incubadas

en bafio himedo a 38°C por 60 minutos. La reaccion fue detenida con acido
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tricloroacético (10%); posteriormente, las muestras fueron centrifugadas
por 10 minutos a 2000 rpm (Hettich Universal 32). El sobrenadante fue
mezclado con la soluciéon de Erlich’s (1:1). Después de diez minutos se
midié la absorbancia a 555 nm en un espectrofotometro UV-Visible
(Barnstead/Thermolyne SP8001). La actividad enzimatica fue expresada
como pmol/min*L de eritrocitos y fue calculada de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

Actividad de la 3-ALAD =Abs x 100 x 2 x FD/Htc% x 60 x 0.062

Donde Abs= Absorbancia de la muestra, 2= (Factor de conversion de d-
ALAD a Porfobilindgeno), FD= Factor de dilucion, 60 = Tiempo de

incubacién (min), y 0.062= coeficiente de extincién (L/umol x cm).

Determinacion del contenido de hemoglobina, hematocrito y hemoglobina

corpuscular media

El hematocrito fue determinado centrifugando la sangre en tubos capilares
heparinizados (50 uL de capacidad) a 7000 rpm por 5 minutos en una
centrifuga para hematocrito (Sol Bat M-08). La medicion fue realizada con
una carta estandar de hematocrito (Critocaps® tube reader). El contenido
de hemoglobina (g/dL) fue medido usando un kit de diagndstico (HemoCue
Hb 201 Microcuvettes® and HemoCue Hb 201 Analyzer®). El ensayo fue
realizado de acuerdo al protocolo del manual de operacion del instrumento.
La hemoglobina corpuscular media (CHCM) se obtuvo de acuerdo a la

siguiente formula:

MCHC [g/dL] = hemoglobina [g/dL] + hematocrito [% transformado a L/L].
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Factor de condicion y otros indices érganosomaticos

Se calculd el factor de condicion de acuerdo a Nash (2006). La longitud
hocico-cloaca (LHC) se midié con un vernier digital (0.01 mm de precisién)
y el peso eviscerado (PE) del organismos se registré6 con una balanza
electronica (0.1g de precisién). El factor de condicién de Fulton (K) se

calculd de acuerdo a la siguiente formula:

K= [PE/LHC] x100

Posibles efectos en el crecimiento la sobrevivencia y/o la fecundidad

Debido a que no existen valores toxicos de referencia (TRV's) para la
concentracion de Contaminantes Organicos Persistentes (COP’s) en tejido
se calcularon las concentraciones peligrosas al 5% (HCs) con modelos de
distribucién de la sensibilidad de las especies (SSD's). Los modelos SSD
fueron realizados con el software SSD de Intrinsic (2007) y fueron
alimentados con datos disponibles de la literatura. Las HCs fueron
comparadas con los niveles de COP s de los sapos por medio del calculo de
cocientes de peligrosidad (CP) de acuerdo a la siguiente férmula: CP = Cb/
HCs en donde Cb es la concentracion maxima de COP’s para la poblacién
de sapos gigantes (asumiendo maximo riesgo) y la HCs es la concentracion

peligrosa al 5%.

Para el caso de plomo en sangre, Buekers et al. (2009) ha propuesto
niveles de proteccidon de toxicidad al plomo para mamiferos (18 ug/dL),
basados en valores de concentracion de no efecto (NOEC) provenientes de
15 especies diferentes de mamiferos para efectos reproductivos y
hematoldgicos. En esta investigacion se compard los niveles de plomo en
sangre de los sapos gigantes de Coatzacoalcos con los niveles de proteccién
de toxicidad al plomo propuestos por Buekers et al. (2009) por medio del
calculo de cocientes de peligrosidad (CP) de acuerdo a la siguiente férmula:
CP = Cb/Cr en donde Cb es la concentracion maxima de plomo en sangre
para la poblacién de sapos gigantes (asumiendo maximo riesgo) y Cr es la

concentracion de referencia.
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