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RESUMEN

La presente investigacion se desarroll6 dentro del proyecto “Disefio y
aplicacion de una metodologia para la evaluacién integrada de riesgos
ambientales en sitios contaminados de México - caso de estudio Coatzacoalcos,
Veracruz”, que tiene como objetivo principal, el disefio e implementacion de una
metodologia para la evaluacion integrada de riesgos ambientales en sitios
peligrosos de Meéxico. Dentro de esta metodologia se propone realizar la
evaluacion de riesgo de una manera integrada, tomando en cuenta un escenario
humano y un escenario ecologico. El sitio que se eligié para la implementacién de
la metodologia fue la regiéon de Coatzacoalcos, Veracruz, la cual alberga una de
las areas industriales mas grandes e importantes de México y Latinoamérica, que
aunado a otras actividades productivas han desencadenado un severo impacto en
los ecosistemas acuaticos de la region. El objetivo de esta investigacion fue
establecer e implementar una metodologia para evaluar riesgo ecolégico en fauna
acudtica de Coatzacoalcos, Veracruz. Se realiz0 un monitoreo ambiental de
contaminantes organicos persistentes (COP’s) en sedimentos, se evaluaron como
biomarcadores de exposicion los niveles de COP’s en tejido muscular de cinco
especies de peces y como biomarcador de efecto se evalué el dafio al ADN a
través del ensayo cometa. Los compuestos detectados tanto en sedimento como
en musculo fueron hexaclorobenceno (HCB), a-,3-,y-hexaclorociclohexano (HCH),
diclorodifeniltricloroetano (DDT), diclorodifenildicloroetiieno (DDE), mirex vy
bifenilos policlorados (BPC’s). En sedimento exceptuando el mirex, las
concentraciones de los contaminantes superaron los valores de protecciéon
establecidos, lo cual demuestra un potencial riesgo para la vida acuatica de la
region. El dafio al ADN registrado en las especies de peces es una evidencia de la
exposicion a la mezcla de contaminantes genotéxicos, que aunado a la exposicion
a COP’s refleja el grado de estrés ambiental en el que se encuentran los

organismos acuaticos de la region.
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INTRODUCCION

La evaluacion de riesgo es un proceso utilizado para evaluar la probabilidad
de que un efecto adverso ocurra por uno 0 varios contaminantes, tanto en
receptores humanos como en ecolégicos. A través del tiempo se han desarrollado
metodologias para evaluar por separado el riesgo en salud (OPS, 1999) y el riesgo
ecologico (USEPA, 1998; Environmental Agency-U.K., 2003).

La evaluacion de riesgo ecologico (ERE) puede ser definida como un
proceso utilizado para valorar de forma cualitativa y/o cuantitativa; la posibilidad de
que un potencial efecto ecolégico adverso ocurra o0 esté ocurriendo, como
resultado de la exposicion a uno o mas factores estresantes (USEPA, 1998; Suter
[I, 2007; Mukhtasor et al., 2004). Su propoésito es contribuir a la proteccion y
manejo del ambiente a través de la evaluacion de los efectos ecologicos derivados

de las actividades humanas (Suter Il, 2007; Serveiss, 2002).

Como se mencioné el desarrollo de las metodologias de evaluacion de
riesgo (salud y ecolégico) se ha realizado por separado; sin embargo, se ha
reconocido la necesidad de establecer mejores niveles de proteccion tanto para el
ser humano como para otros receptores ecoldgicos. En materia ambiental las
decisiones no pueden ser completamente adecuadas si sélo se considera de
forma parcial la proteccién de un solo receptor, ya sea humano o ecoldgico. En
muchos casos la contaminacion ambiental afecta mas a los receptores ecoldgicos
(mayor exposicion o rutas) o incluso éstos resultan ser los mas sensibles a los
efectos negativos (Suter II, 2007; Aylward et al., 1996; Ramondetta y Repossi,
1998). Estas caracteristicas frecuentemente conducen a que tanto los evaluadores
de riesgo humano como ecologico, generen evidencias que podrian parecer
contradictorias acerca de la naturaleza de los riesgos asociados a un sitio

contaminado.

Por lo que surge la necesidad de disefiar una metodologia de evaluacion de

riesgo integrada que contemple tanto a la poblacion humana como a los
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receptores ecoldgicos en un solo proceso. Que este enfocada a los escenarios
reales que se presentan en un sitio contaminado, tales como la presencia de
mezclas de contaminantes, diferentes compartimientos ambientales, numerosas
rutas de exposicion y, principalmente el impacto simultaneo sobre los diversos

receptores tanto ecolégicos como humanos.

La presente investigacién se encuentra dentro de un proyecto mayor el cual
tiene como objetivo principal, el disefio e implementacion de una metodologia para
la evaluacion integrada de riesgos ambientales en sitios peligrosos de México
(Torres et al., 2005). Dentro de esta metodologia se propone realizar la evaluacion
de riesgo de una manera integrada, tomando en cuenta un escenario humano y un
escenario ecoldgico. El esquema general (Figura 1) de la metodologia consta de
cuatro etapas principales (evaluacion del sitio, evaluacion de la exposicion,
evaluacion de los efectos y caracterizacion de riesgo), ademas de tres etapas de

integracion.

Acuatico  Terrestre  Humedal

Andlisis cartografico

y visita
1ra Integracion v

Modelo preliminar
Monitoreo ambiental

Biomarcadores 9XpaSICion, Biomarcadores

Antecedentes generales
Evaluacion del
sitio Escenario Humano Escenario ecologico

Evaluacion de los - Evaluacion de los Biomarcadores
Biomarcadores —
efectos efectos = -~
indices bisticos
Ca aoon / Caractﬁ;izacién del \
del riesgo 15590
= Escenario Humano Escenario ecolégico

Escenario integrado

Evaluacion de la i\
exposicion Evaluacion de la
| —

2da integracion Modelo conceptual

Figura 1. Esquema general de la metodologia de riesgo integrado
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En la evaluaciéon del sitio se describen los antecedentes generales para
los escenarios humano y ecolégico, a través del uso de la informacion geografica,
estadistica, historica y biolégica disponible. Para realizar una primera integracion
en donde se construye un modelo preliminar, en el cual se analizan los dos
escenarios, con base en antecedentes documentales y de campo. En la
evaluacion de la exposicion, se realiza un monitoreo ambiental, para determinar
las concentraciones de los contaminantes presentes en el sitio, ademas de evaluar
los biomarcadores de exposicion en los diversos receptores. Con esto se realiza
una segunda integracion, en la que se hace una estimacion del riesgo para la
poblacibn humana y la biota. En la evaluacion de los efectos se utilizan
biomarcadores de efecto para ambos escenarios. Para la evaluacién de los
efectos en los niveles de organizacion biologica superiores (individuo, poblacion y
comunidad) y en los diversos sistemas (terrestre, humedal, acuatico), en el
escenario ecologico se toman en cuenta caracteristicas generales de los
individuos, pardmetros poblacionales e indices bibticos para la comunidad.
Finalmente se realiza la caracterizacion del riesgo en la cual se propone una
integracion del riesgo que permita la asignacion conjunta de las magnitudes de los

efectos adversos en el sitio.

El sitio que se eligid para la implementacion de esta metodologia fue la
region de Coatzacoalcos, Veracruz, la cual esta conformada por zonas urbanas,
industriales, ganaderas, riberefias y de humedales, sin embargo la principal
actividad es industrial de tipo quimico y petroquimico. Debido a la diversidad de
ecosistemas que se identificaron en el sitio, el escenario ecologico fue dividido en
ambiente terrestre, humedal y acuatico. Esta investigacion sirvidé para la
implementacion y validacion de la fase de la evaluacion de riesgo ecoldgico en el
ambiente acuético, asi como para establecer el riesgo ecolégico en la fauna

acuatica de la zona de estudio.
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Los ecosistemas acuaticos son de suma importancia para el desarrollo de la
vida pues proporcionan el habitat para la fauna y flora acuética, ademas de que
son fuente de alimento y agua. Sin embargo, el rapido crecimiento poblacional
aunado a un desarrollo industrial acelerado asi como, a los cambios en los estilos
de vida, han incrementado la presion sobre los ambientes acuaticos (Staniskiene
et al., 2006; Jha, 2008).

En este contexto, los ecosistemas acuaticos son altamente vulnerables por
su tendencia a acumular concentraciones relativamente mayores de
contaminantes provenientes de los ecosistemas terrestres a su alrededor, asi
como de las entradas directas (descargas), por lo que, independientemente de su
fuente de entrada al ambiente, los sistemas acuaticos son a menudo depdsitos
para una gran variedad de quimicos. La contaminacion de estos ambientes puede
tener efectos negativos sobre la vida acuatica (ej. alteracion de la reproduccion y
disminucién de las especies) y afectar directa o indirectamente a la salud humana

y amenazar la seguridad alimentaria (Jha, 2008).

Por otra parte, los animales acuaticos son particularmente vulnerables
debido a su constante exposicion, derivada de vivir inmersos en el medio de
exposicién (aguas superficiales y profundas), a la permeabilidad de su piel y
branquias y otras sensibilidades inherentes. Un ejemplo de esta sensibilidad es
que peces y anfibios, son los Unicos grupos vertebrados cuyos huevos carecen de
una membrana amniética y que se someten a la metamorfosis en las aguas
superficiales, por lo que los estadios embrio-larvarios de estos animales son muy

sensibles a los contaminantes quimicos (Kendall et al., 2001).

En Coatzacoalcos, Veracruz, el Rio Coatzacoalcos es la principal corriente
hidrolégica y representa uno de los ecosistema acuatico mas importantes. El rio
tiene una extension de 322 Km y se origina a mas de 2000 m de altitud en el
estado de Oaxaca. En su curso lo alimentan innumerables rios (ej. Jaltepec,

Coachapa, Uxpanapa, Calzada) y arroyos (ej. Teapa, Tepeyac, San Francisco),
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contribuyendo a la descarga de contaminantes (P4dez-Osuna et al., 1986, Rosales-
Hoz y Carranza-Edwards, 1998). Ademas, en las margenes del rio se encuentran
instaladas un gran numero de industrias; asi como el complejo petroquimico mas

grande de Latinoamérica.

Teniendo esto en cuenta esto, el Objetivo General de la investigacion fue:

e Establecer e implementar una metodologia para evaluar riesgo ecoldgico en

fauna acuatica de Coatzacoalcos, Veracruz.

Los objetivos especificos fueron:

» Seleccionar los grupos animales bioindicadores para evaluar la exposicion y

los efectos en el sitio.

» Establecer biomarcadores de exposicion y de efecto en los grupos

seleccionados.

+ Desarrollar los métodos de laboratorio para analizar los biomarcadores de

efecto (dafio genotdxico).

* Evaluar el estado general de salud de los individuos a través de

biomarcador de exposicion y efecto.

Cabe aclarar que el presente trabajo se encuentra organizado de acuerdo a las
etapas de la metodologia.
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EVALUACION DEL SITIO

Caracteristicas generales del sitio

Ubicacion
La zona de Coatzacoalcos se localiza al sureste del Estado de Veracruz en
el municipio del mismo nombre, a 18° 08’ 56” de latitud Norte y 94° 24’ 41” de
longitud Oeste, la altitud promedio es de 14 msnm (Figura 2). Se encuentra en la
Provincia fisiografica de la Llanura Costera del Golfo y en la Subprovincia Llanuras
y Pantanos Tabasquefios. En esta porcion los sistemas de relieve representativos
son llanuras costeras inundables y valles de ladera tendida (CECODES, 1988).
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Figura 2. Localizaciéon del area de estudio en la region de Coatzacoalcos,

Veracruz
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Clima

El clima predominante es tropical lluvioso [Am (i") gw"], con temperatura
media del mes mas frio mayor de 18°C. 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 precipitacién media
anual es de 2780.1 mm (Garcia, 2004).

Hidrologia

El rio Coatzacoalcos, el cual tiene una extensiéon 322 Km es la principal
corriente superficial. La intrusién salina en el rio varia de acuerdo con la época del
afo, en temporada de lluvias es de 3 Km, en época de nortes llega a ser de 22 Km
y en época de estiaje llega 45.5 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 (Lopez-Portillo, 2000).

Suelo
Los principales tipos de suelo en el area son:

Gleysoles: suelos ricos en materia organica formados por la condicion de
inundacion, tienen un drenaje deficiente y son muy plasticos y chiclosos. Con
abundante vegetacion tipica de esas condiciones de humedad. Yacen sobre roca
caliza suave y pueden ser arcillosos a través del perfil de colores grisaceo y otros

amarillentos, ocasionalmente con manchas.

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 acompafados 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.
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Solonchak: se caracterizan por presentar un alto contenido de sales en
alguna porcion del suelo o en su totalidad. Su uso agricola est4 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.
Vegetacion

Los tipos de vegetacion predominantes son: vegetacién acuética (manglar,
popal y tular), Selva alta perennifolia (remanentes), pastizal y vegetacion de dunas

costeras (Gémez-Pompa, 1980).

Manglar: vegetacién 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 vegetacion son: Languncularia racemosa, Avicenia germinans,

Rhizophora mangle y Conocarpus erectus (Rzedowski, 1978).

Popal: vegetacién 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, 1978).

Tular: vegetacion acuatica dominada por plantas de 1 a 3 m de alto, de
hojas angostas y alargadas, que se desarrollan sobre la llanura de inundacion. Se

forma principalmente por especies de Typha sp (Rzedowski, 1978).

Selva alta perennifolia: vegetacion arborea de 30 m o mas de altura en
climas célido himedos, con estacion seca breve o sin estacion seca, menos del 25

% de los arboles pierden follaje a lo largo del afio (Rzedowski, 1978).

Pastizal: su principal caracteristica es la dominancia de gramineas (pastos

0 zacates). Se distingue por presentar arboles esparcidos que crecen en suelos
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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, 1978).

Vegetacion de dunas costeras: se desarrolla sobre suelos con exceso de
sales (solonchak). Las dunas costeras de arenas moviles carecen de vegetacion,
pero al disminuir esta movilidad se ven invadidas por diferentes especies que las
fijan y estabilizan (Rzedowski, 1978).

Fauna

Posiblemente la cuenca baja del rio Coatzacoalcos fue una de las regiones
de mayor riqueza biologica en el pais. Un listado de especies potencialmente
presentes en la region incluye 656 especies de vertebrados: 36 anfibios, 103
reptiles, 426 aves y 91 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% y

los mamiferos el 19.5% (Flores y Gerez, 1994).

Bozada y Péaez (1986) reportan en estudios previos que se ha encontrado
en el sistema un total de 46 especies de peces y 13 invertebrados (9 crustaceos y
4 moluscos). Es importante mencionar que los sistemas lagunares y en especial
los manglares, son refugio y zonas de reproduccion de decenas de especies de
peces y de crustaceos de valor comercial, por lo que son parte importante de la

economia de algunas de las comunidades aledafias a estas zonas.
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Actividades productivas en la zona de estudio
Industrial

En el municipio de Coatzacoalcos se han establecido diversas industrias
entre las que se encuentran 39 microempresas, 21 de las cuales fabrican
productos con calidad de exportacion. Destacan la industria petroquimica
secundaria, la fabricacion de quimicos y de polietileno. En la zona se encuentra
ademas la industria PEMEX Petroquimica que es la encargada de la elaboracion,
el almacenamiento, la distribucién y la comercializacion de todos los productos
petroquimicos secundarios. PEMEX Petroquimica cuenta con 60 diferentes
plantas productoras en el pais pero el 85% de sus productos son elaborados en la
zona de Coatzacoalcos, en los parques industriales de Cosoleacaque, Cangrejera,
Morelos y Pajaritos. Asimismo, en la zona estan instaladas varias industrias

relacionadas con procesos quimicos (Cuadro 1).
Agricola

El municipio cuenta con una superficie total de 13,400.77 hectareas, de las
cuales se siembran 7,022.72. Los principales productos agricolas que se
cosechan son: maiz, frijol y arroz. Existen 306 unidades de produccién rural con
actividad forestal de las que 85 estan dedicadas a productos maderables (INEGI,
2008).

Ganadera

Una superficie de 9,422 hectéreas esta dedicada a la ganaderia en donde
se ubican 448 unidades de produccion rural con actividad de cria y explotacion de
animales. Se cuenta con 28,455 cabezas de ganado bovino de doble propdésito
(carne y leche), ademas de la cria de ganado porcino (6,283 cabezas), ovino
(3,876 cabezas) y equino (INEGI, 2008).
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Turismo y Serv

icios

En el municipio existen, al 31 de diciembre de 1996, 44 establecimientos de

hospedaje que ofrecen un total de 1,674 habitaciones disponibles. Se brindan

servicios de 41 hoteles, 3 moteles, 180 restaurantes, 2 agencias de viajes y 13

arrendadoras (INEGI,

Cuadro 1. Empresas localizadas en la zona de Coatzacoalcos, Ver.

2008).

Empresas Giro industrial Productos Estado
PEMEX Aromaticos y sol\{entes
Complejo Cangrejera o Productos  derivados 3
Petroquimica del gas natural y  En operacién

Complejo Morelos
Complejo Pajaritos

derivados de Etileno
Cloruro de vinilo.

CELANESE Mexicana

Petroquimica

Acetilos, solventes,
acrilatos, aminas vy
especialidades.

En operacion

FERTIMEX

Fertilizantes

Ureas, sulfatos de
amonio, nitratos de
amonio 'y productos
fosfatados.

Dejo6 de operar
en 2000

TEMSA (Tetraetilo de

Dej6 de operar

México) Quimica Tetraetilo de Pb y Br. en 1997
Sosa caustica,

IQUISA Quimica Hipoclorito de Sodio, En operacion
Cloro.
Sosa caustica,

Cloro de Tehuantepec Quimica Hipoclorito de Sodio, En operacion
Cloro.

Industrias Resistol Quimica Adhesivo En operacion

Fuente: Sanchez, 1994.
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Problematica del sitio

El area industrial de Coatzacoalcos alberga los complejos petroquimicos
mas grandes e importantes de México y Latinoamérica; su produccién en conjunto
es de aproximadamente 1.6 miles de millones de toneladas/afio de productos
petroquimicos (Morales et al., 2006). Desde su establecimiento en los 60’s el
estuario de Coatzacoalcos ha experimentado un rapido desarrollo industrial y un
crecimiento poblacional acelerado, que aunado a otras actividades productivas
como la agricultura y ganaderia han desencadenado un severo impacto en los
ecosistemas de la region, el cual se ha acentuado en las Ultimas décadas (Bozada
y Bejarano, 2006). En la (Figura 3) se muestra la ubicacion de la zona industrial en
relaciéon con la ciudad de Coatzacoalcos y los principales poblados, asi como la

localizacion de las empresas mencionadas en el Cuadro 1.
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Figura 3. Localizacion del area industrial en la regiéon de Coatzacoalcos, Ver.
Estrella: ciudad de Coatzacoalcos; triangulo: Complejo PEMEX; circulo: industria

privada
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Debido a la constante actividad industrial en la zona (principalmente
petroguimica), la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos es considerada como uno de
los sitios mas contaminados de México (Paez-Osuna et al., 1986; Botello y Paez,
1987; Bozada y Namihira, 2005; Rosales y Carranza, 2005; Espinosa-Reyes et al.,
2010).

De acuerdo con Bozada y P4ez (1986), el estuario del Rio Coatzacoalcos
estd sujeto a innumerables impactos ambientales derivados principalmente del
vertido de desechos industriales de los complejos petroquimicos y factorias
quimicas de la zona; del trafico de buques petroleros en los puertos de
Coatzacoalcos y Minatitlan, con escapes de los oleoductos durante la carga o
descarga y con posibles accidentes en los barcos; de los residuos, la combustion y
la lubricacion de los barcos mercantes del sistema multimodal de carga del puerto
de Coatzacoalcos; de la utilizacion del rio como receptor de las descargas
municipales de las ciudades de Coatzacoalcos y Minatitlan. Por otra parte Albert et
al., (2005) mencionan que el constante dragado del estuario ha producido cambios
en el régimen de las corrientes, la circulacion y la salinidad, igualmente sefiala que
se ha generado un aumento en la turbidez del rio y una re-suspension en la
columna de agua de los contaminantes que se encuentran depositados y

asociados a los sedimentos.

Estudios ambientales en el é&rea han registrado la presencia de
hidrocarburos (Botello y Paez, 1986; Celis et al., 1987; Farran et al., 1987; Albert
et al., 2005; Ponce y Botello, 2005), compuestos organicos volatiles (Stringer et
al., 2001), metales pesados (Rosales-Hoz y Carranza-Edwards, 1998; Stringer et
al., 2001; Bahena-Manjarrez et al., 2002; Bozada y Namihira, 2005; Rosales y
Carranza, 2005) y contaminantes organicos persistentes [COP’s] (Botello y Paez
1987; Espinosa-Reyes et al., 2010). Estos contaminantes han sido registrados en

suelo, sedimento y agua (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Principales contaminantes reportados en el ambiente en la zona de

Coatzacoalcos
Contaminantes Matriz Referencia
Stringer et al., 2001
METALES PESADOS: Suelo Bozada y Namihira, 2005
As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, V' y Zn. Sedimento ~ Rosalesy Carranza, 2005
Botello y Paez, 1986
HIDROCARBUROS: Botello y Paez, 1986
Aqua Celis et al., 1987
Hidrocarburos totales del petroleo (HTP’s). 9
_ - o Sedimento Albert et al., 2005
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos Ponce y Botello, 2005
(HAP’s).
COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COV’s):
Agua
Cloroformo,  dicloroetano,  tricloroetano,  gedimento Ot nger etal., 2001
tetracloroetano, cloruro de vinilo vy
tetracloruro de carbono.
COMPUESTOS ORGANICOS
PERSISTENTES (COP’s): _ ]
Sedimento Botello y Paez, 1986

hexaclorobenceno, aldrin, endrin, heptacloro

y lindano.

Estudios en fauna acuatica de la zona

La presencia de estos contaminantes ha motivado la realizacion de estudios

para determinar las concentraciones de los mismos en la fauna acuatica de la

zona. En estos estudios se han detectado principalmente metales pesados (Cu, Ni

y Zn en diferentes especies de peces y crustaceos) e hidrocarburos (HTP’s y

HAP’s en crustaceos y bivalvos) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Contaminantes detectados en especies acuaticas de la zona de

Coatzacoalcos, Veracruz

Concentracioén

Grupo Especie Localidad Referencia
(M9/9)
Cu: 38 Villanueva et al
Bivalvos Crassostrea virginica Laguna del Ostion Ni: 84 "
. 1988
Zn: 1440
Cichlasoma mecki Cu<l, Zn 14-17
C. fenestratum Cu<l, Zn 2.4-16
Metales Peces Eugarres plumerri Rio Coatzacoalcos Cub, Zn 60
Conodon nubilis Cu<l,2Zn1.7-18 Botello et al.. 1987
Tarpon atlanticus Cu<l,27n 19 "
Mugil curema Cu<l,Zn 14
Crustaceos Callinectes bocouri Rio Coatzacoalcos (Z:rl;l gg
Peces Mugil curema Isla Pajaritos 1.56 Botello y Paez,
HTP's Tarpon atlanticus Rio Calzadas 1.47 1986
Crustéceos Callinestes bocourti Rio Coatzacoalcos  0.90 Botello et al., 1987
Peces Mugil curema Isla Pajaritos 0.04 Botello y Paez
Tarpon atlanticus Rio Calzadas 0.40 1986 '
HAP’s Crustaceos Callinestes bocourti Rio Coatzacoalcos  0.02
Bivalvos Rangia flexuosa N Rio Co_atz_acoalcos 0.12 Botello et al., 1987
Polymesoda caroliniana  Isla Pajaritos 0.13

Analisis cartografico y observaciones de campo

De acuerdo con los autores de los estudios previos realizados en la zona de

estudio (Cuadro 2) la presencia de agentes toxicos estan principalmente asocian

con la actividad industrial y con los diversos accidentes ocurridos asociados a

ésta. Tomando en cuenta esto y la distribucién de los principales ecosistemas de

la regién, se disefiaron recorridos de campo para el reconocimiento de las

actividades antropicas y el estado de conservacion de los ecosistemas; asi como,

para identificar los posibles puntos de muestreo. Los recorridos establecidos

fueron: 1) la zona de complejos industriales, 2) la zona urbana aledafa a los

complejos industriales y; 3) el sistema riberefio y de humedales. Estos recorridos

fueron llevados a cabo en enero de 2006.
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Seleccion de sitios de muestreo

Para la seleccion de los sitios de muestreo se tomé en cuenta la direccion
de los vientos, la localizacion de los complejos industriales como fuentes
puntuales o fijas de contaminantes, la ubicacion de las zonas urbanas y la
influencia de los sistemas riberefios. Igualmente se consideraron sitios donde
posiblemente se tenga el impacto de fuentes no puntuales como escurrimientos
urbanos, agricolas y/o ganaderos, ademas se consideraron posibles sitios no
impactados y los estudios previos que se tenian en cuanto a concentraciones de

contaminantes en la zona.

En la visita de reconocimiento se seleccionaron 11 puntos de muestreo
(Figura 4 y Cuadro 4) a lo largo de los Rios Coatzacoalcos y Calzadas, ademas se
considerd6 una posible zona de referencia (Laguna del Ostion), la cual se

encuentra localizada al este de la ciudad de Coatzacoalcos.
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Figura 4. Localizacion de los sitios del muestreo seleccionados en la visita de
reconocimiento. Los sitios 9-11 (no mostrados en el mapa) se localizan en la

Laguna del Ostion. Los nombres de los sitios se enlistan en el Cuadro 4
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Cuadro 4. Sitios del muestreo preliminar en Coatzacoalcos, Veracruz

Nimero

. Nombre del sitio Coordenadas
de sitio
18°06°11.2”
1 Estero del Pantano 94° 27°35.6”
18° 06°06.7”
2 Terranova 94° 26°40.6”
., , 18°05°19.8”
Interseccion entre los Rios o - ”
3 94° 25°35.7
Calzadas y Coatzacoalcos
18°0521.4”
4 Punta brava 94° 25°08.8”
18° 02°54.1”
5 Ixhuatlan 94° 25°23.7"
18° 06°57.4”
6 Isla Copalapa 94° 25°10.3”
18° 00°53.3”
7 Puente Coatzacoalcos Il 94° 26°55.7”
18° 087°42.8”
8 Entrada a la laguna de Pajaritos 94° 24°18.1”
18°12°27.3”
9 Laguna del Ostién 94° 37°29.2”
18°11°59.6”
10 Laguna del Ostién 2 94° 38°06.2”
, 18° 09°'57.3”
11 Brazo Huazuntlan 94° 37°58.8"
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Monitoreo ambiental preliminar

Una vez efectuado el recorrido de reconocimiento y la seleccion de los sitios
se realiz6 un monitoreo preliminar con la finalidad de establecer el disefio de
muestreo (gradiente de contaminacion o sitio de referencia) y seleccionar los
contaminantes criticos de la zona. Se eligid evaluar las concentraciones de
metales pesados, metaloides y COP’s en sedimento. Esta primera seleccién de
contaminantes se hizo con base a la presencia de los mismos en los diferentes
compartimentos ambientales y a las concentraciones reportadas en los estudios
previos. En cada uno de los sitios (Figura 4) se recolectaron muestras de
sedimento, en las cuales se cuantificaron metales pesados y metaloides (As, Cd,
Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, V, Zn) y COP’s [a-,B-,y-hexaclorociclohexano (HCH),
hexaclorobenceno (HCB), aldrin, dieldrin, mirex, a-, y- clordano, oxiclordano, trans-
,Cis-nonaclor, epoxido de heptacloro, p,p’-DDT, p,p’-DDE y 41 congeneres de
BPC’s (IUPAC No. 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 70, 74, 82, 87, 95, 99, 101, 105,
110, 118, 128, 132, 138, 149, 151, 153, 156, 158, 169, 170,171, 177, 180,183,
187, 191, 194, 195, 201, 205, 206, 208 y 209) ].

En los Cuadro 5 yCuadro 6 se muestran las concentraciones de metales y
COP’s en sedimento registradas en el monitoreo preliminar. Considerando los
niveles de proteccidon para vida acuatica establecidos por la Canadian Sediment
Quality Guidelines (CSQG) y/o por el National Oceanic and Atmospheric
Administration (SQUIRT-NOAA) para sedimento no se registraron concentraciones
elevadas de metales en las muestras recolectadas. No asi para el caso de los
COP’s en donde a excepcion del mirex todos los compuestos sobrepasan los

niveles establecidos por las guias.
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Cuadro 5. Concentraciones de metales (mg/Kg) en sedimento obtenidas en el

muestro preliminar del &rea de estudio

Elemento Mediana Rango Valor de Referencia®

As 6.5 <2-10 5.9
Cd <0.5 --- 0.6
Cr 11.0 9-37 37.3
Cu 8.5 3-19 35.7
Hg 0.04 0.01-0.09 0.17
Ni 6.0 5-138 NR
Pb 9.5 3-22 35
\% 18.0 14-45 SR
Zn 47.5 24-62 123.0

DE: desviacion estandar, SR: sin valor de referencia.
%CSQG (Canadian Sediment Quality Guidelines for the protection of
aquatic life).

Cuadro 6. Concentraciones de COP’s (ng/g) en sedimento obtenidas en el

muestro preliminar del area de estudio

Mediana Rango Valor de referencia
HCB 196.4 34.4-1299.2 20°
a-HCH 504.5 112.8-780.5 6%
B-HCH 48.2 N.D.-80.0 5%
y-HCH 84.5 2.3-124.4 0.94°
p,p’-DDT 44.9 N.D.-82.7 1.42°
p,p’-DDE 6.0 N.D.-19.1 1.19°
Mirex 3.1 7°
2 BPC’s 532.4 N.D-8337.2 34.1°

DE: desviacion estandar, SR: sin valor de referencia.

®NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration- Screening quick).
®CSQG (Canadian sediment Quality Guidelines for the protection of aquatic life).
°El valor del mirex no presenta desviacion estandar o rango porque fue
detectada en una sola muestra.
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Modelo preliminar del sitio

Considerando la informacion obtenida del sitio (caracteristicas generales,
actividades industriales, estudios previos, etc.) se realiz6 un modelo conceptual
preliminar del sitio enfocandose principalmente en el sistema acuatico (Figura 5),
en el cual se consideran como las principales fuentes de contaminantes (tanto
puntuales como no puntuales) las descargas industriales y municipales, los
escurrimientos agricolas y/o ganaderos y los derrames; asi como las emisiones a
la atmosfera de las diferentes industrias en la zona. Considerando algunas
caracteristicas fisicoquimicas (ej. presién de vapor, constante de la ley de Henry,
coeficiente de adsorcion (Koc); coeficiente de particion octanol-agua (Kow) Y
solubilidad en agua) de los contaminantes reportados, se espera que a partir de
estas fuentes se da una dispersion por volatilizacion, precipitacion, escorrentias
y/o sedimentaciéon (dependiendo de la fuente) hacia los diferentes compartimentos
ambientales (suelo, aire, agua y sedimento)(ATSDR 1995, 2000, 2002a, 2002b,
2005). Una vez en ello se espera se dé una transferencia a la biota. En este
modelo Unicamente se considero a la macrofauna (peces, crustaceos y bivalvos)
del sistema. Las lineas solidas (—) representan el paso de los contaminantes de
las fuentes (industria, agricultura, ganaderia, derrames, etc.) hacia los
compartimentos ambientales. Las lineas punteadas () representan el
movimiento de los contaminantes a través de los compartimentos ambientales y
las lineas con guidén (- -) muestran el movimiento de los contaminantes en las
cadenas troficas. Aquellos movimientos que se consideraron como los mas

importantes estan representados con lineas mas gruesas.
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Figura 5. Modelo conceptual

Disefio de muestreo

preliminar del sitio con énfasis en el sistema acuético

Como se mencion6 la Laguna del Ostiobn fue seleccionada como una

posible zona de referencia, sin embargo las concentraciones de metales

encontradas en las muestras fueron superiores que las encontradas en las

muestras de la zona de Coatzacoalcos (Cuadro 7). En cuanto a los COP’s fueron

registradas concentraciones

de HCB, a-HCH, B-HCH, y-HCH, p,p’-DDT y p,p’-

DDE. Unicamente las concentraciones de B-HCH (57.8 ng/g) y DDT (50.7 ng/g)

fueron mayores que en los sitios de Coatzacoalcos. Algunos autores han asociado

la contaminacion de esta laguna a la actividad petrolera del Golfo de México,

debido a que las diversas corrientes del mismo transportan los contaminantes

generados en las zonas petroleras hasta los estuarios y lagunas costeras del

Golfo.
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Debido a estos resultados esta zona fue descartada como posible sitio de
referencia, por lo que el disefio de muestreo elegido para el estudio fue el de
gradiente de contaminacién a partir de la fuente de contaminacion. Sin embargo,
como se vera mas adelante con los resultados obtenidos del monitoreo ambiental

no se pudo establecer gradiente.

Cuadro 7. Concentraciones de metales (mg/Kg) en sedimento de Laguna del
Ostion obtenidas en el muestro preliminar del area de estudio

Elemento  Mediana Rango

As 7.0 <5-7
Cd <0.5 ---

Cr 73.0 24-93
Cu 43.0 12-52
Hg 0.1 0.03-0.09
Ni 37.0 16-42
Pb 5.0 4-7

\Y 122.0 35-169
Zn 72.0 34-100

Contaminantes prioritarios

Se consideran contaminantes prioritarios aquellos que realmente
representan un riesgo para el sitio en estudio. Entre los factores que se tomaron
en cuenta para la seleccion fueron: la comparacion ente las concentraciones
ambientales y los valores de referencia (en este caso la CSQG y/o la SQUIRT-
NOAA, valores basales, etc.); frecuencia de localizacion en los puntos de
exposicién; persistencia ambiental; presencia del contaminante en todos los

compartimentos ambientales y por sus caracteristicas toxicoldgicas.

Con base en estos criterios y con los resultados del monitoreo ambiental
preliminar se eligieron como contaminantes prioritarios a los COP’s, puesto que

las concentraciones de metales encontradas no fueron significativas, ademas se
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considerd que por sus caracteristicas fisicoquimicas y toxicologicas eran de mayor

prioridad.

Los compuestos organicos persistentes son contaminantes con diferentes
grados de degradacion fotoquimica, quimica y bioquimica, por lo que su
persistencia en el ambiente es elevada. Se encuentran escasamente de forma
natural en el ambiente y la gran mayoria son de origen antropégeno. Su
persistencia se la dan caracteristicas fisicoquimicas como la baja polaridad y la
estabilidad de los enlaces carbono-haldégeno, Io que los convierte en poco
reactivos y resistentes a la degradacion biolégica y fotoquimica. Otras propiedades
fisicoquimicas que determinan su comportamiento en el ambiente son la
solubilidad en agua, la presion de vapor, la constante de la ley de Henry (H), el
coeficiente de particion octanol-agua (Kow) Yy €l coeficiente de particion carbono
organico-agua (Koc) (Albert, 2004). En el Anexo 1 se describen de forma general
cada una de estas propiedades fisicoquimicas y se muestran los valores de cada

una de ellas para los COP’s registrados en la zona.

Los COP’s pueden entrar en los ambientes acuaticos por una gran variedad
de fuentes incluyendo la atmosfera, industria y descargas municipales, y por otras
fuentes no puntuales como los escurrimientos de agricultura, ganaderia y areas
urbanas. Estos contaminantes tienen baja solubilidad, estan asociados con
particulas y son a menudo transportados a través de erosion del suelo y
superficies de escurrimiento. Han sido cominmente asociados a los sedimentos y
son transportados a través de las cadenas troficas via plantas bentonicas,
invertebrados y peces que a su vez pueden ser comidos por aves, peces e incluso
el hombre (Braser y Wolff, 2004). Debido a su alta lipofilicidad y persistencia
tienden a acumularse en tejido graso y a biomagnificarse a través de las cadenas
troficas (Walker, 2009). Estos contaminantes se han relacionado con efectos y/o

dafios morfolégicos, bioquimicos y fisiolégicos, neuroldgicos, inmunoldgicos,
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reproductivos y genotoxicos en biota y poblacién humana, razones por las que han
sido prohibidos o restringidos en numerosos paises (Buccini, 2003). En México,
los COP’s han sido prohibidos o restringidos desde 1991, sin embargo existen
pocos estudios que demuestren su presencia y bioacumulacién, asi como sus
efectos en los ecosistemas mexicanos (Botello et al., 2000; Trejo-Acevedo et al.,
2009; Espinosa-Reyes et al., 2010).

Seleccion de especies
Para realizar la seleccidn de especies se establecieron los siguientes criterios:

* Que sean especies criticas; es decir, a especies que cumplan con una
funcién especifica dentro del ecosistema, que sean de importancia
econOmica, cultural, cientifica y/o que presenten algin estatus de
proteccion de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2001.

+ Comportamiento quimico de los contaminantes; el cual nos ayudara a
determinar las rutas de exposicion y asi como los probables receptores
biolégicos.

+ Se deben tomar en cuenta las posibles rutas de exposicion (sedimento y
agua), para seleccionar aquellas especies que se encuentran mayormente
expuestas.

* Que sean especies de biologia conocida (dieta, amplitud de habitat,
habitos de conducta, longevidad, fisiologia, etc.)

* Que sean de facil capturay manejo.

+ Especies que se encuentren en diferentes niveles tréficos, para
garantizar una mayor relevancia ecoldgica y una mejor caracterizacion del

riesgo.
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De acuerdo con los criterios descritos los grupos propuestos para evaluar en el
sistema acuatico fueron los peces. Cabe mencionar que todas las especies
seleccionadas en la zona para la evaluacion de los biomarcadores de exposicion y
efectos son consumidas por los pobladores locales, por lo que presentan una
importancia tanto alimenticia como econdmica. Asi también estas especies son de
habitos alimenticios diversos por lo que se encuentran en diferentes niveles

troficos lo que se garantiza una representatividad de las especies de la zona.

Los peces son comunmente usados para el biomonitoreo de contaminantes ya
que son los vertebrados acuaticos que bioacumulan sustancias toxicas, mas
ampliamente distribuidos, aunado a la diversidad e importancia que tienen en
estos ambientes. Se ha visto que responden con gran sensibilidad a cambios en el
ambiente acuatico y a las bajas concentraciones de contaminantes ambientales,
(Russo et al., 2004; Klobucar et al., 2010). Los peces por otra parte ocupan una
posicion fundamental en el campo de la toxicologia, debido a que han sido

ampliamente empleados en estudios concernientes a salud humana y ecologica.

El estudio de los peces incluye una amplia variedad de enfoques para la
deteccién de los impactos de la contaminacion acuatica a partir de medidas
directas de la mortalidad, al analisis de la dinAmica demografica y la estructura de
la comunidad, a la detecciébn de medidas de cambios subcelulares (Di Giulio y
Hinton, 2008).

Por otra parte, la distribucion espacial de contaminantes en sedimentos y
biota en los ecosistemas han sido relacionadas con una gran variedad de
respuestas bioldgicas en las poblaciones y comunidades de peces, con el objeto
de determinar una posible relacion entre los contaminantes en el ambiente y la

salud de los peces (Adams et al., 1999).

Los efectos en peces son el resultado de una serie de acontecimientos
relacionados con diferentes caracteristicas fisicas, quimicas y procesos biologicos.

Los contaminantes son liberados al ambiente a partir de diversas fuentes; se
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incorporan a los sistemas acuaticos en los efluentes, la deposicién atmosférica, la
escorrentia y aguas subterraneas, y se distribuyen a lo largo de la columna de
agua y los sedimentos. El alimento de los peces se contamina a través del
contacto con agua o sedimento y/o a través de sus propios alimentos. Los peces
acumulan estos contaminantes, tanto por la ingestion de este alimento
contaminado y por el contacto directo con el agua y sedimento contaminados. Los
contaminantes acumulados pueden ser distribuidos en todo el pez y algunos de
ellos llegan a un lugar de accion para provocar efectos toxicos en otros

organismos incluido el hombre (Erickson et al., 2008).

Como ya se ha mencionado, la exposicidn de los organismos vivos a
contaminantes ambientales puede resultar en alteraciones bioquimicas,
fisiologicas e histologicas. La presencia de estas alteraciones puede servir como
un biomarcador, los cuales son parametros biolégicos en componentes o
procesos, estructuras o funciones celulares o bioquimicas, que reflejan un cambio
en la condicion o salud de un organismo o poblacion como resultado de la
exposicion a un agente estresante, y que son susceptible de medicion (Shugart,
2000; Chambers et al., 2002 Werner et al., 2003).

Se pueden tener biomarcadores de exposicion los cuales nos indican que
un organismo o poblacion ha experimentado exposicion a un contaminante o a
otro agente estresante. Sin embargo los cambios en estos biomarcadores no
estan necesariamente relacionados directamente a el mecanismo especifico de
accion de él toxico y podrian no ser predictivos del grado de efecto adverso en el
organismo o poblacion Estan también los biomarcadores de efecto que son
alteraciones en el organismo, que dependiendo de su magnitud pueden
relacionarse con un efecto. Estos pueden estar especificamente asociados con el
mecanismo de accidn del contaminante. Por ultimo se tienen los biomarcadores de
susceptibilidad los cuales indican el deterioro del estado fisiolégico o bioquimico
que puede predisponer al individuo a impactos de agentes quimicos, fisicos o

infecciosos (Chambers et al., 2002).
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Estos biomarcadores pueden ser herramientas Utiles para entender la
compleja interaccion entre la respuesta de los organismos a estresores
ambientales y sus efectos subletales en la salud del organismo (Werner et al.,
2003).

Seleccion de biomarcadores

Biomarcadores de Exposicién

Tomando en cuenta que se consideraron a los COP’s como los
contaminantes criticos, para realizar la evaluacion de los biomarcadores de

exposicion se cuantificaron las concentraciones de COP’s en tejido muscular

Biomarcadores de Efecto

Compuestos genotéxicos como As, Cd, HAP’s, DDT, DDE vy lindano han
sido detectados en la region de Coatzacoalcos. Por lo tanto, se decidié evaluar el
dafio genotdxico a través del ensayo cometa, el cual consideramos como un
biomarcador integral para evaluar los efectos a la mezcla de contaminantes en los

peces de la region.

Cambios estructurales en la integridad del ADN causada por agentes que
dafian el ADN son herramientas Utiles para evaluar exposicién a contaminantes
ambientales peligrosos para la salud humana y de la biota (Shugart y Theodorakis,
1998).

Algunos contaminantes ambientales pueden afectar el material genético de
las especies de vida silvestre, por lo que diversos mecanismos y métodos se han

desarrollado para evaluar la exposicion y detectar el dafio al ADN (Nacci et al.,
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1996). El ensayo del cometa es un meétodo genotoxicoldégico sensible de
evaluacion de dafio al ADN en células individuales, que permite la cuantificacién
de roturas en el ADN vy sitios &lcali- labiles (Tice et al., 2000; Christofoletti et al.,
2009). Recientemente el ensayo cometa ha ganado una gran aceptacion como
herramienta fundamental en estudios de genotoxicidad y biomonitoreo debido a su
sensibilidad para detectar niveles bajos de dafio al ADN, facil y rapida aplicacion,
reproducibilidad, flexibilidad, bajo costo y corto tiempo para llevarlo a cabo
(Shugart, 2000; Tice et al., 2000; Collins et al., 2008). El ensayo cometa ha sido
ampliamente utilizado en diversas especies de peces de diferentes ambientes
acuaticos y ha sido estandarizado para su aplicacion en diferentes tejidos (sangre,
higado y branquias), para el estudio de la exposicibn a una gran variedad de

compuestos genotoxicos (Lee y Steinert, 2003; Dhawan et al., 2009).

Monitoreo ambiental

Una vez que se establecieron los sitios de muestreo, los contaminantes
criticos, los biomarcadores de exposicion y de efecto y, seleccionado el grupo de
organismos bioindicadores, se llevd a cabo el monitoreo ambiental en octubre de
2006.

Se recolectaron muestras de sedimento superficial en siete sitios de
muestreo (Figura 6). El sedimento fue tomado directamente del fondo (=1.5-2 m)
en un frasco de vidrio ambar [previamente lavado con una solucion de
K2Cr,0,+H,S0O4+H,0O (mezcla crémica)] dejando un poco de agua en la superficie

de la muestra y se almacenaron a 4°C hasta su analisis.
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Figura 6. Localizacion de sitios de muestreo ambiental y bioldgico

En las muestras de sedimento se realizd6 la cuantificacion de las
concentraciones de a-,3-,y- HCH, HCB, aldrin, dieldrin, mirex, a-, y- clordano,
oxiclordano, trans-,cis-nonaclor, epoxido de heptacloro, p,p’-DDT, p,p’-DDE y 41
congéneres de BPC’s (IUPAC No. 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52, 70, 74, 82, 87,
95, 99, 101, 105, 110, 118, 128, 132, 138, 149, 151, 153, 156, 158, 169, 170,171,
177,180,183, 187, 191, 194, 195, 201, 205, 206, 208 y 209).

Las muestras fueron extraidas de acuerdo con los métodos 8081A y 8270C
de la USEPA (1996a, b) con ligeras modificaciones. Brevemente, las muestras de
sedimento (1g) se extrajeron con horno de microondas en 14 mL de
diclorometano. Después de la extraccion las muestras se evaporaron a un
volumen de 0.2 mL con una corriente de nitrdgeno en un evaporador a 37°C;
posteriormente estas se re-suspendieron a 2 mL con hexano. Finalmente, este
volumen fue transferido a una columna de fluorisil con 6% de dietiléter en hexano.

El extracto fue concentrado a 1.0 mL con una corriente de nitrégeno. El endrin-C*3
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y el PCB 14-C*? fueron utilizados como estandares internos y fueron adicionados a
todas las muestras. Se utilizO ademas un estandar de referencia certificado (EC-2:
A Lake Ontario Sediment Blended for Toxic Organics) del National Water
Research Institute de Canad4. Una vez realizada la extraccién, 1ulL del extracto
fue inyectado en un cromatégrafo de gases (HP 6890) acoplado a un
espectrofotometro de masas de acuerdo con el método reportado por Trejo-
Acevedo et al., (2009). El limite de deteccién fue de 0.6 a 2 pg/L para sedimento
(Ver Anexo 2 para meétodo detallado). Las concentraciones de COP’s en
sedimentos se reportan en ng/g peso seco.

De los 57 compuestos evaluados se detectaron 27 (HCB, a, B, y-HCH, p,p’-
DDT, p,p’-DDE, mirex y 20 congéneres de BPC’s) en la zona de estudio (Cuadro
8). Los congéneres de BPCs detectados fueron 52, 70, 74, 82, 87, 99, 101, 105,
110, 118, 128, 132, 138, 149, 151, 153, 156, 158, 170, 180. Exceptuando el mirex,
las concentraciones de los contaminantes registrados en las muestras superaron
los valores de proteccibn ambiental establecidos por las guias internacionales
[(CSQG) y (NOAA)].

Cuadro 8. Concentraciones of COP’s (ng/g) en sedimento del area evaluada

Mediana Rango Valor de referencia
HCB 179.0 (33.4-756.6) 20?
a-HCH 281.8 (237.9-643.8) 62
B-HCH 37.6 (33.1-65.0) 52
y-HCH 31.8 (27.5-86.4) 0.94°
p,p’-DDT 64.4 (43.2-85.6) 1.42°
p,p’-DDE 4.2 (3.9-18.7) 1.19°
Mirex 2.9 78
¥ BPC’s 307.7 (0.0-12702.6) 34.1°

“NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration- Screening quick).
bCSQG (Canadian sediment Quality Guidelines for the protection of aquatic life).
°El valor de mirex no presenta desviacion estandar o rango porque solo fue
detectada en una muestra.
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En este apartado es necesario mencionar que se realizé un monitoreo en la
matriz agua, debido a que se consideré que por las caracteristicas fisicoquimicas
de los COP’s no era prioritario analizarlas, puesto que a excepcion del lindano (por
tener una mayor solubilidad en agua) estos compuestos estan asociados
principalmente a sedimentos y materia organica (Ver Anexo 1). Sin embargo se
debe enfatizar que hizo falta evaluar diversos parametros fisicoquimicos del agua
como pH, salinidad, temperatura, oxigeno disuelto, contaminantes biolégicos, etc.
los cuales pueden ser determinantes para el estado de salud de los organismos

acuaticos.

Cociente de peligrosidad (CP)

Una comparacion de las concentraciones medias registradas en la zona con
las guias internacionales [(CSQG) y (NOAA)], se realiz6 para estimar el cocientes
de peligrosidad (CP) de cada uno de los compuestos registrados en el sedimento
de acuerdo a la férmula: CP = C./Cp, en donde C. es la concentracion de

exposicion y Cy, la concentracion de referencia (Suter 11, 2007).

El analisis del cociente de peligrosidad (CP) determiné que para el HCB es
de 13.3, el a-HCH 54 .4, el B-HCH 8.6, el y-HCH 46.0, el DDT 45.3, el DDE 7.5y la
> BPC’s 64.8, lo cual demuestra un alto potencial riesgo para la vida acuética de la
region. Se debera ademas considerar que la peligrosidad calculada es en funcién
a la evaluacion del compuesto por separado, lo cual podria subestimar el riesgo
debido a que no se contemplan las posibles interacciones entre los diversos

contaminantes evaluados y los reportados en otros estudios.
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Fuentes potenciales de COP’s en la zona de estudio

Las concentraciones de HCH’s (Cuadro 8) se registraron en las siguientes
proporciones 79% a-HCH, 10.4% B-HCH y el 10.4% y-HCH, lo que corresponde a
la formulacion de HCH’s grado técnico [a-HCH 60-70%, B-HCH 5-12% y y-HCH de
10-15%] (Yim et al., 2005; CEC, 2006). Este compuesto ha sido utilizado
ampliamente para control de parasitos en la ganaderia en México (INE, 2004). En
Coatzacoalcos asi como en algunos municipios localizados rio arriba (Minatitlan e
Hidalgotitlan), cuentan con una considerable actividad ganadera [con 28,455,
128,930 y 312,900 cabezas de ganado respectivamente] (INEGI, 2008). Por lo
cual es probable que exista un aporte importante de los diferentes isomeros del
HCH por escorrentias hacia el Rio Coatzacoalcos y un posterior arrastre y

acumulacion aguas abajo del rio, es decir hacia la zona de estudio.

La presencia de HCB y mirex en la zona de Coatzacoalcos (Cuadro 8)
probablemente se deba a que ademas de su uso como plaguicidas, fueron
también utilizados en la industria como retardantes de flama; como ya se ha
mencionado la principal actividad de Coatzacoalcos es industrial, por lo que no se
descarta el hecho de que hayan sido utilizados. Por otra parte el HCB también
puede ser generado como subproducto en la elaboracién del monémero de cloruro
de vinilo el cual es producido en la regién (INE-SEMARNAT, 2003; Bozada y
Bejarano, 2006). En cuanto a los BPC’s (Cuadro 8) no fue posible identificar una
fuente potencial en la region, sin embargo debido al uso que tuvieron los BPC’s en
la industria eléctrica como aceites para transformadores y capacitores, es probable
que en la zona exista almacenamiento de transformadores con aceites que

contengan BPC'’s.

La region de Coatzacoalcos se localiza en una zona endémica de
paludismo por lo que el DDT se aplicé en grandes cantidades en las campafias de
erradicacion del vector (SSA, 2001). En México el DDT se dejo de aplicar en el
afio 2000 (ISAT, 2002), por lo que el DDT encontrado en la zona (Cuadro 8)
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probablemente es DDT residual. Sin embargo la relacion DDT/DDE (7.6) nos
sugiere un uso actual del mismo, esto posiblemente por una aplicacion de DDT de
forma clandestina la cual ha sido reportada por algunos autores (Alegria et al.,
2000; Bullaz et al., 2001). Por otra parte es importante sefialar que se realiza en la
zona un constante dragado del cauce del rio, lo que provoca la re-suspension de
los sedimentos, lo que sumado al intenso al dinamismo del ecosistema podria ser

un factor de explicacion para las concentraciones encontradas.

La cantidad y presencia de los diferentes COP’s en los sedimentos de la
zona es muy variable, esto debido principalmente a la dindAmica inherente del rio
(intrusiones salinas, temperatura, salinidad, corrientes, etc.), a las caracteristicas
del tipo de sedimento (tamafio de particula, contenido de materia organica, etc.),
asi como el tipo de flora y fauna que se encuentra en él, ademas de las
actividades humanas (descargas, dragado, navegacion, pesca, etc.). Esta intensa
actividad y dindmica del rio se ve reflejada en las concentraciones ambientales
encontradas para la mayoria de los contaminantes, pues no se puedo establecer
un gradiente espacial de contaminacion para los COP’s. De esta manera, se tomo
la decision de considerar al area total de estudio como zona generalizada de

exposicién ambiental a estos contaminantes.

Monitoreo bioldgico

En la misma fecha en que se realizé el muestreo ambiental, se llevo a cabo
el monitoreo biolégico para la obtencion de muestras para la evaluacion de los

biomarcadores de exposicidon y efecto (Ver secciones correspondientes).

Debido a que los peces son organismos que tienen un amplio rango de
movimiento, el muestreo se realiz6 en un area aproximada de 8 Km?, misma

donde se recolectaron las muestras de sedimento (Figura 6). Los peces fueron
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capturados con artes de pesca tradicional (ej. atarraya) con ayuda de pescadores

de la region, en zonas bajas del rio y utilizando el mismo esfuerzo de muestreo.

Se capturaron 31 peces pertenecientes a cinco especies: Centropomus
parallelus, Mugil cephalus, Eugerres axillaris, Oreochromis sp, Ariopsis felis
(Cuadro 9). Los organismos fueron medidos, pesados y clasificados por especie y
hébito alimenticio (Anexo 3). Inmediatamente después de la captura se obtuvo una
muestra de sangre de la vena caudal con una jeringa previamente heparinizada,
las muestras fueron almacenadas a 4°C para su transporte y posterior analisis en
el laboratorio. Una vez tomada la muestra de sangre, se realiz6 una diseccion a
cada uno de los organismos para extraer el tejido muscular dorso lateral, mismo
que se coloco en frascos de vidrio ambar (previamente lavado mezcla cromica) y

congelados hasta su analisis a -20°C.

Cuadro 9. Especies de peces capturados en el monitoreo biolégico en la zona

Nombre cientifico Nombre comun No. individuos
Centropomus parallelus Chucumite 9
Mugil cephalus Lisa 7
Eugerres axillaris Mojarra rayada 7
Oreochromis sp Tilapia 5
Ariopsis felis Bagre 3
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EVALUACION DE LA EXPOSICION

Para realizar la evaluacidon de los biomarcadores de exposicion se
cuantificaron las concentraciones de COP’s en tejido muscular. Los compuestos
organicos persistentes que se cuantificaron fueron a-,3-,y-HCH, HCB, aldrin,
dieldrin, mirex, a-, y- clordano, oxiclordano, trans-,cis-nonaclor, epéxido de
heptacloro, p,p"-DDT, p,p"-DDE y 14 congéneres de BPC’s (IUPAC No 28, 52, 99,
101, 105, 118, 128, 138, 153, 156,187, 180, 183 y 170).

El método de extraccion, separacion y limpieza en tejido muscular se llevo a
cabo de acuerdo a lo establecido por Jensen et al., (2003) con ligeras
modificaciones. Diez gramos de tejido muscular fueron homogeneizados y
extraidos con 25 mL de isopropanol, 10 mL de dietileter y 8 mL de una mezcla
hexano:dietileter (9:1 v/v). El extracto fue filtrado y usado para la determinacion
gravimétrica de lipidos totales. Posteriormente fue evaporado a 37°C hasta un
volumen de 0.5 mL. Para la limpieza las muestras se pasaron por una columna de
silica gel en donde fueron eluidas con 8 mL de una mezcla de metileno:hexano
(3:1 v/v) y concentradas a 100 uL. El endrin-Ci3 y el BPC’s 14-C;3 fueron utilizados
como esténdares internos y fueron adicionados a todas las muestras. El método
cromatografico utilizado fue el mismo que para sedimento. El limite de deteccion
fue de 0.3 pg/L (Ver Anexo 2 para método detallado). Las concentraciones en los
tejidos fueron calculadas en peso fresco y normalizadas por el contenido de
lipidos, esto se hizo para reducir la variabilidad, permitir comparaciones (intra e
inter especies), evaluar las tendencias y describir los patrones espaciales de los

contaminantes en la biota.

De los 29 compuestos cuantificados en las muestras Unicamente se
detectaron concentraciones de HCB, a-, B-, y-HCH, DDT, DDE, mirex y 6
congéneres de BPC’s (52, 101, 105, 118, 138, 153) (Cuadro 10). Las mayores
concentraciones registradas fueron de B-HCH, a-HCH y mirex. EI HCB fue
detectado Unicamente en un 26% de las muestras y solo en la especie Mugil
cephalus. El y-HCH y el DDT fueron registradas en un 32% y 10% de las muestras
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respectivamente. Los contaminantes a-HCH, B-HCH, DDE, mirex y BPC’s fueron
detectados en el 100% de las muestras. Las especies en que se encontré un
mayor numero de compuestos fueron Ariopsis felis y Eugerres axillaris (7 y 6
respectivamente), sin embargo las mayores concentraciones fueron encontradas
en Eugerres axillaris. Conforme a estos resultados las concentraciones de COP’s
en tejido muscular por especie decrecen en el siguiente orden 3-HCH > a-HCH >
mirex > DDE > BPC’s > y-HCH > DDT > HCB.

Un analisis de similaridad (ANOSIM, Clarke and Warwick, 2001) seguido de
una comparacion entre pares de especies de peces y su habito alimenticio fue
usado para investigar las diferencias en el contenido de COP’s en tejido. Un valor
de “R” cercano a +1 indica que hay una clara diferencia en los patrones entre los
grupos evaluados. Un valor cercano a cero significa que los patrones de
distribucion son similares entre los grupos. El nivel de significancia de “R” fue
calculado por un prueba de permutaciones y fue considerado estadisticamente

significativo a p<0.05.
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Cuadro 10. Concentraciones de COP’s (ng/g lipido) en musculo de las especies colectadas en Coatzacoalcos, Veracruz

HCB a-HCH B-HCH y-HCH DDT DDE Mirex Z BPC’s
Cepa 51.6 6.3 6.0 40.9 6.9

N.D. N.D. N.D.
(n=9) (2.1-735.5) (1.8-64.5) (1.9-26.2)  (6.9-75.3)  (1.8-45.7)
Muce 6.9 18.0 2.7 24.5 43.1 3.6

N.D. N.D.

(n=7) (2.7-19.4)  (7.7-43.9)  (1.7-91.5) (7.4-78.8)  (10.7-56.6)  (1.0-36.9)
Euax b 27.5 287.3 8.7 b 16.3 126.8 24.4
(n=7) o (4.9-300.6) (2.3-916.8) (2.3-51.6) o (3.6-27.5)  (18.2-218.7) (15.6-48.0)
Orsp 27.5 2.0 14.7 36.6 2.0

N.D. N.D. N.D.
(n=5) (23.2-36.4) (1.0-6.9) (10.2-18.2) (21.1-59.2)  (1.0-5.5)
Arfe " 35.4 3.0 3.8 10.1 12.6 58.3 23.9
(n=3) o (26.1-36.2) (1.1-3.8)  (3.6-10.1) (3.6-12.6)  (3.6-23.7) (52.2-72.4)  (9.9-103.5)
ggg:ss los 69 27.9 3.8 8.4 10.1 14.7 52.2 6.9
(n=31) (N.D.-19.4) (2.1-735.5) (1.0-916.8) (N.D.-51.6) (N.D.-12.6) (1.9-78.8) (6.9-218.7)  (1.0-103.5)

Los valores representan la mediana y el rango. Cepa: Centropomus parallelus, Muce: Mugil cephalus, Euax: Eugerres
axillaris, Orsp: Oreochromis sp, Arfe: Ariopsis felis. N.D.: no detectado.
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Cuando los patrones identificados fueron diferentes, se us6 un analisis de
disimilitud de porcentajes (SIMPER) para identificar cuales contaminantes
contribuyen mas a las diferencias observadas. Diagramas de escalamiento
multidimensional no métrico (nMDS) se construyeron para mostrar patrones de
agrupamiento entre las especies de peces y sus habitos de alimentacion. Este
analisis multivariado no paramétrico se realiz6 con el software estadistico PRIMER
V.6.1.11 (PRIMER-E Ltd, UK 2006).

En la Figura 7a se presenta el diagrama de ordenacion de las muestras de
tejido por especie, en €l se observa una diferenciacion entre las concentraciones
de COP’s en las especies evaluadas. Estas diferencias fueron corroboradas con el
ANOSIM (R Global=0.339, p<0.001). En el Cuadro 11 se muestra la comparacion
de pares de especies y las contribuciones por contaminantes (en orden de
importancia mostrando al menos el 70% de disimilitud) en el grado de disimilitud
de acuerdo al andlisis SIMPER. Estos resultados muestran un grado de disimilitud
alto (79- 99%), a excepcion de las especies Centropomus parallelus y
Oreochromis sp en las cuales no se encontraron diferencias. Las diferencias entre
las especies evaluadas se deben principalmente a la carga corporal de los
diferentes COP’s evaluados. La especie Ariopsis felis registr6 las mayores
concentraciones de BPC’s y es la Unica que presentdé DDT, Mugil cephalus es la
Unica especie en que se detecté HCB y presenté las concentraciones mas altas de
DDE, Eugerres axillaris mostrd las mayores concentraciones de lindano y a, B-
HCH'’s, finalmente Oreochromis sp registro la menor carga corporal de COP’s con

respecto a las otras especies.

De acuerdo a la clasificacién realizada en las especies evaluadas por habito
alimenticio (carnivoros: Centropomus parallelus, detritivoros: Mugil cephalus y
Ariopsis felis, omnivoros: Oreochromis sp y Eugerres axillaris). Las especies con
un mayor numero de contaminantes registrados fueron los detritivoros, seguidos
de los omnivoros y por ultimo los carnivoros (Cuadro 12). EI HCB y el DDT fueron

detectados Unicamente en las especies detritivoras. Para los detritivoros los
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contaminantes encontrados y el orden de concentracion de los mismos fue mirex >
a-HCH > DDE > 2 BPC’s > 3-HCH > HCB> y-HCH y DDT. En los omnivoros se
registraron 3-HCH > mirex > a-HCH > Z BPC’s > DDE > y-HCH. En los carnivoros
se registraron a-HCH > mirex > ¥ BPC’s > 3-HCH > DDE.
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Figura 7. MDS de la distribucion de contaminantes en tejido por (a) especies y (b)

habito alimenticio
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Cuadro 11. ANOSIM para la comparacion de contaminantes en tejido por

especies and analisis SIMPER mostrando el grado de disimilaridad

Cepa Muce Euax Orsp
Muce 0.288 (97.2%)*
HCB, DDE, a-HCH,

> BPC’s
Euax  0.481 (89.5%)* 0.517 (79.0%)*
y-HCH, mirex, HCB, y-HCH, B-
B-HCH, a-HCH HCH, mirex
Orsp 0.241 (99.5%)* 0.406 (94.5%)*
HCB, DDE, ¥ B-HCH, v-HCH,
PCBs, mirex. mirex, ~ BPC’s
Arfe 0.495 (94.7%)* 0.548 (95.9%)* 0.488 (84.9%)* 0.744 (98.2% )*
DDT, Z BPC’s, a- DDT, z BPC’s, DDT, Z BPC’s, 3- DDT, z BPC’s, y-
HCH, DDE HCB, DDE. HCH, mirex HCH, mirex

Valores representan la R, (% contribucién) y los contaminantes que contribuyen a la disimilaridad.
Cepa: Centropomus parallelus; Muce: Mugil cephalus; Euax: Eugerres axillaris; Orsp: Oreochromis
sp; Arfe: Ariopsis felis. *p<0.05.

Cuadro 12. Concentraciones de COP’s (ng/g lipido) en musculo de especies

colectadas en Coatzacoalcos, Veracruz por habito alimenticio

HCB a-HCH B-HCH y-HCH DDT DDE Mirex 2 BPC’s
Omnivoros 27.5 7.4 8.7 15.5 83.9 15.6

N.D. N.D.
(n=12) (4.9-300.6) (1.0-916.8) (2.3-51.6) (3.6-27.5) (18.2-218.7) (1.0-48.0)
Carnivoros

N.D. 51.6 6.3 N.D. N.D. 6.0 40.9 6.9
(n=9) (2.1-735.5) (1.8-64.5) (1.9-26.2) (6.9-75.3) (1.8-45.7)
Detritivoros 6.9 30.6 2.9 3.8 10.1 20.4 53.6 4.7
(n=10) (N.D.-19.4) (7.7-43.9) (1.1-91.5) (N.D.-10.1) (N.D.-12.6) (3.6-78.8) (10.7-72.4) (1.0-103.5)

Los valores representan la mediana y el rango. Carnivoros: Centropomus parallelus, detritivoros: Mugil
cephalus and Ariopsis felis, omnivoros: Oreochromis sp and Eugerres axillaris. N.D. no detectado.
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En la Figura 7b se presenta el diagrama de ordenacion por niveles tréficos
en donde se puede observar que las cargas corporales de los tres grupos
(carnivoros, detritivoros y omnivoros). A pesar de que existe cierto grado de
traslape, la prueba sugiere diferencias entre ellos (ANOSIM R global=0.111,
p<0.01). Los resultados de los anélisis ANOSIM y SIMPER de las comparaciones
entre pares de tipos de habito alimenticio y las contribuciones de los
contaminantes, muestras que entre los omnivoros y detritivoros la disimilitud
(0.159,60.8%) esta dada por el HCB, el DDT, B-HCH y el y-HCH. Entre el grupo de
carnivoros y detritivoros (0.127, 80.6%) la disimilitud se atribuye al HCB, el DDE,
el a-HCH y el DDT. Los detritivoros son los Unicos que presentan concentraciones
de HCB y DDT y a su vez presentan las menores concentraciones de HCH’s y las
mayores de DDE. En los carnivoros el a-HCH es el que presenta las mayores

cargas corporales.

Del andlisis realizado tanto por especie como por habito alimenticio las
concentraciones de B- HCH y a-HCH fueron las més abundantes, lo cual coincide
con lo registrado por Lee et al., (1997) y Yim et al., (2005) en otras especies de
peces. Esto puede ser explicado debido a que el B-HCH y el a-HCH tiene un
mayor factor de bioconcentracion (log BCF 2.8 y 2.5 respectivamente) en animales
acuaticos y son mas persistentes que y-HCH (log BCF 1.2) (Willett et al., 1998). A
pesar de que el HCH grado técnico tiene una mayor constitucién de a-HCH (60-
70%), las concentraciones de B-HCH y el a-HCH fueron muy similares, esto puede
ser debido a que a-HCH tiene una alta volatilidad (Constante de la ley de Henry
6.68 x 10® atm™/mol) y degradacién en el ambiente, lo que puede causar una baja
persistencia (Yim et al., 2005). Otra posible explicacion que corrobora esto es que
el a-HCH es mas rapidamente metabolizado y excretado que pB-HCH (Takazawa et
al., 2005).

El DDT fue detectado Unicamente en Ariopsis felis mientras que el DDE fue
detectado en todas las especies. Las mayores concentraciones se registraron en

los peces detritivoros. Como se mencion6 el DDT fue ampliamente usado en
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México para el control del paludismo y debido a sus efectos toxicos su uso fue
eliminado. Procesos quimicos y biolégicos transforman el DDT en DDD y DDE, en
particular el DDE ha sido el mas registrado en biota (Takazawa et al., 2005). Las
concentraciones registradas en peces de la zona nos indican que estan expuestos
principalmente a DDT residual y a sus productos de degradacion. Sin embargo
como se vio, la relacion DDT/DDE en sedimento sugiere un uso actual, razén por
lo que se esperaria tener mayores concentraciones en los tejido, o que nos
sugiere que los peces de la zona tiene la capacidad de metabolizar el DDT

rapidamente.

Las concentraciones y distribucién de COP’s en los peces esta controlada
por muchos factores intrinsecos (especie, sexo, genética, estado de desarrollo,
peso, longitud, edad, estado de salud, tasa metabdlica y de eliminacién, contenido
de lipidos en organismo, habitos alimenticios, etc.) y extrinsecos (estacion del afio,
temperatura y calidad del agua) que pueden influir en la bioconcentracion,
bioacumulacién y biomagnificacién de estos compuestos (Bremle y Larsson, 1998;
Ashley et al., 2000; Yim et al., 2005). Las diferencias registradas entre los niveles
de contaminantes podrian ser explicadas por variabilidad entre los individuos de la
misma especie, asi como por los habitos alimenticios. Ademas deben ser
consideradas las diferencias en la capacidad metabdlica y en las caracteristicas

del habitat entre especies (Naso et al., 2003).

Van der Oost et al., (1996) registré niveles de a, B, y-HCH, BPCs, DDT y
DDE en peces de zonas industriales de Amsterdam (73.5, 13.2, 18.7, 12065,
701.25, 1450 ng/g lipido respectivamente), éstos niveles son menores a los
detectados en el presente estudio. De igual forma Zhou y Wong (2004) han
reportado niveles de a, B, y-HCH para algunas regiones agricolas de China (0.2,
4.5, < 0.01 ng/g lipido respectivamente) las cuales son menores a las registradas
en los peces de Coatzacoalcos. Las concentraciones de y-HCH y HCB registradas
en la zona de estudio son mayores que las reportadas por Corsi et al., (2005) en

algunas zonas de la Laguna Orbetello, Italia (y-HCH: 10.26, 6.3, 9.08 ng/g lipido;
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HCB: 1.62, 1.78, 1.02, 2.12, 1.74 ng/g lipido) en la cual existen un impacto por

actividades como: descargas de aguas residuales, acuacultura, turismo, industrial.

EVALUACION DE LOS EFECTOS

Como se sefialé anteriormente para la evaluacién de los efectos se decidié
evaluar el dafio genotoxico a través del ensayo cometa. Este ensayo fue realizado
en cuatro de las cinco especies que fueron recolectadas (Centropomus parallelus
n=7, Mugil cephalus n=8, Oreochromis sp n=5, Ariopsis felis n=2). En la especie
Eugerres axillaris no fue posible obtener las muestras de sangre debido a su

tamafio (<10cm).

El ensayo cometa se llevo a cabo de acuerdo con lo descrito por Singh et
al., (1988) con ligeras modificaciones. Una alicuota de 5 puL de sangre completa
fue diluida en 240uL de agarosa de bajo punto de fusion (37°C). Las laminillas
fueron preparadas usando 15 uL de la suspension celular y 225 yL de agarosa de
bajo punto de fusion en una capa pre-elaborada de agarosa regular al 0.5%.
Posteriormente las laminillas fueron incubadas en una solucion 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 afiadié 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 incubacion las laminillas fueron puestas en un buffer alcalino (LON NaOH y
200 mM EDTA, ajustado a un pH > 13) por 5 minutos para desdoblar el ADN.
Inmediatamente se realiz6 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
observacion en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) a una
magnificacion de 200X. Se midié el olive tail moment [(taili mean-head
mean)*tail%oDNA/100] y el tail length (tail extent) de 100 células (50 de la muestra
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y 50 de la réplica) por individuo con un software analizador de imagenes (Komet

4.0; Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK). (Ver Anexo 4 para método detallado)

En el presente trabajo se presenta el olive tail moment (OTM) y el tail lenght
(TL) debido a que han mostrado ser los parametros mas Utiles para evaluar el
dafio al ADN (Kumaravel et al.,, 2009) y para facilitar la comparacion con otros
estudios. Las diferencias en el dafio al ADN (OTM y TL) fueron evaluadas con una
prueba de Kruskall-Wallis a un nivel de significancia estadistica de p<0.05, con el
software analizador de datos STATISTICA (version 6, StatSoft).

En las Figura 8-Figura 11 se presentan algunas imagenes de cometas de
las células analizadas en cada una de las especies que se evalu6. Como se puede

observar, cada especie presenta diferentes niveles de dafio.

Figura 8. Imagenes de cometas en la especie Mugil cephalus de la zona de
Coatzacoalcos, Ver

Figura 9. Imagenes de cometas en la especie Centropomus parallelus de la zona

de Coatzacoalcos, Ver
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Figura 10. Imagenes de cometas en la especie Oreochromis sp de la zona de
Coatzacoalcos, Ver

Figura 11. Imagenes de cometas en la especie Ariopsis felis de la zona de

Coatzacoalcos, Ver

Las especies que presentaron menor dafio al ADN fueron Ariopsis felis
[OTM 2.0 (0.12-5.5); TL 9.26pm (3.6-17.2)] y Centropomus parallelus [OTM 2.2
(0.6-7.3); TL 9.4um (2.8-21.8)] comparadas con Mugil cephalus [OTM 3.3 (0.01-
12.6); TL 11.6um (1.0-35.0)] y Oreochromis sp [OTM 3.5 (0.2-8.1); TL 11.9um (5.2-
23.2)] que presentan un mayor dafio (p<0.01) (Figura 12 a, b). Con base en el
habito alimenticio Figura 13 (a y b), se observé que las especies carnivoras
presentaron menor dafio de ADN, mientras que las omnivoras registraron mayor
dafio al ADN (p<0.01). Esto podria explicarse principalmente a las diferentes rutas
de exposicidon, ya que los organismos detritivoros se encuentran en contacto
directo con los contaminantes adheridos en las particulas del sedimento, y los
organismos omnivoros pueden incorporar multiples contaminantes biodisponibles
de diversas fuentes debido sus preferencias alimenticias, las cuales son mas
limitadas en organismos carnivoros. Cabe mencionar que el efecto observado en
las especies evaluadas en este estudio no es atribuible tnicamente a la exposicion
COP’s, sino que puede ser atribuible a otros contaminantes presentes en el sitio y
gue no fueron evaluados (ej. Metales y HAP’s), por lo que el ensayo cometa es
una herramienta integral que nos permite la evaluacion de la exposicion a la

mezcla de contaminantes genotoxicos.
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Figura 12. Olive tail moment (a) y Tail length (b) en las especies Ariopsis felis
(Arfe), Centropomus parallelus (Cepa), Mugil cephalus (Muce) y Oreochromis sp
(Orsp) en el area de Coatzacoalcos, Ver. Diferente letra indica diferencias
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Figura 13. Olive tail moment (a) y Tail length (b) en las especies evaluadas por

hébito alimenticio. Carnivoro: Centropomus parallelus (n=7); detritivoros: Mugil

cephalus and Ariopsis felis (n= 10); omnivoro: Oreochromis sp (n=5). Diferente

letra indica diferencias significativa p<0.01.
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La medicion del ensayo cometa se ha realizado a través de diversos
parametros (score damage, OTM, TL, entre otros) lo que representa unas de sus
principales desventajas ya que no existe una forma estandarizada de medirlo y
reportarlo (Kumaravel et al., 2009) lo cual limita la comparacién con otros estudios.
Russo et al (2004) realizaron un estudio en el cual compararon el dafio al ADN en
peces provenientes de un sitio contaminado con una mezcla de compuestos
genotoéxicos (Rio Sarno; TL=8um) y en un sitio de referencia (Lago Astroni, TL =3).
El dafio al ADN registrado en los peces del Rio Coatzacoalcos (TL= 10.4 + 1.3)

son similares e incluso superiores a lo reportado por estos autores.

El daiio al ADN registrado en las especies de peces de la cuenca baja del
Rio Coatzacoalcos es una evidencia de la exposicion a contaminantes
genotédxicos. Lo cual podria reflejar el grado de estrés ambiental en el que se
encuentran los organismos acuaticos de la region. Esto es de particular
importancia debido a que el dafio al ADN es producido tanto en células somaticas
como germinales y si no es reparado o es reparado ineficientemente, este se vera
reflejado tanto en la salud del organismo como en su reproduccion (Jha, 2008).
Consecuentemente esto podria dar lugar a efectos adversos a largo plazo en otros
niveles de organizacion, los cuales tendrian que evaluarse en estudios posteriores

en la region.
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CARACTERIZACION DE RIESGO

En esta etapa de la metodologia son integrados todos los resultados
obtenidos en las etapas de evaluacion de la exposicion y evaluacion de los efectos
para determinar si existe o no el riesgo. En nuestro caso esta integracion se hizo a
través del enfoque de peso de la evidencia. Este enfoque se realiza sobre lineas
de evidencia, las cuales son inferencias de la relacién entre dos eventos (causa y

efecto).

Lineas de evidencia

Las lineas de evidencia seleccionadas para la caracterizacion fueron: 1)
Contaminaciéon ambiental; 2) Exposicion a contaminantes y 3) Efectos por
exposicion (Cuadro 13). Cada una de estas lineas fue ponderada de acuerdo a la
informacion que fueron proporcionando al analisis de riesgo, aquellas lineas que
fueron consistentes con la informacion proporcionada fueron sefialadas con (+++),
las lineas que resultaron en una informacion ambigua 0 que no aportaron mayor
informacion se sefalaron con () y por ultimo aquellas lineas que aportaron

informacion inconsistente fueron marcadas con (---).
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Cuadro 13. Andlisis de lineas de evidencia de riesgo para el sistema acuético del

Coatzacoalcos, Ver

Evidencia Resultado Explicacién

Las concentraciones registradas representan un riesgo

(++4) la f L.
para la fauna acuética.
() Las concentraciones no reflejan un gradiente a partir de
una fuente puntual
Contaminacion , , ,
* Compuestos en diferentes matrices ambientales (suelo
ambiental - y sedimento), pero en concentraciones diferentes.
() Carencia de datos previos para todos los
contaminantes
(=) Las concentraciones encontradas no corresponden con
los niveles esperados, de acuerdo con estudios previos.
(+4+4) Compuestos encontrados en tejido corresponden con
compuestos encontrados en ambiente.
Exposicién a (++4) Mlsrr,\o_s patron de presencia en otros receptores
_ ecologicos.
contaminantes
(+++4) Presencia de COP’s en tejido muscular representa un
riesgo para otras especies.
(---) Carencia de datos de estudios previos en la zona.
(+4+4) Dafio al ADN refleja el estrés al que se encuentran
sometidas las especies.
El efecto genotdxico observado en las especies
evaluadas no es atribuible Gnicamente a la exposicion
. : : :
Efectos por (x COP s, sino que puede ser _|_mputable a otros
o contaminantes presentes en el sitio y que no fueron
exposicion evaluados.
(++4) Efecto encontrado en otros receptores ecoldgicos y el
humano.
(+4+4) Valores registrados similares a los de otros sitios

contaminados con COP'’s.

(+++) Linea de evidencia consistente, (---) Linea de evidencia inconsistente, () Linea de evidencia
ambigua.
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Modelo final del sistema acuatico

Una vez reunidas y analizadas todas las lineas de evidencia generadas en
la presente evaluacion de riesgo se generé un modelo final del sitio (Figura 14)
haciendo énfasis en el sistema acuético. El modelo fue dividido en cada una de las
etapas de la metodologia (evaluacion ambiental, evaluacion de la exposicion y
evaluacion de los efectos). Dentro de este nuevo modelo se consideraron
Unicamente como contaminantes a las COP’s (evaluados en este trabajo). Por otra
parte en él se incluye un recuadro (Otros) de las principales incertidumbres

detectadas en la evaluacion.
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Figura 14. Modelo conceptual final del sitio con énfasis en el sistema acuético
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Incertidumbres y Limitaciones

Una evaluacion del riesgo ecolégico estd generalmente limitada por la

incertidumbre y/o limitaciones respecto a los datos relevantes recabados durante

el estudio, por tal razén en el Cuadro 14 se muestran las incertidumbres

y/limitaciones que se detectaron y las sugerencias sobre qué acciones se pueden

realizar para minimizarlas.

Cuadro 14. Incertidumbres y/o limitaciones detectadas en la evaluacion de riesgo

ecoldgico del sistema acuatico de Coatzacoalcos, Ver

Incertidumbres y/o limitacion

Sugerencias

Contaminacioén
ambiental

Identificacién de fuentes
Contaminantes no evaluados

Medios no evaluados

Evaluacion de parametros de calidad
de agua.

Representatividad de muestras

Realizar una caracterizacion de principales
fuentes, tanto puntuales como no puntuales.

Evaluar otros contaminantes criticos como
HTP’s, HAP’'s y COV'’s.

Realizar monitoreo medios que representen un
riesgo: Agua.

Realizar monitoreo en diferentes épocas del
afio, para conocer la calidad del agua a través
del tiempo.

Realizar un monitoreo ambiental que abarque
mayor area y aumentar el tamafio de muestra
por sitio, asi como diferentes épocas del afio.

Exposicion a
contaminantes

Rutas de exposicién no evaluadas

Otros grupos receptores

NUmero de muestra

Otros contaminantes

Evaluar otras posibles rutas de exposicion
como: agua y alimento.

Evaluar la exposicibn en otros grupos
receptores para ver el comportamiento en otros
grupos acuaticos.

Aumentar el numero de muestras de
organismos para disminuir la variabilidad en los
datos.

Evaluar la exposicién de otros contaminantes

en los organismos por ejemplo: metales y
PAH’s.

Efectos por
exposicion

Ausencia de valores de referencia

Otros efectos

Exposicion a mezclas

Efectos en otros niveles de
organizacion.

Establecer bioensayos para conocer valores.

Ampliar la bateria de biomarcadores para
evaluar el posible efecto de otros
contaminantes.

Evaluacién de biomarcadores que engloben
diferentes efectos y/o que sean mas
especificos.

Evaluar niveles de organizacion superiores los
cuales aportan mayor relevancia ecolégica.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en este estudio muestran la importancia de
determinar la presencia de contaminantes en el ambiente, su bioacumulacién en
los tejidos y sus efectos en los organismos expuestos para realizar una
aproximacion integrada en la evaluacion de los efectos de contaminacion en el

ambiente.

La cantidad y presencia de los diferentes COP’s en los sedimentos que se
encuentran en la region son variables, esto debido de la dindmica inherente del
rio. Las concentraciones de COP’s en sedimento superan los niveles de
proteccion establecidos por las guias internacionales (CSQG y NOAA) por lo que

representan un riesgo para los organismos acuéticos de la region.

El analisis de cociente de peligrosidad demostré un alto potencial de riesgo,
sin embargo se debe considerar que esta en funcién a la evaluacién del
compuesto por separado, lo cual podria subestimar el riesgo debido a que no se
contemplan las posibles interacciones entre los diversos contaminantes evaluados

y otros contaminantes presentes en la zona.

Las concentraciones ambientales registradas en la zona no muestran un
patrén de distribucion claro a partir de una fuente de contaminacién puntual, por lo

se considera una zona generalizada de exposicion a COP’s.

Se demostréo que los peces recolectados en la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos estan expuestos a COP’s. Todas las especies evaluadas son
fuente de alimento para la poblacion humana, asi como para otras especies de
fauna silvestre, por lo que la ingesta de carne de estas especies de peces podria

representar una importante ruta de exposicion a COP’s.

Las concentraciones en tejido reflejan el mismo patrén de presencia que las
muestras ambientales, por lo que se considera un buen biomarcador de

exposicion.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
PROGRAMA MULTIDISCIPLINARIO DE POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES
53



APLICACION DE UNA METODOLOGIA DE EyALUACION DE RIESGO ECOLOGICO EN
FAUNA ACUATICA DE COATZACOALCOS, VERACRUZ

La exposicion a COP’s que presentan los peces evaluados esta

principalmente ligada a su habito alimenticio.

Las diferencias registradas entre los niveles de contaminantes podrian ser
explicadas por variabilidad entre los individuos de la misma especie, asi como por
los habitos alimenticios. Sin embargo es importante que se consideren las
diferencias en la capacidad metabdlica y en las caracteristicas del habitat entre

especies, para futuros estudios.

El dafio al ADN registrado en las especies de peces es una evidencia de la
exposicion a la mezcla de contaminantes genotoxicos, que aunado a la exposicion
a COP’s refleja el grado de estrés ambiental en el que se encuentran los

organismos acuaticos de la region.

El efecto genotdxico observado en las especies evaluadas no es atribuible
Unicamente a la exposicion COP’s, sino que puede ser imputable a otros
contaminantes presentes en el sitio y que no fueron evaluados; razén por la cual el
ensayo cometa es considerada una herramienta integral para la evaluacion de la

exposicion a la mezcla de contaminantes genotoxicos.

Este estudio ofrece datos de referencia sobre el estado de la contaminacion
por COP’s en la region de Coatzacoalcos, Veracruz. Dada la magnitud de la
exposicion a COP’s y otros contaminantes, son necesarios mas estudios en
diversos organismos y en diferentes ambientes, en particular aquellos enfocados a
la evaluacion de efectos subletales a nivel individual y en diferentes niveles de
organizacion bioloégica ocasionados por la exposicibn a la mezcla de
contaminantes, a fin de monitorear el estado de salud de la biota en la region y

proponer medidas de regulacién y control de descargas.

Contemplando que la aplicacion de esta metodologia en la zona de

Coatzacoalcos generd lineas de evidencia solidas, se considera que esta
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metodologia puede ser aplicable en otros sitios contaminados de México con

algunas modificaciones.
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Abstract The region of Coatzacoalcos, Veracruz hosts
one of the largest and most important industrial areas of
Mexico and Latin America. Industrial development and
rapid population growth, have triggered a severe impact on
aquatic ecosystems of the region. The aim of this study was
to determine the levels of POPs in sediment and in muscle
tissue of five fish species from different trophic levels in
downstream residents of the Coatzacoalcos River, and their
integration with DNA damage in the fish, evaluated with
the comet assay in whole blood as a biological indicator of
stress, in order to obtain a baseline of the ecological con-
dition of the region. The compounds detected in sediment
and in muscle tissue were hexachlorobenzene (HCB), o-,
f-, y-hexachlorocyclohexane (HCH), dichlorodiphenyltri-
chloroethane (DDT), dichlorodiphenyldichloroethylene
(DDE), mirex and polychlorinated biphenyls (PCBs).
Sediment concentrations of these pollutants (except for
mirex) exceeded the values of protection provided by
international guidelines, suggesting a potential risk to
aquatic life in the region. DNA damage recorded in the fish
species is evidence of exposure to a mix of genotoxic
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pollutants, which combined with exposure to POPs, reflects
the degree of environmental stress of aquatic organisms in
the region. The results of this study show the importance of
determining the presence of contaminants in the environ-
ment, the bioaccumulation in tissues and their effects on
exposed organisms, providing an integrated approach in
assessing the health of aquatic ecosystems.

Keywords Persistent organic pollutants - Comet assay -
Fish - Sediments - Coatzacoalcos River

Introduction

In recent decades, dependence on natural resources has
become critical for mankind. Fishing is one of the most
important resources exploited by humans worldwide
(Lionetto et al. 2004). However, rapid population growth
coupled with rapid industrial development and changing
lifestyles have increased waste and emission of pollutants
into aquatic environments (Staniskiene et al. 2006; Jha
2008). The contamination of these environments can have
negative effects on aquatic life (e.g. impaired reproduction
and reduced species diversity) and directly or indirectly
affect human health and threaten food security (Jha op cit.).

The industrial area of Coatzacoalcos houses the largest
petrochemical complex with importance to Mexico and
Latin America; its overall production is approximately
1.6 billion tons/year of petrochemical products (Morales
et al. 2006). Since the industrial complex’s establishment
in the 1960s, the Coatzacoalcos estuary has experienced
rapid industrial development and rapid population growth;
which, combined with other production activities like
agriculture and livestock, have triggered a severe impact on
aquatic ecosystems of the region, accentuated in recent
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decades (Bozada and Bejarano 2006). Currently, the lower
Coatzacoalcos River basin is considered one of the most
polluted sites in Mexico (Pdez-Osuna et al. 1986; Espinosa-
Reyes et al. 2010). Environmental studies in the area have
reported the presence of hydrocarbons (Farran et al 1987),
volatile organic compounds (Stringer et al. 2001), heavy
metals (Rosales-Hoz and Carranza-Edwards 1998; Bahena-
Manjarrez et al. 2002) and persistent organic compounds
(Espinosa-Reyes et al. op cit).

Persistent organic pollutants (POPs) are ubiquitous
compounds, which, due to their high lipophilicity and
persistence, tend to accumulate in fatty tissue and bio-
magnify through food chains (Walker 2009). These pollu-
tants have been linked to neurological, immunological,
reproductive and genotoxic effects in biota and human
populations, and for these reasons have been banned or
restricted in many countries (Buccini 2003). In Mexico,
most of the POPs have been banned and/or restricted since
1991, however there are some studies demonstrating their
presence and bioaccumulation, as well as their effects on
Mexican ecosystems (Trejo-Acevedo et al. 2009; Espinosa-
Reyes et al. op cit).

The main potential sources of the POPs found in the
Coatzacoalcos region are as follows: HCB is an insecticide
that was used mainly for seed treatment; however, it was
also used as a flame retardant in plastics, rubber and paints
(Ritter et al. 1995; INE-SEMARNAT 2003; Zitko 2003b).
Today, it is mainly a by-product of chlorinated compounds
(e.g. vinyl chloride and chlorinated benzenes), solvents,
pesticides production and the burning of municipal waste
(Ritter et al. op cit; INE-SEMARNAT op cit; Zitko op cit).
Hexachlorocyclohexane (HCH) is an insecticide that the-
oretically consists of eight isomers, of which the most
abundant are o, f, y and J; though only the p-isomer
(commonly called lindane) has insecticidal properties (INE
2004; CEC 2006). Currently, the permitted uses of lindane
in Mexico are for plant and seed treatments, ectoparasite
control in livestock and for pediculosis and scabies in
public health (INE op cit.; CEC op cit.). The DDT is an
insecticide that was used to control agricultural pests and in
health campaigns against malaria (Diaz-Barriga et al.
2003). PCBs are industrial chemicals that had a wide
variety of applications mainly in the electricity industry in
transformers and capacitors (Ritter et al. op cit.; Nie et al.
2006). Mirex is an insecticide; however, it has had a wide
industrial application as a flame retardant in rubber, paper,
plastic and non- flammable paints (Ritter et al. op cit.;
Zitko 2003a).

Traditional approaches for assessing ecosystem health
applied in the area of Coatzacoalcos have placed greater
emphasis on abiotic components (soil, sediment and
water), but these have been insufficient and lack informa-
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tion about the possible effects on aquatic organisms.
Exposure to complex mixtures of pollutants, especially
when they occur at low concentrations, do not always result
in lethal effects on organisms, but subtle sublethal effects
may occur at the molecular, biochemical and physiological
levels and can influence the long-term survival of popula-
tions (Triebskorn et al. 2001). The assessment of sublethal
effects on biological systems as targets of toxic action
coupled with the analysis of environmental samples can
provide more information about the health of ecosystems.
Their relationship may be useful as integrated environ-
mental diagnostic tools and in developing control strategies
and pollution prevention measures (Pathiratne et al. 2008).
The use of fish in freshwater and marine environments as
bioindicators of environmental pollution has become more
common in aquatic monitoring programs since the practice
has proved useful in identifying environmental problems,
mainly on the evaluation of the presence of potentially
teratogenic and carcinogenic toxins (Simoniello et al.
2009). Genotoxicity and endocrine disruption are the most
worrying effects for their ecological implications in aquatic
ecosystems. Some environmental contaminants can affect
the genetic material of wildlife species, thus various
mechanisms and methods have been developed to assess
exposure and to detect DNA damage (Nacci et al. 1996).
Genotoxic compounds, such as As, Cd, PAHs, DDTs and
lindane have been detected in the Coatzacoalcos region.
Therefore, in the present study the use of the comet assay
(single cell gel electrophoresis, SCGE) was considered as
an integral biomarker to assess the effects of the mix of
pollutants on the fish of the region.

Recently, the comet assay has gained wide acceptance
as an essential tool for genotoxicity assessment and bio-
monitoring studies due to: (1) sensitivity to detect low
levels of DNA damage, (2) easy and rapid implementation,
(3) flexibility, and (4) low cost (Lee and Steinert 2003;
Collins et al. 2008). For these mentioned reasons, this assay
has been widely used in various fish species in different
aquatic environments and has been standardized for use in
different tissues (blood, liver and gills), to study exposure
to a variety of genotoxic compounds (Lee and Steinert op
cit.; Dhawan et al. 2009).

The aim of this study was to determine the levels of
POPs in sediment and fish muscle tissue from different
trophic levels in downstream residents of Coatzacoalcos
River, and their integration with sublethal effects to obtain
a baseline of the ecological condition of this region. Per-
sistent organic pollutants were analyzed in environmental
and biological samples, and DNA damage was assessed
through the comet assay in whole blood (on a mixture of
erythrocytes and lymphocytes) as a biological indicator of
stress.
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Materials and methods
Study area and sampling sites

The region of Coatzacoalcos is located in the southeastern
state of Veracruz, Mexico in the municipality of the same
name, at 18°8'56” N and 94°24’41” W. The average alti-
tude is 14 m.a.s.]. The predominant climate is tropical rain
[Am (i) gw"], the average annual temperature is 24.5°C
and average annual rainfall is 2780.1 mm (Garcia 2004).
The main surface water body is the Coatzacoalcos River,
which has an area of 322 km. It originates at more than
2000 m in elevation in the state of Oaxaca and over its
course is fed by countless rivers (Jaltepec, Coachapa,
Uxpanapa, Calzadas) and streams (Teapa, Tepeyac, San
Francisco) whose inflows contribute to the discharge of
pollutants (Paez-Osuna op cit.; Rosales-Hoz and Carranza-
Edwards op cit.). The region is comprised of urban,
industrial, livestock, riparian and wetland areas; however
the main activity is chemical and petrochemical industry
(Ruelas-Inzunza et al. 2007). In October 2006, seven
sampling stations were established in the lower basin of the
Coatzacoalcos River for sediment sampling. Because fish
are organisms with a wide range of motion, specimens
were caught in an area of approximately 8 km* (Fig. 1)
where the sediment samples were collected. The selection
of sampling sites was based on the wind direction, the
location of the industrial zone and urban areas, and the
influence of riparian systems as well as previous investi-
gations within the area (Paez-Osuna op cit; Rosales-Hoz
and Carranza-Edwards op cit.; Stringer et al. op cit,;
Bahena-Manjarrez op cit.).
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Fig. 1 Study area and location of sampling sites in the region of
Coatzacoalcos, Ver

Environmental and biological sampling

Surface sediment samples were collected from each of the
seven stations. Sediment was taken directly from depth
(~1.5-2 m) in amber glass containers [previously cleaned
with a solution of K,Cr,O, + H,SO4 + H,O (chromic
mixture)] and samples were kept under refrigeration at 4°C
until analysis. The fish were caught using traditional fishing
gear (i.e. cast net) with the help of fishermen from the
lowland river region. Thirty-one fish were captured from
five species (Centropomus parallelus, Mugil cephalus,
Eugerres axillaris, Oreochromis sp, and Ariopsis felis).
The organisms were measured, weighed and sorted by
species and feeding habits (Table 1). Immediately after
capture, blood samples were obtained from the tail veins
with previously heparinized syringes. The samples were
stored at 4°C for transport and subsequent laboratory
analysis. Dissection was performed on each of the speci-
mens to extract the dorsolateral muscle tissue. The tissue
was placed in amber glass containers (previously cleaned
with chromic mixture) and frozen at —20°C until analysis.

Analysis of POPs concentrations

The following compounds were evaluated in samples of
sediment and fish tissue: o-, -, y-hexachlorocyclohexane
(HCH), hexachlorobenzene (HCB), aldrin, dieldrin, mirex,
o-, y-chlordane, oxychlordane, trans-, cis-nonachlor, hep-
tachlor epoxide, p, p’-DDT, p, p’-DDE and polychlorinated
biphenyls (PCBs). Sediments were analyzed for 41 cong-
eners of PCBs (IUPAC No. 17, 18, 28, 31, 33, 44, 49, 52,
70, 74, 82, 87, 95, 99, 101, 105, 110, 118, 128, 132, 138,
149, 151, 153, 156, 158, 169, 170, 171, 177, 180, 183, 187,
191, 194, 195, 201, 205, 206, 208 and 209). Only 14
congeners (IUPAC No 28, 52, 99, 101, 105, 118, 128, 138,
153, 156, 187, 180, 183, and 170) were analyzed in fish
tissues.

Sediment extraction

The POPs in sediment were analyzed according to methods
8081A and 8270C of the USEPA (1996a, b) with slight
modifications. Sediment extraction was conducted in a
microwave (CEM-MARS X) by placing the sediment
sample (1 g) in a Teflon vessel, adding 14 ml of dichlo-
romethane. After extraction the samples were evaporated to
0.2 ml with a stream of nitrogen in an evaporator at 37°C.
During the process, the samples were re-suspended to 2 ml
with hexane. Finally, the extract was passed through a
florisil column eluting with diethylether (6%) for cleaning.
The extract was concentrated to a volume of 1 ml by a
stream of nitrogen. Endrin-C,3 and PCB 14-C;3 were used
as internal standards and were added to all samples. The
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Table 1 Scientific names and feeding habits of the species evaluated

Scientific name Common name n Feeding habits

(acronym)

Centropomus Chucumite (Fat snook) 9 Carnivore: feeds mainly on benthic crustaceans, fish and shellfish
parallelus (Cepa)

Mugil cephalus Lisa (Flathead mullet) 7 Detritivore: feeds mainly on detritus and occasionally benthic organisms
(Muce)

Ariopsis felis (Arfe) Bagre (Hardhead sea 3 Detritivore: usually feeds on detritus and organic matter

catfish)

Eugerres axillaris Mojarra rayada (Black 7 Omnivore: feeds on small benthic invertebrates, algae and small fish
(Euax) axillary mojarra)

Oreochromis sp Tilapia (Tilapia) 5 Omnivore: usually feeds on phytoplankton and zooplankton. Juvenile stages
(Orsp) occasionally feeds on copepods and cladocerans

reference standard certificate (CE-2 “A Blended Lake
Ontario Sediment for Toxic Organics”) of the National
Water Research Institute of Canada was also used. All
reagents used were analytical grade.

Tissue extraction

The method of extraction, separation and cleaning of
muscle tissue was carried out according to the method
established by Jensen et al. (2003) with slight modifica-
tions. Ten grams of muscle tissue were homogenized and
extracted with 25 ml of isopropanol, 10 ml of diethylether
and 8 ml of a mixture hexane:diethylether (9:1 v/v). The
extract was filtered and used for the gravimetric determi-
nation of total lipids. Samples were subsequently evapo-
rated at 37°C to a volume of 0.5 ml. For cleaning, the
samples were passed through a column of silica gel where
they were eluted with 8 ml of a mixture of methy-
lene:hexane (3:1 v/v) and concentrated to 100 pl. The
endrin-C;3 and PCB 14-C,; were used as internal standards
and were added to all samples. All reagents used were
analytical grade.

Chromatographic analysis

The chromatographic method for sediment and tissue
samples was carried out according to that reported by
Trejo-Acevedo et al. (2009). Once the corresponding
extraction was performed, 1 pl of extract was injected into
a gas chromatograph (HP 6890), coupled to a mass spec-
trophotometer (HP 5973) with a HP5-MS column
(60 m x 0.25 mm ID, 0.25 pm film thickness). The tem-
perature program used was: initial 100°C (2 min) and final
310°C (at rates of increase in temperature: 20°C/min to
200°C, 10°C/min to 245°C, 4°C/min to 280°C and 30°C/
min to 310°C for 6 min). The carrier gas used was helium
at a linear velocity of 1 ml/min. The detection limit for
POPs was 0.6 to 2 pg/l for sediment and 0.3 pg/l in tissue.
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Comet assay (SCGE)

The comet assay was performed in four of the five species
collected (Centropomus parallelus n = 7, Mugil cephalus
n=3_8, n=15 Oreochromis sp, Ariopsis felis n =72)
according to that described by Singh et al. (1988) with
slight modifications. An aliquot of 5 pl of whole blood was
diluted in 240 pl agarose of low melting point (37°C). The
slides were prepared using 15 pl of the cell suspension and
225 pl of agarose of low melting point in a pre-developed
layer of regular agarose to 0.5%. Subsequently the slides
were incubated in lysis buffer [(consisting of 10 mM Tris-
HCI, 2.5 M NaCl, and 100 mM EDTA, 0.2 M NaOH,
adjusted to pH 10) to which 10% DMSO and 1% Triton
X-100 were added before use]. Samples were incubated for
1 week in darkness at a temperature of 8°C. After incu-
bation, the slides were placed in an alkaline buffer (10 N
NaOH and 200 mM EDTA, adjusted to pH > 13) for
5 min to unfold the DNA. Horizontal electrophoresis was
immediately performed for 10 min at 25 V and 300 mA,
then were neutralized with Tris (0.4 M) to pH 7.5 and fixed
with ethanol. The slides were then stained with 20 pl of
ethidium bromide (0.05 mM) for observation in a fluores-
cence microscope (Nikon Eclipse E400) at a magnification
of 200x. We measured the olive tail moment [(tail mean-
head mean) * tail% DNA/100] and tail length (tail extent)
of 100 cells (50 in the sample and 50 in the reply) per
individual with a pictures software analyzer (Komet 4.0,
Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK).

Hazard quotient

A comparison of concentrations with international guide-
lines [Canadian Sediment Quality Guidelines for the pro-
tection of aquatic life (CSQG) and National Oceanic and
Atmospheric Administration-Screening quick (NOAA)] is
made by estimating hazard quotient (HQ) of each one of
the compounds recorded in the sediment according to the
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formula: HQ = C./C,, where C. is the concentration of
exposure and C, the concentration of reference (Sutter
2007).

Statistical analysis

The data are reported as the mean, standard deviation and
range. Concentrations of PCB congeners were summed to
obtain the total of these compounds (XPCB). The con-
centrations in tissues were calculated on fresh weight (fw)
and standardized by lipid content (Iw). All samples with
undetectable values of POPs were assigned half the
detection limit (0.30 pg/l), when the number of data was at
least half of the n for the variable (Naso et al. 2003).

Analysis of similarity (ANOSIM, Clarke and Warwick
2001) followed by pairwise comparisons between species
of fish and their feeding habits was used to investigate the
differences in POPs content in tissue. An “R” value close
to +1 indicates that there are clear differences in patterns
among the groups tested. A value near zero means that the
distribution of patterns is as similar among the groups as
within the groups. The significance level of “R” was cal-
culated by permutation test and was considered statistically
significant at p < 0.05. When pattern differences were
identified, the similarity percentage (SIMPER) subroutine
was used to identify which pollutants contributed the most
to the observed differences. Non-metric multi-dimensional
scaling plots (nMDS, Kruskal 1964) were constructed to
display clustering patterns among species of fish and their
feeding habits. Multivariate analysis was performed with
a nonparametric statistical software PRIMER V.6.1.11
(PRIMER-E Ltd, UK 2006; see also Baldwin and Howitt
2007, for application of statistical techniques in non-metric
analysis biomarkers of exposure and environmental
pollutants).

The differences in DNA damage (OTM and TL) were
evaluated with a Kruskal-Wallis test at a level of statistical
significance of p < 0.05, with STATISTICA Data Ana-
lyzer software (version 6, StatSoft Inc 2001).

Results and discussion
Concentrations of POPs in sediment

Of the 57 compounds evaluated, only 27 were detected in
the sediment samples (HCB, «, 5, y-HCH, DDT, DDE,
mirex and 20 PCBs congeners) collected from the study
area (Table 2). PCBs congeners detected were 52, 70, 74,
82, 87, 99, 101, 105, 110, 118, 128, 132, 138, 149, 151,
153, 156, 158, 170 and 180. Except for mirex, concentra-
tions of pollutants recorded in the samples exceeded
the values of environmental protection established by

Table 2 Concentrations of POPs (ng/g, dw) in sediment of the area
evaluated

Mean DS Range Reference
level
HCB 267.0 256.2 (33.4-756.6) 20°
o-HCH 327.3 141.6 (237.9-643.8) 6
p-HCH 43.3 15.0 (33.1-65.0) 5°
y-HCH (Lindane) 43.3 22.6 (27.5-86.4) 0.94°
DDT 64.4 30.0 (43.2-85.6) 1.42°
DDE 8.9 8.5 (3.9-18.7) 1.19°
Mirex 2.9¢ - - 7
2PCBs 22123 4666.3 (0.0-12702.6) 34.1°
2POPs 28972 46524 (482.3-13289.3) -

# NOAA (National
Screening quick)

b CSQG (Canadian Sediment Quality Guidelines for the protection of
aquatic life)

Oceanic and Atmospheric Administration

¢ The value in mirex no standard deviation or range it was only
detected in a sample

international guidelines [(CSQG) and (NOAA)]. The haz-
ard quotient (HQ) was 13.3 for HCB, 54.4 for «-HCH, 8.6
for f-HCH, 46.0 for y-HCH, 45.3 for DDT, 7.5 for DDE
and 64.8 for XPCBs, showing a high potential risk to
aquatic life in the region. In addition, these values may
underestimate the actual risk because they are calculated
according to the evaluation of each separate compound,
and does not consider possible interactions between various
pollutants assessed and those reported in other studies.

HCHs concentrations (Table 2) were detected in the
following proportions: 79% o-HCH, 10.4% p-HCH and
10.4% y-HCH, which roughly corresponds to the formula-
tion of technical HCH [«-HCH 60-70%, -HCH 5-12% and
y-HCH 10-15%] (Yim et al. 2005; CEC 2006). Lindane has
been widely used for parasite control in cattle in Mexico
(INE op cit.). Coatzacoalcos and some municipalities
located upstream (Minatitlan and Hidalgotitlan), have
considerable livestock [with 28,455, 128,930 and 312,900
cattle “heads” respectively] (INEGI 2008). Therefore there
is probably a significant contribution of the different iso-
mers of HCH through runoff into the Coatzacoalcos River
and then in downstream flow (toward the study area).

The presence of HCB and mirex in the area of Coat-
zacoalcos (Table 2) is probably also due to their use as
pesticides, flame retardants and major industrial activity in
Coatzacoalcos. Moreover HCB can also be generated as a
byproduct in the production of vinyl chloride monomer
which is produced in the region (INE-SEMARNAT op cit.;
Bozada and Bejarano op cit.)). With regard to PCBs
(Table 2) it was not possible to identify a specific source in
the region, however a source is likely to exist in the
transformer storage area in oils containing PCBs.
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The region of Coatzacoalcos is located in a malaria
endemic area; therefore, DDT was applied in large quan-
tities in campaigns to eradicate the vector for this illness. In
Mexico, DDT was applied until the year 2000 (ISAT
2002), so DDT found in the area (Table 2) is probably
residual DDT. However, the ratio DDT/DDE (7.6) suggests
a current use. This could be due to a dynamic ecosystem
and the constant dredging that is performed in the riverbed,
causing re-suspension of sediments, in addition to a pos-
sible clandestine application of DDT which has been
reported by some authors (Alegria et al. 2000).

The amount and presence of various POPs in sediment is
highly variable, due to the inherent dynamics of the river
(temperature, salinity, currents, etc.), characteristics of the
sediment type (particle size, organic matter content, etc.),
type of flora and fauna, and human activities.

POPs concentrations in fish

The concentrations of HCB, «-, -, y-HCH, DDT, DDE,
mirex and X2PCBs (52, 101, 105, 118, 138, 153) in fish
muscle samples are shown in Table 3. The highest con-
centrations recorded were those of f-HCH, «-HCH and
mirex. HCB was detected in 26% of the samples and only
in the species Mugil cephalus. The y-HCH and DDT were
recorded in 32% and 10% of the samples, respectively.
o«-HCH, -HCH, DDE, mirex and PCBs were detected in
100% of the samples. A larger number of compounds were
found in Ariopsis felis and Eugerres axillaris (7 and 6

respectively); however the highest concentrations were
found in Eugerres axillaris. According to these results the
concentrations of POPs in muscle tissue by species
decreases in the order fS-HCH > ¢-HCH > mirex >
DDE > XPCBs > y-HCH > DDT > HCB.

Figure 2a shows the organization diagram of the tissue
samples by species. There is a difference between the
concentrations of POPs in the species tested. These dif-
ferences were corroborated by the ANOSIM (Global
R = 0.34, p < 0.001). Table 4 shows the comparison of
pairs of species and pollutant contributions (in order of
importance showing at least 60% of dissimilarity) in the
degree of dissimilarity according to the SIMPER analysis.
These results show a high degree of dissimilarity
(79-99%), with the exception of Oreochromis sp and
Centropomus parallelus in which no differences were
found. The differences between the species tested are pri-
marily due to the body loads of various POPs evaluated.
Ariopsis felis recorded the highest concentrations of PCBs
and DDT. Mugil cephalus is the only species in which
HCB was detected and presented the highest concentra-
tions of DDE. Eugerres axillaris showed the highest con-
centrations of lindane and o, f-HCH. Finally, Oreochromis
sp. had the lowest body loads of POPs with regard to other
species.

The classification of the species assessed by feeding
habits included: carnivores: Centropomus parallelus,
detritivores: Mugil cephalus and Ariopsis felis, omnivores:
Oreochromis sp and Eugerres axillaris. Species with the
greater number of contaminants found were detritivores,

Table 3 Concentrations of POPs (ng/g lipid) in fish muscle of species collected in Coatzacoalcos, Veracruz

HCB «-HCH B-HCH 7-HCH DDT DDE Mirex SPCBs SPOPs
Cepa 157.8 11.2 8.4 38.6 11.4 239.4
(n=09) N.D. 252.8 20.1 N.D. N.D. 8.9 23.8 13.8 257.9
(2.1-735.5) (1.8-64.5) (1.9-26.2) (6.9-75.3) (1.8-45.7) (53.3-844.7)
Muce 72 242 17.4 282 39.7 7.9 137.7
n="7 5.7 14.7 33.2 N.D. N.D. 233 18.9 12.8 44.4
(2.7-19.4) (7.7-43.9) (1.7-91.5) (7.4-78.8) (10.7-56.6) (1.0-36.9) (65.1-211.4)
Euax 79.9 315.0 18.1 16.3 124.0 25.9 582.6
n="7 N.D. 105.8 312.8 17.8 N.D. 9.1 59.6 10.8 303.1
(4.9-300.6)  (2.3-916.8) (2.3-51.6) (3.6-27.5)  (182-218.7)  (15.6-48.0)  (139.3-1139.3)
Orsp 27.7 3.1 14.9 379 23 88.7
(n=5) N.D. 54 24 N.D. N.D. 3.0 17.4 1.8 214
(23.2-36.4) (1.0-6.9) (102-182)  (21.1-59.2) (1.0-5.5) (62.4-119.3)
Arfe 32.6 26 5.8 8.8 133 61.0 45.8 166.0
(n=3) N.D. 56 14 37 46 10.1 10.3 50.5 59.1
(26.1-362) (1.1-3.8) (3.6-10.1) (3.6-12.6) (3.6-23.7) (522-724)  (9.9-103.5)  (109.3-227.1)
All fishes 7.2 76.9 79.0 14.4 8.8 16.2 60.2 15.8 262.5
(n =31 5.7 150.1 191.6 15.8 4.6 14.4 47.4 21.0 265.4
(ND-19.4)  (2.1-7355)  (1.0-916.8) (N.D-51.6) (N.D-12.6)  (1.9-78.8) (6.9-2187)  (1.0-103.5)  (53.3-1139.3)

Values represent the mean, standard deviation and (range). Cepa: Centropomus parallelus, Muce: Mugil cephalus, Euax: Eugerres axillaris, Orsp: Oreochromis sp,

Arfe: Ariopsis felis. N.D.: non detected
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Table 4 ANOSIM for the comparison of contaminants in fish tissue by species and SIMPER analysis showing the degree of dissimilarity

Muce

Euax Orsp

Cepa
Muce  0.288 (97.2%)*

HCB, DDE, o-HCH, XPCBs
Euax  0.481 (89.5%)*

y-HCH, mirex, /-HCH, o-HCH
Orsp -
Arfe 0.495 (94.7%)*

DDT, XPCBs, a-HCH, DDE

0.517 (79.0%)*

HCB, y-HCH, p-HCH, mirex
0.241 (99.5%)*

HCB, DDE, XPCBs, mirex
0.548 (95.9%)*

DDT, £PCBs, HCB, DDE

0.406 (94.5%)*

p-HCH, y-HCH, mirex, ZPCBs
0.488 (84.9%)*

DDT, ZPCBs, -HCH, mirex

0.744 (98.2%)*
DDT, XPCBs, y-HCH, mirex

Values represent the R, (% contribution) and the contaminants that contribute to the dissimilarity

*p < 0.05

Table 5 Concentrations of POPs (ng/g lipid) in fish muscle of species collected in Coatzacoalcos, Veracruz by feeding habits

HCB o-HCH p-HCH y-HCH DDT DDE Mirex 2PCBs 2POPs

Omnivores 58.1 185.0 18.1 15.8 88.1 16.1 376.8

n=12) N.D. 79.2 269.4 17.8 N.D. 6.7 60.6 14.0 324.6
(4.9-300.6) (1.0-916.8) (2.3-51.6) (3.6-27.5) (18.2-218.7) (1.0-48.0) (62.4-1139.3)

Carnivores 157.8 11.2 8.4 38.6 114 239.4

n=9) N.D. 252.8 20.1 N.D. N.D. 8.9 23.8 13.8 257.9
(2.1-735.5) (1.8-64.5) (1.9-26.2) (6.9-75.3) (1.8-45.7) (53.3-844.7)

Detritivores 7.2 26.7 13.0 5.8 8.8 23.8 46.1 19.3 146.2

(n = 10) 5.7 12.9 28.0 3.7 4.6 20.9 19.1 31.8 47.7
(N.D.-19.4) (7.7-43.9) (1.1-91.5) (N.D.-10.1) (N.D.-12.6) (3.6-78.8) (10.7-72.4) (1.0-103.5) (65.1-227.1)

Values represent the mean, standard deviation and (range). Carnivores: Centropomus parallelus, detritivores: Mugil cephalus and Ariopsis felis, omnivores:

Oreochromis sp and Eugerres axillaris. N.D.: non detected

followed by omnivores and finally the carnivores
(Table 5). HCB and DDT were detected only in the
detritivores species. For detritivores, the contaminants
detected and their order of concentration were mirex >
o-HCH > DDE > XPCBs > -HCH > HCB > y-HCH and
DDT. In omnivores were f-HCH > mirex > o-HCH >
2PCBs > DDE > y-HCH. In the carnivores: o-HCH >
mirex > XPCBs > f-HCH > DDE.

Figure 2b shows the organization diagram by trophic
levels that demonstrates the body loads of the three groups
(carnivores, detritivores and omnivores). Although there is
some overlap, the test suggests barely differences between

them (ANOSIM global R = 0.11, p < 0.01). The results
of the ANOSIM and SIMPER analysis of comparisons
between pairs of types of feeding habits and the contri-
butions of pollutants, show that between omnivores and
detritivores (R = 0.16, p < 0.05), 60.8% of dissimilarity
is given by HCB, DDT, f -HCH and y-HCH. Among the
group of carnivores and detritivores (R = 0.13,
p < 0.05), 80.6% of dissimilarity is attributed to HCB,
DDE, «-HCH and DDT. Detritivores are the only ones
that have concentrations of HCB and DDT and in turn
have the lowest concentrations of HCHs and higher
DDE. In carnivores, highest body loads are of «-HCH.
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No significant differences were found between carnivores
and omnivores.

Analysis of species by feeding habit showed that con-
centrations of f-HCH and a-HCH were the most abundant,
consistent with that recorded by Yim et al. (2005) in other
fish species. f-HCH and o-HCH have a higher biocon-
centration factor (log BCF 2.8 and 2.5 respectively) in
aquatic animals and are more persistent than y-HCH (log
BCF 1.2) (Willett et al. 1998). In general, the sediment
samples has a higher proportion of «-HCH (79%); how-
ever, concentrations of f~-HCH and «-HCH in tissues were
similar, which may be due to a-HCH volatility (Henry’s
Law constant of 6.68 x 107° atm-cu m/mole) and degra-
dation in the environment, which can cause low persistence
(Yim op cit). Another possible explanation is that the
o-HCH is metabolized and excreted more rapidly than
f-HCH (Takazawa et al. 2005).

DDT was detected only in Ariopsis felis while DDE was
detected in all species. The highest concentrations were
recorded in detritivores fish. As mentioned, DDT was
widely used in Mexico for the control of malaria; however,
its use was eliminated due to its toxic effects. Chemical and
biological processes transform DDT into DDE and
dichlorodiphenyldichloroethane (DDD). DDE in particular
has been commonly recorded in biota (Takazawa et al. op
cit.). Therefore, it could be interpreted that the DDT to
which fish are exposed to in Coatzacoalcos is residual
DDT, and that fish in the area of Coatzacoalcos are mainly
exposed to products of degradation.

Concentrations and distribution of POPs in fish is con-
trolled by many intrinsic factors (species, sex, genetics,
developmental status, weight, length, age, health status,
metabolic rate and elimination, body lipid content, feeding
habits, etc.) as well as extrinsic factors (season, tempera-
ture and water quality) that may influence the bioconcen-
tration, bioaccumulation and biomagnification of these
compounds (Ashley et al. 2000; Yim et al. op cit.). The
differences observed between the levels of pollutants could
be explained by variability among individuals of the same
species, as well as feeding habits. The differences in

metabolic capacity and habitat characteristics between
species should also be considered (Naso et al. op cit.).
Van der Oost et al. (1996) recorded levels of «, f3, y-
HCH, PCBs, DDT and DDE in fish from industrial areas of
Amsterdam (73.5, 13.2, 18.7, 12065, 701.25, 1450 ng/g
lipid respectively). These levels are lower than those
detected in this study. Similarly Zhou and Wong (2004)
have reported levels of «, §, p-HCH for agricultural regions
of China (0.2, 4.5, <0.01 ng/g lipid respectively) which are
also lower than those recorded in fish from Coatzacoalcos.

DNA fragmentation

The species with lower DNA damage were Ariopsis felis
[OTM 2.0 (0.12-5.5) and TL 9.26 pm (3.6-17.2)] and
Centropomus parallelus [OTM 2.2 (0.6-7.3) and TL
9.4 um (2.8-21.8)] compared with Mugil cephalus [OTM
3.3 (0.01-12.6) and TL 11.6 um (1.0-35.0)] and Ore-
ochromis sp [OTM 3.5 (0.2-8.1) and TL 11.9 pm
(5.2-23.2)] exhibiting greater damage (p < 0.01) (Fig. 3a
and b). Comparison based on feeding habits (Fig. 4a and b)
showed that carnivores species had less DNA damage,
while omnivores showed greater DNA damage (p < 0.01).
This can mainly be explained by the different routes of
exposure, due to the fact that detritivores organisms are in
direct contact with contaminants attached to sediment
particles, and omnivores organisms can incorporate mul-
tiple bioavailable pollutants from various sources due to
their food preferences, which are even more limited in
carnivores organisms. It should be noted that the observed
effect on the species tested in this study is not attributable
solely to POPs exposure, but may be due to other con-
taminants in the site which were not evaluated (e.g. metals
and PAHs). The comet assay is a comprehensive tool that
allows the assessment of exposure to a mixture of geno-
toxic pollutants.

The measurement of the comet assay was carried out
through various parameters (score damage, OTM, TL,
among others) and represents one of its major disadvan-
tages in that there is no standardized way to measure and

Fig. 3 Olive tail moment (a) 4.0 7
and Tail length (b) in the (a) ) 12 |(B) I
species Ariopsis felis (Arfe), t 35 b B s =5
Centropomus parallelus (Cepa), E L;‘_'-"_il g_ @
Mugil cephalus (Muce) and E 2.0 S b
Oreochromis sp (Orsp) in the e =
area of Coatzacoalcos, L 25 g
Veracruz. Different letters @ - a 2 10
indicate significant differences = z == = 7 :
b D o ——— ———a -
p <001 20| == o B Ny
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15
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Fig. 4 Olive tail moment (a) 4.0
i i (a) (b) :
and Tail lenght (b) in the . 12 — ]
species evaluated by feeding 2 35 —— - R —
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parallelus (n = 7); detritivores: E 30 — — 1 1
Mugil cephalus and Ariopsis A= =
felis (n = 10); omnivores: © 25 g
Oreochromis sp (n = 5). @ ' a — 10
Different letters indicate 5 ool = ® .
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Feeding habits Feeding habits

report (Kumaravel et al. 2009), which limits comparison
with other studies. This paper presents the olive tail
moment (OTM) and tail length (TL) data because they
have shown to be the most useful parameters for assessing
DNA damage. Russo et al. (2004) conducted a study which
compared the DNA damage in fish from a site contami-
nated with a mixture of genotoxic compounds (Rio Sarno,
TL ~ 8 um) and a reference site (Lake Astroni,
TL =~ 3 um). DNA damage levels recorded in the Coat-
zacoalcos River fish (TL = 10.4 + 1.3 pm) are similar or
higher than those reported by these authors.

DNA damage recorded in the fish species of the lower
basin of the Coatzacoalcos River is evidence of genotoxic
pollutant exposure. This may reflect the degree of envi-
ronmental stress of aquatic organisms in the region. This is
particularly important because the DNA damage is pro-
duced in both somatic and germ cells. If not repaired, or if
repaired insufficiently, the damage will be reflected in both
the health of the organism and in its reproduction (Jha op
cit.). Consequently, this could lead to long-term adverse
effects on other organizational levels, which should be
evaluated in further studies in the region.

Conclusions

The results of this study show the importance of deter-
mining the presence of contaminants in the environment,
its bioaccumulation in tissues and its effects on organisms
exposed, through an integrated approach in assessing the
effects of pollution on the environment.

The quantity and presence of various POPs in sediments
found in the region are variable due to the inherent dynamics
of the river. The concentrations of POPs in sediment exceed
the levels established by international guidelines (CSQG and
NOAA), representing a risk to aquatic organisms in the
region of Coatzacoalcos, Veracruz.

It was shown that fish collected in the lower Coatza-
coalcos River basin are exposed to POPs. All species
assessed provide a source of food for the human

population, and for other wildlife species; therefore, the
consumption of these fish species could represent an
important route of exposure to POPs.

This study provides baseline data on the status of POPs
pollution in the region of Coatzacoalcos, Veracruz. Given
the magnitude of the exposure to POPs and other pollu-
tants, further studies are needed for different organisms and
in different environments. Further studies should particu-
larly focus on the assessment of sublethal effects at the
individual level and at different levels of biological orga-
nization caused by exposure to a mixture of pollutants, to
monitor the health of biota in the region and to propose
regulation measures and the control of discharges.
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ANEXO 1

Caracteristicas fisicoquimicas de los contaminantes organicos persistentes

Para entender el comportamiento de algunos contaminantes en el ambiente
es necesario conocer aquellas caracteristicas fisicoquimicas que podrian influir en
los mecanismos de transporte y persistencia en €l ambiente, para asi poder inferir
las rutas de exposicion de los receptores (Cuadro 1). De forma general con estas
caracteristicas es posible inferir cierto comportamiento de estos compuestos, tales
como volatilidad (presion de vapor y constante de la ley de Henry), persistencia en

el ambiente (Koc), factibilidad de bioacumularse en cadena alimentaria (Kow).

A continuacion se enlistan y describen de forma general y breve cada una
de estas caracteristicas:

1. Presion de vapor: es una medida de volatilidad de una sustancia quimica y
es determinante de la velocidad de volatilizacion al aire desde suelo o
cuerpos de agua. Aquellos compuestos quimicos con una presion de vapor

mayor a 1.0 x 10 mm Hg tienen un alto potencial de volatilizarse.

2. Constante de la Ley de Henry: con ella se puede conocer la tendencia de
un contaminante a volatilizarse del agua o suelo. Cuando el contaminante
tiene un alto valor de la constante (> 1 x 10-3 atm™/ mol) nos indica que

tiene un potencial elevado para volatilizarse del suelo.

3. Solubilidad en agua: Cuando el contaminante tiene una baja solubilidad (10
3.10®) en agua, este puede tener afinidad por el suelo y sedimentos, y por

consiguiente podra acumularse en ellos.
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4. Koc

(Log coeficiente de adsorcion): esta medida nos puede indicar la

tendencia de un compuesto organico a ser adsorbido por suelos o

sedimentos. Si el Ky es alto (>5) el compuesto podra adsorberse a suelo,

sedimento, materia organica y biota.

5. Kow (LOg coeficiente de particion octanol-agua): Proporciona un valor de

polaridad de un compuesto, que es utilizado para determinar si este puede

distribuirse en tejido de grasa animal. Los plaguicidas con un Kg, (>5)

pueden acumularse en tejido graso y bioacumularse a lo largo de la cadena

alimenticia.

Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los COP’s registrados en sedimento y

tejido en Coatzacoalcos, Ver.

Caracteristica HCB a-HCH B-HCH y-HCH DDT DDE Mirex PCB’s
4.06
1.09 x 45x 3.6 x 4.2 x 1.6 x 60X 4 147 x10™*-
Presion de 10° 10° 107 10° 107 10° 6.7 x
mm Hg 3
vapor mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg mmHg 2 25°C 107 mm
a20°C a25°C a20°C a20°C a20°C a25°C Hg a
25°C
Propiedades que 5.8 x 6.86 x 4.5x 3.5x 8.3 x 21x 5.16 x 102.219_; 5
determinan  los oo oo 10* 10° 107 10° 10° 10° 10* < 10°
mecanismos  de atm’/ atm’™ atm’/ atm’/ atm®  atm¥  atm?¥ 3
ley de Henry atm™/
transporte mol a mol a mol a mol a mol a mol a mol a mol a
ambiental 20°C 25°C 20°C 20°C 20°C 20°C 25°C 25°C
0.006 10 0025 012 060 2%
Solubilidad en : / / 5mg/L 7 mg/L . / '/ '/ 0.42
agua mg/La  mg/a a28°C a25°C mglba mgla mgla mg/L a
20°C 25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
3.59-
Koc 6.08 3.57 3.57 3.0 5.18 4.7 3.76
Kow 5.73 3.8 3.78 3.73 6.91 6.51 5.28 4.7-5.6
Bioacumulacién 3200-
FBC 26-121 850 1100 1460 50000
7300
4.2- 4.2-
417-
1250 12.5 125 45 dias
. dias dias .
dl_as (aire) (aire) (aire)
@) sase 100 62107 034 16 034- 2l
Persistencia Vida Media oy dias : dias 1.14 dias 1.14
anos (suelo) dias (suelo) afios (agua) afos (agua)
(agua) (suelo) 1.14
>3.4 (agua) (agua) afios
= 1.1-34 >3.4
anos - = (suelo)
(suelo) afios afios
(suelo) (suelo)

Koc: Log coeficiente de adsorcion; Koy: Log coeficiente de particién octanol-agua: FBC Factor de bioconcentracion.

Fuentes: ATSDR 1995, 2000, 2002a, 2002b, 2005
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ANEXO 2

Métodos para andlisis de biomarcadores de exposicion

METODO DE CUANTIFICACION DE COP’S EN SEDIMENTO Y TEJIDO

Extraccién en sedimento

El proceso de extraccion del sedimento se realiza por horno de microondas
(CEM-MARS X) de acuerdo a los métodos 8081A y 8270C de la USEPA (1996a,
b) con ligeras modificaciones. Se coloca un gramo de muestra en vasos de teflon y
se afiaden 14 mL de diclorometano, las condiciones del horno son temperatura de
120°C, 140psi de presion en un tiempo de 60 minutos. Después de la extraccion
las muestras se evaporan hasta un volumen de 0.2 mL con una corriente de
nitrogeno en un evaporador a 37°C; durante el proceso las muestras se re-
suspenden a 2 mL con hexano. Finalmente, el extracto se pasa por una columna
de fluorisil eluyendo con dietileter (6%) para su limpieza. El extracto se concentra
a un volumen de 1 mL mediante una corriente de nitrogeno. El endrin-C,3 y el PCB
14-C,3 deben ser utilizados como estandares internos y adicionarse a todas las
muestras. Se utiliza ademas un estandar de referencia certificado (EC-2 “A Lake
Ontario Blended Sediment for Toxic Organics”) del National Water Research

Institiute de Canada.

Extraccion en tejido

El método de extraccion de COP’s en tejido se basa en el método

desarrollado y validado por Jensen et al., (2003), el cual se divide en tres etapas:
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1) extraccion de los lipidos del tejido; 2) extraccion de los analitos de los lipidos y

3) limpieza de la muestra.

Extraccion de los lipidos del tejido.

Se pesan 10 gramos de la muestra que son colocados en un embudo de
vidrio, con filtro de vidrio (embudo de separacion de fondo plano No. 1). Se
adiciona el estandar interno (PCB-141) y se procede a la primera extraccion
liquido-liquido adicionando 25 mL de isopropanol y 10 mL de dietileter. Enseguida
la muestra se muele durante 1 minuto y se deja reposar otro minuto.
Posteriormente se abre la llave de paso del embudo No.1 y el solvente es
colectado en un segundo embudo (de vidrio sin filtro) que contiene 50 mL de
H3PO,40.1 M disuelto en NaCl al 0.9 %. Se realiza una segunda extraccion liquido-
liquido del embudo No.1 adicionando 10 mL de isopropanol y 25 mL de una
mezcla de hexano:dietileter (9:1), moler nuevamente por un minuto y reposar por
otro minuto. El solvente es colectado en el embudo No. 2. Una tercera extraccion
se lleva a cabo afiadiendo al embudo No. 1, 25 mL de hexano:dietileter (9:1),
agitando con varilla de vidrio durante un minuto y dejar reposar por otro minuto
mas. Finalmente se permite que el solvente baje al embudo No. 2. El embudo No.
2 se agita suavemente durante un minuto y se deja reposar hasta obtener dos
fases: la organica (superior) y la acuosa (inferior). La fase acuosa se transfiere a
un vaso de precipitado. La fase organica se colecta en un vaso de precipitado de
100 mL, previamente pesado. La fase acuosa se transfiere de nueva cuenta al
embudo No. 2 para realizar una segunda extraccion con 10 mL de una mezcla de
hexano:dietileter (9:1). Se agita suavemente y se deja reposar hasta obtener las
dos fases. Se vuelve a descartar la fase acuosa (inferior) y nuevamente se colecta
la fase organica (superior) al vaso de precipitado que contiene el material obtenido

en la primera extraccion.

Para determinar la cantidad de lipidos, se deja evaporar el solvente del

vaso de precipitado que contiene las fases organicas (el vaso puede dejarse toda
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la noche en una campana de extraccion y al dia siguiente, si aun no se evapora el
solvente, puede colocarse en bafio de agua a 37°C por periodos de 30 min hasta
alcanzar un peso constante). Cuando el solvente se ha evaporado se determina

entonces el peso y por diferencia de pesos se obtiene el peso de los lipidos.

Extracciéon de los analitos de los lipidos

Los lipidos se disuelven con 1 mL de hexano y son transferidos a un tubo
de ensaye (tubo No. 1). El vaso donde estaban los lipidos se lava tres veces con
hexano empleando 0.5 mL cada vez. Los lavados son transferidos al tubo No. 1. Al
final se ajusta el volumen de hexano hasta tener una proporciébn de 1 mL de
solvente por cada 100 mg de lipidos. Adicionar al tubo de ensaye, el mismo
volumen de H,SO, concentrado que se haya adicionado de hexano y mezclar por
inversion durante 2 minutos. Centrifugar a 3,000 rpm por 5 minutos. La fase
organica (superior) se transfiere a un segundo tubo. La fase acida (inferior) se lava
con 3 mL de hexano, se agita por inversion durante dos minutos y se centrifuga a
3,000 rpm durante 5 minutos. La fase organica es transferida al segundo tubo. Las
fases organicas colectadas en el segundo tubo son evaporadas hasta
aproximadamente 0.5 mL empleando corriente de nitrégeno y calentamiento

(37°C) para posteriormente realizar la limpieza.

Limpieza de la muestra.

Primero se realiza la activacion de la silica-gel, por lo que se coloca en una
estufa a 280°C durante 24h, se deja enfriar a temperatura ambiente, se transfiere
a un frasco de vidrio ambar y se coloca en un desecador para conservar la silica
activada. Esta debe usarse por un periodo de no mas de 7 dias. Posteriormente se
preparan las columnas de la siguiente manera: en una pipeta Pasteur de punta

larga se coloca un tapén de lana de vidrio silanizada, se agrega 0.1 g de una
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mezcla de SiO,act:KOH 1M (2:1), 0.9 g de una mezcla de SiO2act:H,SO, conc.
(2:1) y 0.1 g de sulfato de sodio anhidro. Para finalizar se realiza la limpieza de la
muestra, para lo cual la columna se acondiciona con 8 mL de una mezcla de DCM
(diclorometano):hexano (3:1). Se adiciona el extracto obtenido del segundo tubo y
los analitos se eluyen con 8 mL de una mezcla de DCM:hexano (3:1). Se realiza
un cambio de solvente de DCM a hexano por medio de una corriente suave de
nitrogeno a 37°C en un evaporador y la muestra se concentra a 100 uL y se

transfiere a un vial para su posterior analisis cromatografico.

Andlisis cromatografico

El método cromatografico para las muestras de sedimento y tejido, se lleva
a cabo de acuerdo a lo reportado por Trejo-Acevedo et al. (2009). Una vez
realizada la extraccion correspondiente, 1uL del extracto es inyectado en un
cromatdgrafo de gases (HP 6890) acoplado a un espectrofotdmetro de masas (HP
5973) con una columna HP5-MS (60 m x 0.25 mm ID; 0.25-pum film thickness). El
programa de temperaturas que se utiliza es: 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 es 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 para sedimento y de 0.3 pg/L en
tejido.

Referencias
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ANEXO 3

Caracteristicas generales de las especies colectadas

Clase: Actinopterygii
Orden: Siluriformes

An?g:'?g“s Familia: Ariidae

9 Género: Ariopsis
Especie: felis

Talla maxima 30 cm

Ambiente Demersal

Importancia Altamente comercial

Biologia Especie marina que penetra en aguas
salobres y rios, tolera amplios rangos de
salinidad y temperaturas de 30°- 35° C.
Detritivoro: se alimenta generalmente de
detritus y materia orgénica.

Fuentes: Garcia y Alcocer 1989; Avise et al., 1987.

Centropomus parallelus

Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Centropomidae

(Chucumite) Género: Centropomus
Especie: parallelus
Talla maxima 37 cm
Ambiente Demersal
Importancia Pesquera comercial y deportiva
Habita aguas costeras, estuarios y
lagunas, penetrando hasta agua
dulce, prefiere aguas poco
. . salobres. Se encuentra fondos
Biologia .
suaves poco profundos. Carnivoro:
se alimenta principalmente de
crustdceos benténicos, peces vy
moluscos.
Fuente: Rivas, 1986; INP, 2006.
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Eugerres axillaris

(Mojarra rayada)

Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Gerreidae
Género: Eugerres
Especie: axillaris

Talla maxima 19 cm

Ambiente Demersal

Importancia Pesca subsistencia
Habita aguas costeras y lagunas,
prefiere las partes bajas arenosas.

: . Omnivoro: se alimenta de

Biologia N .
pequefios invertebrados
benténicos, algas y de pequefos
peces.

Fuente: Deckert y Greenfield, 1987.

Mugil cephalus

Clase: Actinopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Mugilidae

(Lisa) Género: Mugil
Especie: cephalus
Talla maxima 30-40cm

Ambiente

Bentopelagico, rango de profundidad 0-120 m.

Importancia

Pesquera comercial y deportiva

Biologia

Especie costera que entra a menudo en
estuarios y rios. Tolera grandes variaciones
de salinidad, desde aguas hipersalinas hasta
aguas dulces. Se encuentra en fondos con
arena o fango. La reproduccién se realiza en
el invierno. Detritivoro: se alimenta
principalmente de detritus y ocasionalmente
de organismos bentoénicos.

Fuente:

INP, 2006
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Clase: Actinopterigios
Orden: Perciformes
Familia: Cichlidae

Oreochromis sp

Tilapia i .

(Tilapia) Geénero: Oreochromis

Talla maxima 45 cm

Ambiente Bentopelagico, rango de profundidad: - 5 m.

Importancia Altamente comercial
Especie tolerante a bajas temperaturas y
amplio rango de salinidad. Se desarrolla en
temperaturas de 8° a 30° C. Se reproducen

Bioloaia en aguas dulces y salobres. Omnivoro: se

g alimenta generalmente de fitoplancton vy

zooplancton, los organismos juveniles
ocasionalmente se alimentan de copépodos
y cladéceros.

Fuente: Zurres y Lin, 1992.
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ANEXO 4

ENSAYO COMETA

Metodologia para evaluar biomarcadores de efecto genotoxico en peces

El método se basa en la observaciéon de células individuales (linfocitos y
eritrocitos) con la finalidad de evaluar la fragmentaciéon y migracion del ADN,
ocasionado por el rompimiento del material genético debido a la exposicién a
contaminantes genotoxicos. Basicamente, el método consiste en: 1) obtener las
células, 2) fijarlas con agarosa en un portaobjetos, 3) someterlas a una solucién de
lisis con la finalidad de romper la membrana celular, 4) desenrollar el ADN en una
solucién amortiguadora, 5) realizar una electroforesis, y 6) determinacion de dafio
al material genético.

MATERIAL Y EQUIPO NECESARIO

Equipo

Estufa.

Bafio.

Cémara de electroforesis.
Fuente de poder.
Refrigerador.

Microscopio equipado con luz fluorescente y
software “COMET".
Potenciémetro.

Cuarto frié.

Lampara de luz amarilla.
Agitador.

Bascula.

Microondas.

Vortex.

Cronometro.

Placa con agitador
Campana de extraccion.

Materiales

Pipetas seroldgicas.
Micropipetas.

Vasos de precipitado.
Probetas

Portaobjetos esmerilados.
Cubreobijetos.

Tubos conicos.

Puntas para micropipetas.
Tubos eppendorf

Coplin.

Charolas

Papel filtro Watman.
Papel aluminio.

Papel adsorbente.
Tijeras.

Gasa.

Pipetas Pasteur.
Chupones.

Frascos para bafio.
Vacutainer.

Guantes.

Botes para depositar puntas.
Lapiz del No 2 y sharping.
Masking Tape.

Moscas

Porta-laminillas

Parafilm

Pinzas

Cubrebocas

Reactivos

Hidréxido de sodio perlas (NaOH)
Dimethylsulfoxide (DMSO)

EDTA

Alcohol anhidro

Acido clorhidrico (HCI)

Agua desionizada

Bromuro de etidio

Cloruro de Sodio

Tritén X-100

Trisma Base

Agarosa de bajo punto de fusién (LMPA)

Agarosa regular (NMA)
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PREPARACION DE REACTIVOS

Preparacion de agarosa reqular al 1%

Se pesa un 0.25g de agarosa y se disuelve en 25 ml de agua desionizada. Para
ayudar a disolverse se utiliza microondas a una temperatura de 30°C por 10 o 7 segundos
y se agita; de esta manera se procede de forma repetitiva hasta que se disuelva
completamente. La agarosa se vierte en un frasco y se coloca en un bafio que debera

tener una temperatura de 50°C.

Para preparar la agarosa al 0.6% se pesan 0.075g de agarosa y se disuelven en 12.5ml de

agua desionizada.

El rango debe de ser de 0.6-1%.

Precauciones y recomendaciones
» Laagarosa no debe hervir, si esto sucede, se prepara de nuevo.

» Se debe de cuidar que la agarosa este bien disuelta y que no haya residuos en
suspension por lo que debera tener una tonalidad completamente transparente. Si

esto no sucede se debera preparar de nuevo
» Sibaja latemperatura y la agarosa se solidifica se debe de preparar de nuevo.

» De preferencia la agarosa no debe almacenarse para usarse en otros ensayos
posteriores.
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Preparacion de la solucion de lisis

Se pesa: 146.1 g de NaCl (2.5M), 1.2 g de Trisma base (10mM), 8 g de NaOH
(0.2M) y 37.2 g de EDTA (100mM) para disolverse en 890 mL de agua desionizada. En
una placa se coloca un vaso de precipitado de 1L y se agrega agua desionizada cuidando
no utilizar todo el volumen. Los reactivos se agregan en el siguiente orden: 1) NacCl, 2)
Trisma base y 3) de forma alternada el NaOH y el EDTA. Cuando los reactivos estan
disueltos, se mide el pH, el cual debera tener un valor de 10. Con una pipeta Pasteur se
debera de agregar gota a gota una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) para elevar los
valores de pH; en el caso que los valores de excedan el valor de 10, se debera de agregar
acido clorhidrico (HCI) para ajustar los valores de pH. Se le agregan 100 ml de DMSO
(10%) y 10 ml de Tritdbn 100 X (1%). La solucién se afora en un matraz de 1L y se filtra
posteriormente con papel Watman para su almacenaje en un frasco ambar debidamente
etiquetado. La solucion debera de almacenarse en el cuarto frio a 4C por lo menos durante

1 hr para antes de ser utilizada.

Precauciones y recomendaciones

» Es importante aplicar de forma alternada el NaOH y el EDTA, asi como el uso de

mosca para facilitar disolverse.

» La solucion debera de permanecer fria para su utilizacion.

Preparacion de la solucién para electroforesis

Se pesa 200g de hidréxido de sodio (NaOH, 10N) para disolverse en 500 ml de
agua desionizada. La solucion se debera de preparar en una campana de extraccion y con
la ayuda de un bafo. Las perlas de hidroxido de sodio (NaOH) se deberan de agregar de
forma paulatina en un vaso de precipitado con agua desionizada hasta disolverse. La
solucion puede prepararse con la ayuda de una placa con agitador. La solucién se afora

en un matraz de 500 ml y se filtra posteriormente con papel watman para su almacenaje

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI
PROGRAMA MULTIDISCIPLINARIO DE POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

92



APLICACION DE UNA METODOLOGIA DE EVALUA(;ION DE RIESGO ECOLOGICO EN FAUNA
ACUATICA DE COATZACOALCOS, VERACRUZ

en un frasco ambar debidamente etiquetado. La solucion debera de almacenarse en el

cuarto frio.

Posteriormente se pesa 3.72g de EDTA (200mM) para disolverse en 50 ml de agua
desionizada. Se deberan de agregar de forma paulatina el EDTA en un vaso de
precipitado con agua desionizada hasta disolverse. La solucién puede prepararse con la
ayuda de una placa con agitador. Cuando el reactivo este disuelto, se mide el pH, el cual
debera tener un valor de 10. Con una pipeta Pasteur se deberd de agregar gota a gota
una solucién de hidroxido de sodio (NaOH) para elevar los valores de pH. En el caso que
los valores excedan el valor de 10, se debera de aplicar acido clorhidrico (HCI) para
ajustar los valores de pH. La solucibn se afora en un matraz de 50ml y se filtra
posteriormente con papel Watman para su almacenaje en un frasco ambar debidamente

etiquetado. La solucion debera de almacenarse en el cuarto frio y protegerse de la luz.

Finalmente la solucion amortiguadora para electroforesis se prepara con: 48 ml
de hidroxido de sodio (NaOH, 10N), 8 ml de EDTA (200mM) y 1544 de agua desionizada.
Posterior a la mezcla, se mide el pH, el cual deberéa tener un valor de 13 o mayor. Con una
pipeta Pasteur se deberd de agregar gota a gota una solucion de hidréxido de sodio
(NaOH) para elevar los valores de pH. En el caso que los valores de excedan el valor de
10, se debera de aplicar acido clorhidrico (HCI) para ajustar los valores de pH. La solucion
se afora en un vaso de precipitado de 2000 ml y se filtra posteriormente con papel
Watman para su almacenaje en un frasco ambar debidamente etiquetado. La solucion

debera de almacenarse en el cuarto frio.

Precauciones y recomendaciones
» La solucion debera de permanecer fria para su utilizacion.

= Se puede utilizar las soluciones de hidroxido de sodio (NaOH, 10N) y de EDTA

(200mM) para preparar posteriores soluciones de electroforesis
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Preparacion de la Trisma

Se pesa 12.12g de Trisma base (0.4M) para disolverse en 250 ml de agua desionizada. El
Trisma se deberd de agregar de forma paulatina en un vaso de precipitado con agua
desionizada hasta disolverse. Posterior a la mezcla, se mide el pH, el cual debera tener un
valor de 7.5, de lo contrario se procedera al ajuste de este. La solucién puede prepararse
con la ayuda de una placa con agitador. La solucién se afora en un matraz de 250 ml y se
filtra posteriormente con papel Watman para su almacenaje en un frasco ambar

debidamente etiquetado. La solucion debera de almacenarse en el cuarto frio.

Precauciones y recomendaciones

» La solucion debera de permanecer fria para su utilizacion.

Preparacion de solucion de lisis en el coplin

En el coplin se agrega 50 ml de la solucion de lisis previamente preparada. La
solucion vierte al coplin con una probeta. El coplin deberd de almacenarse en el cuarto frié

por lo menos una hora antes de su uso.

Precauciones y recomendaciones

» Las laminillas deberan de permanecer por lo menos una hora en el coplin antes

de pasar a la electroforesis.

» El tiempo de duracion de las laminillas en el coplin no debe de exceder 2 semanas

de almacenaje.
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Preparacion de agarosa de bajo punto de fusiéon al 0.5%

Se pesa un 0.125¢g de agarosa y se disuelve en 25 ml de agua desionizada. Para
ayudar a disolverse se utiliza microondas a una temperatura de 30°C por 10 o 7 segundos
y se agita; de esta manera se procede de forma repetitiva hasta que se disuelva
completamente. La agarosa se vierte en un frasco y se coloca en un bafio que debera

tener una temperatura de 37°C.

Para preparar la agarosa al 0.6% se pesan 0.075g de agarosa y se disuelven en 12.5ml de

agua desionizada.

Precauciones y recomendaciones
» Laagarosa no debe hervir, si esto sucede, se prepara de nuevo.

» Se debe de cuidar que la agarosa este bien disuelta y que no haya residuos en
suspensién por lo que debera tener una tonalidad completamente transparente. Si

esto no sucede se debera preparar de nuevo
» Sibaja latemperaturay la agarosa se solidifica se debe de preparar de nuevo.

» De preferencia la agarosa no debe almacenarse para usarse en otros ensayos

posteriores.

PREPARACION DE CAMAS

Se colocan las laminillas a utilizar con el esmerilado hacia arriba en un vaso de
precipitado con alcohol anhidro, se tapan con parafilm y se dejan por un tiempo de 15
minutos. Mientras el tiempo transcurre se cortan trozos de gasa en forma de cuadros. Se

preparan con aluminio las charolas donde se colocaran las laminillas. Las laminillas se
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toman con una pinza por el lado esmerilado y se limpian con la gasa. Posteriormente se

colocan en la charola y se rotulan por la parte esmerilada.

A la laminilla se le colocan 150 pl de agarosa regular. La agarosa se distribuye con
la ayuda de la punta del dedo por toda la laminilla. Las laminillas con la cama de agarosa
se colocan en las charolas y se secan en el horno una temperatura de 65-70°C. Una vez
que estén bien secas y frias las laminillas pueden ser almacenadas en cajas porta-

laminillas.

Precauciones y recomendaciones
» Se debera de utilizar guantes en este procedimiento.

» Se debera de tener las manos limpias para la distribucién de la agarosa en la

laminilla.

» Se debera de tener cuidado de no pasar muchas veces el dedo en la laminilla, lo

que podria causar una cama irregular.

= Las laminillas se deben de utilizar antes de 2 semanas, de lo contrario se

desechan.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ENSAYO

Se obtiene la sangre del individuo en un vacutainer y se coloca en un agitador. Se

colocan los tubos eppendorf debidamente etiquetados en placas de Unicel.

Se toman 5 pl de sangre con la micropipeta y de colocan en el fondo del tubo eppendorf
correspondiente, después se colocan 240 ul de agarosa de bajo punto de fusion y se
homogeniza con el vortex, de esta mezcla se toman 15 pl y se mezclan en un tubo
eppendorf nuevo con 225 pl de agarosa de bajo punto de fusién. Finalmente de esta
altima mezcla, se toman 75 pl y se colocan sobre la cama en la laminilla correspondiente,

enseguida se coloca un cubreobjetos.
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Las laminillas se colocan en la charola para llevarse a refrigeracién por 5 minutos.
Transcurrido el tiempo se retira de forma delicada el cubreobjetos de la laminilla y se le
agrega 75 pl u 80 ul de agarosa de bajo punto de fusion Se coloca un nuevo cubreobjetos

y se pone en la charola para llevarse a refrigeracion por 5 minutos.

Transcurrido el tiempo, se retira de forma cuidadosa el cubreobjetos y se desecha. Las

laminillas se colocan en pares en el coplin con la solucion de lisis.

Precauciones y recomendaciones

» La sangre tiene una viabilidad para su uso en el ensayo de 3 horas

aproximadamente.

= Se debera de tener cuidado al colocar mezcla de sangre con agarosa en la laminilla

para no formar burbujas.

= Se debera de tener cuidado al colocar mezcla de no tocar la cama de agarosa en
la laminilla con la punta de la pipeta.

= Se debera de tener cuidado de colocar espalda con espalda las laminillas para

evitar el dafio de las muestras.

» Las laminillas deberan de tener por lo menos una hora en la solucion de lisis en

el coplin antes de realizar la electroforesis.

» Las laminillas se deben de sacar del coplin antes de 2 semanas, de lo contrario se

pierde la muestra.

ELECTROFORESIS

En el cuarto frio, se coloca la camara de electroforesis, asegurandose de que esté
centrada por la burbuja indicadora, de lo contrario se ajusta de las patas hasta la posicion

adecuada. Después, la camara se conecta a la fuente de poder de acuerdo con el color y
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la polaridad de los cables (rojo-positivo, negro-negativo). El trabajo hasta este momento se
realiza en completa oscuridad y sélo con ayuda de la ldmpara de luz amarilla, con la

finalidad de no danar el DNA con la luz.

Se coloca la solucion de electroforesis en la camara, hasta la plataforma por ambos
lados, sin que la solucion se junte. Después se colocan las laminillas en la camara (se
colocan o muestras o repeticiones) con pinzas por la parte esmerilada y asegurandose
que este en la direccion correcta. Colocadas las laminillas se vierte la solucion de
electroforesis hasta cubrir las laminillas, asegurandose que no queden burbujas. Las
laminillas se quedan en la solucién de electroforesis por 5 minutos. Mientras transcurre el

tiempo se configuran los parametros de la fuente de poder a 25 V, 300 A y 10 minutos.

Transcurrido el tiempo de las laminillas, en la solucion de electroforesis, se coloca la
tapa y se prende la fuente de poder con los parametros configurados previamente. Se
observa unos segundos la formacion de espuma y un valor constante de 300 A lo que
indica que la electroforesis se esta llevando a cabo correctamente. Si el valor de 300 A
baja, se deberd de colocar mas solucién de electroforesis por un costado de la cAmara
hasta obtener el valor deseado. Después se coloca la placa metélica que cubre la caAmara.

Transcurrido el tiempo el Voltaje marca E y se puede apagar la fuente, para quitar la tapa

Las laminillas se sacan con las pinzas y se secan por debajo con papel. Las
laminillas se colocan en la charola de lavados y se les pone Trisma (aproximadamente 1
pipeta Pasteur por muestra) y se dejan reposar 5 minutos; transcurrido el tiempo el
procedimiento se repite. Después se escurren y se les aplica alcohol anhidro
(aproximadamente 1 pipeta Pasteur por muestra) y se dejan reposar 5 minutos;
transcurrido el tiempo el procedimiento se repite. Finalmente las laminillas se escurren y
son colocadas en un coplin con alcohol anhidro por otros 5 minuto, terminado el tiempo se
sacan y se limpian por debajo con papel, al secarse se guardan en una caja porta-

laminillas.
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Precauciones y recomendaciones
= Se debe de asegurar de enjugar las pinzas antes de tomar otra laminilla.

» Se debe de asegurar colocar por la parte posterior la laminilla, de lo contrario se

perderd la muestra.

» Se debera de tener cuidado de colocar espalda con espalda las laminillas para

evitar el dafo de las muestras.

» Se debe de asegurar la direccién correcta para la realizacion de la electroforesis.

LECTURA Y ANALISIS DE DATOS

Se enciende el regulador, el CPU, el monitor, la lampara de mercurio y el
microscopio. Se ajusta y se centra el microscopio. Finalizando la calibracion se abre el
programa Komet v4.0. Posteriormente se toma una laminilla y se le coloca 25ul de
bromuro de etidio (0.05mM) y un cubreobjetos. Se enfoca con el objetivo de 20X hasta ver
de forma adecuada el campo. Después se procede a la lectura con la técnica circular o en
zig-zag. En el software Komet v4.0 se pulsa “experiment” y se le asignan 2 ID (Muestras),

después se pulsa “Live”. El programa contabiliza 100 células (50 muestra y 50 duplicado).
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