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RESUMEN

En la evaluacion integrada de riesgo se evalia de manera simultanea diferentes
componentes del ecosistema. Esta metodologia esta basada en biomarcadores de exposicion y
de efecto y se enfoca a los escenarios reales que se presentan en un sitio contaminado, tales
como: presencia de mezclas de contaminantes, diferentes componentes ambientales, varias
rutas de exposicion y principalmente, el impacto simultaneo sobre los diversos receptores
(humanos y otros). El objetivo del presente trabajo fue establecer e implementar una
metodologia para evaluar riesgo ecologico en fauna terrestre para sitios contaminados, bajo el
contexto del disefio e implementacion de la metodologia integrada de riesgos. Aplicando ésta
metodologia en el sitio minero de Villa de la Paz se registraron altas concentraciones de
metales y fragmentacion del ADN en nifios y roedores silvestres. Los resultados obtenidos
sirvieron para recabar evidencias de peso del riesgo a la salud de poblacion infantil y roedores
por exposicion a metales. Por otro lado, utilizando modelos de simulacion probabilistica
(Monte Carlo) fue posible establecer las dosis de exposicion a arsénico en nifios y Dipodomys
merriami a través de la ingesta accidental de suelo y se observé un patron similar de
fragmentacion del ADN en ambos receptores. Con base en lo anterior se postuld a D. merriami
como biomonitor en sitios mineros con caracteristicas similares a Villa de la Paz. También, se
evaluaron las comunidades de roedores silvestres durante cinco salidas de campo de
Septiembre de 2005 a Marzo de 2007. Se capturaron en total 77 roedores, 43 en el sitio de
referencia y 34 en el sitio contaminado. En ambos sitios Dipodomys merriami y Chaetodipus
nelsoni fueron las especies més abundantes. Se registro mayor diversidad en la comunidad de
roedores del sitio de referencia. Esto representa una evidencia mas, del riesgo que existe en
Villa de la Paz, San Luis Potosi. Se implement6 esta metodologia en Coatzacoalcos, Veracruz,
¢éste es un sitio industrial con caracteristicas bidticas y abioticas completamente diferentes a
Villa de la Paz. El Rio Coatzacoalcos es considerado por diferentes autores como uno de los
mas contaminados de México, ya que se han registrado diferentes grupos de contaminantes
(COPs, HAPs, COVs, HTPs, Metales). En este trabajo se evaluaron receptores del sistema
terrestre (lombrices de tierra e iguanas). Se utilizaron biomarcadores de exposicion a
Contaminantes Organicos Persistentes (COPs) y el ensayo cometa como biomarcador de
efecto. Las concentraciones de COPs en suelo superan los niveles de seguridad establecidos

por las normas internacionales. En lombrices capturadas en Coatzacoalcos se registrd6 mayor
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fragmentacion del ADN con respecto a lombrices adquiridas comercialmente. En iguanas se
demostrd exposicion a COPs en diferentes tejidos (musculo, higado y adiposo), la ingesta de
carne de iguana podria representar una importante ruta de exposicion a COPs en la poblacion
rural de la region. Los resultados obtenidos son evidencias del impacto ambiental en el que se

encuentra la fauna silvestre en la region de Coatzacoalcos, Veracruz.
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La evaluacion del riesgo es un proceso que tiene como objetivo asignar valores,
magnitudes y probabilidades a los efectos adversos de la contaminacion sobre los seres vivos.
En consecuencia, este proceso se puede utilizar para definir si un sitio contaminado merece o
no ser intervenido (Diaz-Barriga, 1999). Con ello se puede establecer el grado de
contaminacion presente en un sitio genera efectos nocivos; entre mayor sea el riesgo de que la
contaminacion afecte a los seres vivos, mayor serd la necesidad de instrumentar programas de
restauracion. Por razones practicas, las metodologias de evaluacion de riesgo para salud
humana y para biota (riesgo ecologico) se han desarrollado de manera independiente; sin
embargo, paulatinamente se ha reconocido cada vez mas la exigencia de establecer mejores
niveles de proteccion tanto al ser humano como a los otros componentes del ambiente; por
ello, surgio la necesidad de disefar una metodologia de evaluacion integrada de riesgo que
incluya tanto a la poblacion humana, como a los otros componentes del ecosistema en un sélo
proceso (Torres et al., 2005; Ilizaliturri et al., en revisién). En muchos casos, la contaminacion
ambiental afecta mas a los organismos no humanos (debido a una mayor exposicion) e incluso
éstos resultan ser los mas sensibles a los efectos negativos (Suter, 1993; Aylward et al., 1996;
Espinosa-Reyes et al., en revision a;b). Por lo anterior, se generd una metodologia de
evaluacion integrada de riesgo, en la cual se evaliia de manera simultanea a diferentes
componentes del ecosistema. Esta metodologia se enfoca a los escenarios reales que se
presentan en un sitio contaminado, tales como: la presencia de mezclas de contaminantes,
diferentes compartimientos o componentes ambientales, varias rutas de exposicion y

principalmente, el impacto simultaneo sobre los diversos receptores (humanos y otros).

Esta metodologia esta disefiada para poder ser implementada en cualquier sitio
contaminado. De acuerdo con Suter et al., (2003) existen diferentes tipos de integracion: a)
exposicion, b) efectos, ¢) multiples sustancias quimicas y agentes peligrosos, d) Multiples
rutas de exposicion, e) Multiples escalas espaciales y temporales, f) Ciclo de vida de los
productos. En el presente trabajo de investigacion la integracion de la informacion se realizod
con base en el andlisis de biomarcadores de exposicion y de efecto, principalmente en Villa de

la Paz, San Luis Potosi.
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Extrapolacion de efectos en diferentes niveles de organizacion biologica
Collier (2003) menciona que uno de los principales objetivos de los toxicologos

ambientales es establecer vinculos de causalidad entre la exposicion a una sustancia o
sustancias toxicas, y los consiguientes efectos bioldgicos. El mismo autor menciona que en el
laboratorio, donde los investigadores estudian las relaciones entre la exposicion a un niimero
limitado de sustancias toxicas y alteraciones en un numero limitado de variables, tales vinculos
pueden ser examinados exhaustiva y minuciosamente. Las réplicas de laboratorio y los
estudios de las diferentes dosis-respuesta definitivamente permiten al investigador establecer
vinculos de causalidad entre exposicion y efecto. Sin embargo, cuando esos vinculos se
quieren registrar en los ecosistemas naturales, existen muchos otros factores capaces de
interferir con nuestra capacidad para poder establecer afirmaciones definitivas respecto a la
causalidad entre exposicion y efectos. Entre estos factores confundentes se incluyen: la
presencia de mezcla de contaminantes en distintas matrices ambientales, estresores
ambientales (naturales y antropdgenos) que no tienen relacion con la contaminacion (ej.
cambio de uso de suelo, competencia, enfermedades, presiones de depredacion, disponibilidad
de alimento, refugios, etc.) y por supuesto la alta variabilidad biologica intrinseca en todos los

componentes de los ecosistemas naturales.

De acuerdo con Odum (1971) un ecosistema incluye a la comunidad de un area, que
acttia en reciprocidad con el medio fisico, a través de una corriente de energia. Se reconocen
diferentes niveles de organizacion biologica jerarquica (genes — células — 6rganos —
organismos — poblaciones — comunidades — ecosistemas — paisaje). Una de los corolarios de
este concepto de niveles de organizacion es que los efectos que se den a un nivel pueden
propagarse a otros niveles. Sin embargo, si se detectan reacciones en niveles de organizacion
inferiores no significa necesariamente que éstas se veran reflejadas en niveles superiores de
organizacion (van den Brink et al., 2008). Actualmente, existen herramientas de simulacion
mediante las cuales se podria llegar a realizar una extrapolacion de efectos a niveles superiores
de organizacion bioldgica (ej. RAMAS Ecotoxicology of Applied Biomathematics). Sin
embargo, a pesar de que se ha progresado en el desarrollo y validacién de biomarcadores de
exposicion y efecto, como base para el entendimiento de las interacciones de contaminantes y

organismos (en el sistema acuatico, principalmente), aiin existe mucha incertidumbre respecto
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a la validez y relevancia ecologica de la extrapolacion de esas respuestas a diferentes niveles
de organizacion bioldgica. Hyne y Maher, (2003) mencionan que actualmente el papel que
tienen los biomarcadores en la evaluacion de riesgo ecoldgico, es fundamentalmente utilizada
para proveer lineas de evidencia que pueden ser usadas para demostrar una probable relacion
entre las respuestas moleculares, bioquimicas e histologicas y los efectos adversos en

poblaciones naturales evaluadas en estudios de campo.

Dentro del contexto del disefio y evaluacion de la metodologia integrada de riesgos que
se propone en el presente trabajo de investigacion, se encauso en el riesgo ecoldgico en fauna
terrestre. El riesgo ecoldgico es la probabilidad de que se presenten efectos adversos en la
biota, ocasionados por contaminantes, sobre los diferentes niveles de organizacion bioldgica.

Es importante mencionar que los desastres denominados naturales, como huracanes,
erupciones volcanicas, tornados, etc. también representan un riesgo ecoldgico; sin embargo
este tipo de fendmenos en su naturaleza no pueden ser controlados por el ser humano, mientras
que los disturbios de origen antropdgeno si se pueden prevenir, mitigar o solucionar.

En un escenario ecologico, la evaluacion de riesgo debe considerar las expresiones
actuales y futuras de efectos ecologicos adversos en condiciones de campo. En este contexto,
los organismos de vida silvestre pueden ser utilizados como biomonitores; ya que es posible
obtener datos sobre exposicion y efecto en un ambiente contaminado, los cuales se pueden
regular y registrar sistematicamente para ser analizados con la finalidad de identificar peligros
potenciales para el ecosistema y en particular para los seres humanos. La fauna silvestre puede
ser utilizada para revelar la presencia de contaminacién ambiental. Ademas, en la biota se
puede evaluar la biodisponibilidad del o los contaminantes presentes en un sitio establecido o
en un componente ambiental determinado. Los organismos silvestres pueden reflejar la
exposicion a diferentes rutas, incluyendo la transferencia a través de la cadena alimentaria,
sobre todo cuando se encuentran cronicamente expuestos. Asi también, los efectos observados
pueden ser el reflejo de la exposicion a mezclas de contaminantes de un sitio especifico. En
resumen, los organismos de vida silvestre representan un buen modelo para realizar estudios
de exposicion y efecto a diferentes contaminantes ambientales o a mezclas de contaminantes,
por lo que pueden dar una idea real del riesgo en que se pueden encontrar los organismos en su

habitat natural o en sitios potencialmente contaminados.



oRs Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
f 1 Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

La evaluacion de riesgo ecolodgico es un instrumento que proporciona elementos de
juicio adecuados para la toma de decisiones, una vez que se demuestra el efecto en un receptor
ecologico.

A diferencia de otros estudios que se han realizado en fauna terrestre (Clark, 1979;
Talmage y Walton, 1991; Hontelez et al., 1992; Macnair et al., 2000; Torres et al., 2001;
Ieradi et al., 2003; Sumbera et al., 2003; Swiergosz-Kowalewska et al., 2005; Reynolds et al.,
2006; Jasso et al., 2007), donde evaltan un solo nivel de organizacion bioldgica, este estudio
reuni6 evidencias de riesgo a diferentes niveles (molecular, individuo, poblacion y comunidad)

y/o considero varios taxones. Por lo cual representa mayor relevancia ecologica.

Objetivo general

e Establecer e implementar una metodologia para evaluar riesgo ecoldgico en fauna
terrestre para sitios contaminados, bajo el contexto del disefio e implementacion de la

metodologia integrada de riesgos.

Objetivos particulares
e Determinar los grupos animales que funcionardn como biomonitores, en sitios
contaminados con diferentes sustancias toxicas en sistemas terrestres.
e Establecer biomarcadores de exposicion y de efecto en las especies seleccionadas.
e Estandarizar los métodos de laboratorio para analizar los biomarcadores elegidos.

e Evaluar el estado de los individuos, poblaciones y comunidades de las especies

seleccionadas en el sitio de estudio.

e Integrar los efectos biologicos desde nivel molecular hasta el de comunidad.

En la Figura 1 se muestra el disefio de la metodologia de evaluacion de riesgo

ecolodgico para fauna terrestre.
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Figura 1.- Modelo conceptual de la metodologia de riesgo ecoldgico para fauna terrestre.

de Efecto Bidticos

PROBLEMATICA GENERAL DE LOS SITIOS DE ESTUDIO

Se seleccionaron dos sitios para la implementacion de esta metodologia; el primero fue
Villa de La Paz, un municipio situado al norte del estado de San Luis Potosi. Este es un sitio
minero en el cual ya se ha demostrado que existe contaminacion por metales pesados y
arsénico (Razo et al., 2004; Jasso et al., 2007). El segundo sitio de estudio fue Coatzacoalcos
en el sureste del estado de Veracruz. En este lugar se encuentran algunos de los complejos
industriales mas grandes de México, ademas, el rio Coatzacoalcos es considerado por algunos

autores como el mas contaminado de nuestro pais (Challenger, 1998).
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Fuentes de contaminacion y contaminantes presentes en los sitios de estudio

Villa de la Paz, San Luis Potosi

La mineria es una de las actividades industriales mas importantes a nivel mundial. Se
estima que en el mundo hay por lo menos 10,000 industrias mineras y mas de 20,000 sitios
mineros, plantas de procesamiento y fundidoras. (UNEP, 2000) A nivel mundial, México es un
importante productor de metales (Ag, Au, Cu, Pb, Sn, Zn) y metaloides (As), por lo tanto, la
mineria es una actividad economica muy importante (SE, 2004; INEGI, 2007; SGM, 2007).
Sin embargo, los procesos mineros estan considerados como una actividad de alto impacto
ambiental, porque son fuentes importantes de metales y metaloides que contribuyen
significativamente a la contaminacion del suelo, sedimentos, agua y aire. (Nriagu y Pacyna,
1988; Madhavan y Subramanian, 2000; UNEP, 2000)

Villa de la Paz es un sitio minero que tiene aproximadamente 200 afios (M. Monroy F.,
comentario personal) de actividad. De acuerdo con la monografia minera del estado de San
Luis Potosi, en el municipio de Villa de La Paz existen tres minas de las cuales se extraen Ag,
Au, Cu, Pb y Zn (Andénimo, 1992). Ademas, en dos de las minas existe arsenopirita. Esta
actividad minera ha generado una gran cantidad de residuos, los cuales se han depositado a
cielo abierto, por lo que representan un riesgo para la salud humana y la biota.

En época de lluvia, el material es transportado por escorrentias superficiales hasta un
arroyo intermitente (Arroyo de la Paz), el cual, a su vez, transporta el residuo minero mas de
15 km cuesta abajo, hasta que se introduce al subsuelo a través de fracturas geoldgicas. En la
época seca, el sedimento del arroyo y el material del depdsito son transportados por el viento a
zonas agricolas y areas urbanas vecinas. Es importante hacer notar que la region minera de
Villa de la Paz, también afecta al municipio de Matehuala, ciudad de aproximadamente 80 mil
habitantes ubicada a 10 km cuesta abajo del depdsito minero (Razo et al., 2004).

En cualquier sitio minero son dos las principales fuentes de contaminantes: el proceso
primario de tratamiento de metales y la generacion de residuos mineros (jales). De acuerdo con
Razo et al., (2004) las principales fuentes de contaminacion en la region son: presas de jales
(residuos del proceso primario del tratamiento de metales y metaloides) historicas y activas,
terreros (residuos de roca), emisiones atmosféricas de antiguas plantas de fundicion y
depositos histéricos de escorias de fundicién. En un sitio minero, las principales rutas de

exposicion pueden ser el material particulado en el aire y las escorrentias; el suelo
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contaminado (por el polvo generado desde la mina, por el material proveniente de los jales o
por la deposicion del material particulado del aire); el polvo contaminado; e inclusive,
dependiendo del area geografica, la contaminacion de cuerpos de agua por la escorrentia desde
los jales o desde los suelos contaminados. Por lo tanto, las zonas mineras son consideradas
sitios potencialmente peligrosos.

La explotacion y beneficio de los recursos minerales, histéricamente no controlados
(desde un punto de vista ambiental), en el distrito minero de Villa de la Paz, ha provocado que
se presente una extensa contaminacion de suelos y sedimentos por arsénico y metales pesados
(Pb, Zn, Cu) en el area de Villa de la Paz-Matehuala, S.L.P. Los analisis quimicos de muestras
de suelo registraron concentraciones en los intervalos de 19 a 17,384 mg/Kg de arsénico, 15 a
7,200 mg/Kg de cobre, 31 a 3,450 mg/Kg de plomo y 26 a 6,270 mg/Kg de zinc, mientras que
en sedimentos de arroyos y de tanques de almacenamiento de agua pluvial las concentraciones
encontradas varian de 20 a 28,600 mg/Kg de arsénico, 50 a 2,160 mg/Kg de plomo, 50 a 3,630
mg/Kg de cobre, y 110 a 5,940 mg/Kg de zinc (Razo et al., 2004).

Coatzacoalcos, Veracruz

Coatzacoalcos es una de las principales zonas industriales de México. En este
municipio se localizan varios de los complejos petroquimicos mas importantes del pais. Las
principales empresas paraestatales y del sector privado, que cuentan con instalaciones para la
produccion, almacenamiento y distribucion en la zona industrial de Coatzacoalcos son: las
filiales de Pemex-Petroquimica (Petroquimica Cangrejera, S. A. de C. V.; Petroquimica
Morelos, S. A. de C. V. y Petroquimica Pajaritos, S. A. de C. V.); Pemex-Refinacion que
posee la terminal maritima y el centro embarcador terrestre, que son instalaciones relevantes
para la exportacion de crudo y petroquimicos y para el suministro de hidrocarburos y
petroquimicos al mercado interno, respectivamente; Pemex-Gas y Petroquimica Bdasica que
operan una terminal refrigerada para el almacenamiento de sus productos; Agronitrogenados,
S.A. y A. W. Troy, S.A. que producen y comercializan productos agroquimicos; Cloro de
Tehuantepec, S.A. e Industrias Quimicas del Istmo, S.A. que elaboran cloro y sosa caustica, y
un grupo de empresas dedicadas a la produccion y distribucion de productos quimicos y
petroquimicos, entre las que destacan Celanese Mexicana, S.A., Industrias Cydsa-Bayer, S.A.,

Grupo Idesa, Resirene, S.A. y Productos Quimicos Coin, S.A., y por ultimo Sales del Istmo,
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S.A. que produce sal para consumo doméstico e industrial (CECODES, 1988; Andnimo,

2006).

Challenger (1998) menciona que en México la industria petroquimica ha ocasionado
dafios ecoldgicos irreversibles en diferentes ecosistemas (humedales, lagos, lagunas, etc.).
Ejemplo de ello son las costas de Tabasco y la cuenca del Coatzacoalcos en Veracruz, con
altos niveles de solventes, grasas, aceites, fenoles, compuestos azufrados, nitrogeno, mercurio
y plomo. En Coatzacoalcos se han registrado diversas sustancias toxicas como los
Contaminantes Organicos Persistentes (COP) (Stringer et al., 2001), Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAP), Compuestos Orgéanicos Volatiles (COV) (Riojas-Rodriguez et
al., 2008) Compuestos Bromados (Blake, 2005), Dioxinas (Petrlink y DiGangi, 2005) y
Metales, (Stringer et al., 2001, Vazquez-Botello, 2004; Rosales y Carranza, 2005) en
diferentes matrices ambientales y biologicas. Por otro lado, ademas de la actividad industrial,
se han registrado otros compuestos toxicos, como el Diclorodifeniltricloroetano (DDT) y sus
metabolitos y otros plaguicidas para controlar los vectores de enfermedades humanas,

principalmente el paludismo.

Tanto en Villa de la Paz como en Coatzacoalcos se han registrado contaminantes que
tienen la capacidad de provocar dafios al ADN (genotoxicidad). En Villa de la Paz hay
arsénico y cadmio cuyo efecto genotdxico esta bien demostrado (ATSDR, 1999; 2004; 2005a),
mientras que en plomo atin existe controversia (ATSDR, 2004; Ramsdorf et al., en prensa). En
Coatzacoalcos se han registrado varios contaminantes con potencial genotoxico tales como el
DDT (ATSDR, 2002), Hexaclorociclohexano (HCH) (ATSDR, 2005b) y algunos congéneres
de Bifenilos Policlorados (PCBs) (ATSDR, 2000; Pérez-Maldonado et al., 2005). Por lo tanto,
se eligi6 la fragmentacion de ADN medida por medio del ensayo cometa (ver abajo) como
biomarcador de dafio al ADN, ya que es sensible a concentraciones bajas de contaminantes. La
técnica se ha aplicado en especies de fauna silvestre, es posible realizarla en condiciones de
campo. Al ser un biomarcador inespecifico es tutil para evaluar mezclas de contaminantes, en
algunos casos se ha demostrado causalidad con niveles de organizacion bioldgica superiores

(Lee y Steiner, 2003).
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Dano al ADN

El genoma es el conjunto de genes que contiene la informacion genética necesaria de
un individuo o de una especie, dicha informacion est4 codificada en moléculas de ADN (Acido
Desoxirribonucleico). Estas moléculas constituyen las estructuras fisicas llamadas
cromosomas. Los componentes basicos del ADN bases nitrogenadas (adenina, citosina,
guanina, timina) y azlcares (desoxirribosa) estdn sujetos a sufrir alteraciones provocadas por
compuestos toxicos, tales como COPs, HAPs y Metales (Albert, 2004). El uso del ensayo
cometa también llamado “alkaline single cell-gel electrophoresis™ facilita la estimacion del
dafio al ADN, inducido por la exposicién a contaminantes presentes en el ambiente (Rajaguru
et al., 2003). El nivel de fragmentacion del ADN ha sido propuesto como un indicador muy
sensible de genotoxicidad, asi como un método eficaz para realizar monitoreos ambientales
(Shugart, 1990; Balpaeme et al., 1996; Lebailly et al., 1997). El ensayo cometa se caracteriza
por ser un método sensible, rapido, simple, barato y aplicable a diversos tipos de células
eucariotas (Mckelvey-Martin et al., 1993). El método propuesto por Singh et al., (1988) bajo
condiciones alcalinas de electroforesis y lisis (pH> 13) permite el analisis de migracion del
ADN debido a la rotura de una sola hebra del ADN vy sitios alcali-labiles (Speit y Hartmann,
1999). El ensayo cometa se utiliza ampliamente para detectar en las células individuales, el
dano al ADN causado por exposicion in vitro o in vivo de agentes genotoxicos (Fairbairn et

al., 1995; Rojas et al., 1999; Tice et al., 2000).

Importancia bioldgica de las especies animales seleccionadas

En ambos sitios se seleccionaron especies con base en los criterios mencionados en el
Anexo 1.

En Villa de la Paz se seleccionaron roedores silvestres.

Roedores

Los roedores son un grupo fundamental en el equilibrio dinamico de las zonas
semiaridas del Altiplano Potosino-Zacatecano; forman parte esencial de la cadena alimentaria
de estos ecosistemas y también tienen un papel importante en la dispersion de semillas;
ademas, favorecen la formacion de manchones de vegetacion lefiosa, mismos que confieren

mayor diversidad a las comunidades vegetales y animales (Espinosa-Reyes, 2005); por lo
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tanto, al afectarse las poblaciones y comunidades de roedores, necesariamente se afectan otras
especies animales y vegetales. Las caracteristicas e historia de vida de los roedores favorecen
su uso como biomonitores, ya que tienen una distribucion geografica amplia, areas de
actividad pequefias (Reynolds, 1958). La mayoria de las especies viven en madrigueras (de 40
a 80 cm de profundidad), por lo cual presentan un alto potencial de exposicion debido a la
ingesta accidental de suelo y polvo. Los roedores son relativamente faciles de capturar. Tienen
un periodo de vida relativamente corto, por lo tanto, se postula que sus poblaciones responden
rapidamente a la presencia de nuevos estresores, como por ejemplo la contaminacion

antropdgena.

En Coatzacoalcos se seleccionaron roedores, lombrices de tierra, cangrejos e iguanas.

Lombrices de tierra

La importancia ecoldgica de las lombrices de tierra radica en que son organismos
descomponedores (importantes en los ciclos biogeoquimicos) y por ello, tienen un papel
primordial en la adicién de nutrimentos al suelo (favorece la disponibilidad de nitrégeno,
fosforo y azufre), mismos que pueden ser aprovechados por las especies vegetales (Reines et
al., 1998; Legall, 2006); también son un eslabon importante en la cadena trofica,
principalmente para algunas especies de aves y se ha demostrado que las lombrices pueden
acumular concentraciones importantes de metales (Sanchez-Hernandez, 2006). Las lombrices
se encuentran en muchos tipos de suelo y son vulnerables a los impactos que ocurren en el
suelo, su talla pequena representa una ventaja para su manejo, su distribucion es ubicua en los
horizontes edaficos con detritus, son faciles de capturar, tienen estrecho contacto con el suelo,
presentan un ciclo de vida corto -favoreciendo asi el estudio de varias generaciones-
(Ogunseitan, 2002). En ecologia se llama edafon a la biota especifica del suelo, en especial a
los descomponedores (Odum, 1971). La parte fundamental del edaféon consiste en
microorganismos procarioticos, hongos y pequefios animales, tales como las lombrices. Por su
actividad biologica el suelo alcanza muchos de los rasgos de su composicion e incluso de su
estructura; y por la actividad metabolica del edafon el suelo es la sede de procesos
fundamentales para los ciclos biogeoquimicos, que los mantienen a disposicion de la vida.

Los contaminantes organicos persistentes tienen la capacidad de bioacumularse y

biomagnificarse a lo largo de la cadena trofica, y los animales que forman parte del nivel de
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descomponedores o detritivoros son muy importantes para el funcionamiento de un
ecosistema, por lo tanto, si los animales que forman parte del edafon son afectados por

contaminantes se puede manifestar en la salud de todo el ecosistema.

Cangrejos

Los cangrejos violinistas son ubicuos en todas las regiones tropicales y templadas del
mundo. El género mas representativo es Uca. Los cangrejos miden de 2.5 a 3.0 cm de longitud
y se caracterizan por que los machos presentan una enorme quela (pinza) que puede constituir
hasta la mitad de su peso corporal (Backwell et al., 2007). En los ecosistemas de humedal son
una especie muy importante ecoldégicamente, ya que juegan un papel primordial en la
descomposicion de la materia organica y la adicion de nutrimentos al suelo. Debido a que son
una especie que construye sus galerias a la orilla de los rios o lagunas, pasan una parte de su
vida en la superficie terrestre y cuando la marea sube se resguardan en sus madrigueras (= 30
cm. de profundidad) quedando debajo del agua. Se alimentan principalmente de detritus, por lo
que son excelentes organismos filtradores, capaces de acumular una gran cantidad de

contaminantes.

Iguanas

Existen diferentes especies de iguanas, sin embargo las mas comunes en la region de
Coatzacoalcos son la iguana verde (lguana iguana) y la iguana negra (Ctenosaura spp.); La
distribucion de ambas va desde el sur de México hasta Sudamérica, son especies herbivoras,
sin embargo las crias de iguana negra se alimentan de pequefos insectos y crustaceos durante
sus primeras semanas en su vida adulta son 100% herbivoras, como las iguanas verdes. De
acuerdo con Lara-Lopez y Gonzéalez-Romero, (2002) la dieta de la iguana verde esta
compuesta de la siguiente manera: hojas (57.36%); flores (24.15%) y los frutos (3.43%). La
caza comercial continua y la deforestacion, son las dos causas principales de la declinacion de
las iguanas en su habitat. En México se encuentran enlistadas en el PROY-NOM-059-
SEMARNAT-2008. En el sur de México (Leon y Montiel, 2008), en Centroamérica (FAO,
1997) y en algunas partes de Sudamérica la iguana es una de las especies silvestres mas
consumidas. La FAO (1997) menciona que las iguanas han sido fuente de proteinas para los

humanos desde hace mas de 7000 afios. Muchos de los habitantes rurales de Centroamérica
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dependen todavia de la iguana como fuente de proteinas. La carne y los huevos de iguana son
considerados como afrodisiacos en numerosas regiones. Debido a que son parte fundamental
de la dieta en comunidades rurales, el consumo de carne puede ser una potencial ruta de
exposicion a contaminantes organicos persistentes. Ademads, por ser una especie arboricola
puede ser utilizada para monitorear de manera indirecta la calidad del aire de algunos
contaminantes organicos volatiles (COVs) y semi-volatiles como el DDT y sus metabolitos,

asi como algunos congéneres de PCBs.
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RESUMEN

Los métodos para evaluar el riesgo en salud en general se basan en el monitoreo
ambiental y en la estimacion de la exposicion a través de modelos matematicos. La
incertidumbre de tal estrategia es grande. En consecuencia, para incrementar la certidumbre
sobre la evaluacion de la exposicion a los contaminantes, se ha propuesto el empleo de
biomarcadores. No obstante, la complejidad de los nuevos escenarios de riesgo obliga a
evaluar no solamente a las poblaciones humanas sino también al resto de la biota. Asimismo,
factores ambientales, sociales y de salud, al afectar la vulnerabilidad, también deben ser
considerados para la caracterizacion del riesgo. Estos factores de vulnerabilidad pueden
evaluarse a través de indicadores. Al final, con los analisis ambientales, el uso de
biomarcadores y el manejo de indicadores ambientales, sociales y de salud, puede evaluarse el
riesgo de manera integrada (humanos y biota). En esta revision se presentan las diversas
estrategias empleadas para evaluar el riesgo en sitios contaminados, comunidades marginadas

y en areas afectadas por el cambio global climatico.
Palabras Clave: Riesgo, Vulnerabilidad, Contaminacion

ABSTRACT

The most popular methods for risk assessment are based in environmental analysis and
the use of mathematical models for the calculation of exposure doses. However, the
uncertainty of this approach is high as the models are based on scenarios that may be not the
correct ones. In order to decrease the uncertainty, the use of biomarkers has been proposed.
Furthermore, considering the complexity of pollution in some sites, these biomarkers can be
use, both in humans and biota in order to obtain better information for the definition of risks in
those sites. In addition to biomarkers, social, health and environmental indicators have to be
applied for risk characterization as different factors of vulnerability can modify the extent of
health risks in some communities. At the end, with environmental monitoring and the use of
biomarkers and indicators of vulnerability, we can assess health risks in humans and biota
(integrated risk assessment) in different scenarios. In this paper we present the strategies that
our group developed for the study of hazardous waste sites, vulnerable communities and areas

impacted by climate change.
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Resumo

Os métodos para avaliagao de risco a saude t€ém como base, em geral, 0 monitoramento
ambiental e a estimativa da exposi¢ao através de modelos matematicos. A incerteza de tal
estratégia ¢ grande. Em conseqiiéncia, para se aumentar a certeza sobre a avaliacdo da
exposi¢ao aos contaminantes, propde-se o uso de biomarcadores. Entretanto, a complexidade
dos novos cenarios de risco obriga a que ndo somente se avalie as populagdes humanas como
também ao resto da biota. Assim mesmo, fatores ambientais, sociais e de saude, ao afetar a
vulnerabilidade, também devem ser considerados para a caracterizagao do risco de maneira
integrada (humanos e biota). Com esta visdo, apresentaremos as diversas estratégias que temos
utilizado para avaliar o risco em locais contaminados, comunidades marginalizadas e em areas

afetadas pelas mudangas climaticas globais.
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INTRODUCCION

En el campo de la salud ambiental, el término riesgo significa la probabilidad de que un
efecto no deseado ocurra como resultado de la exposicion a un agente estresante (toxico,
xenobiotico, contaminante, etc). En este contexto, el proceso de evaluacion del riesgo se
transforma en materia de salud publica y adquiere relevancia. No obstante ello, la evaluacion
del riesgo no siempre se materializa ya que lograrla implica contar con informacion de tres
factores: 1) la fuente del agente estresante (por ejemplo, la fuente de contaminacion); ii) el
medio por el cual el agente estresante entra en contacto con la poblacion receptora; y iii) la
poblacion receptora. Para que exista un riesgo, la poblacion debe entrar en contacto con el
toxico, es decir, debe haber exposicion. Sin embargo, para que ocurra un efecto bioldgico que
puede o no terminar en un dafio a la salud, normalmente el contacto no es suficiente, sino que

se requiere de la entrada del toxico al organismo del ser vivo expuesto.

En los sitios contaminados es comun que la problematica ambiental involucre multiples
factores estresantes y varios medios impactados. Por lo tanto, no resulta extrafio que los
tomadores de decision requieran simplificar la complejidad a fin de ordenar, guiar, o disefiar,
medidas de intervencion que reduzcan los riesgos identificados. En este contexto surgen las
metodologias que tienen precisamente como objetivo, la identificacion de los riesgos y la
determinacion de las magnitudes de los riesgos identificados. En esta revision del tema se
presenta el estado del arte de las metodologias para la evaluacion de los riesgos en salud con la

idea de discutir su utilidad en los paises de la region de América Latina.

ESCENARIOS QUE REQUIEREN LA EVALUACION DE RIESGOS

Como ya se sefialo, los riesgos en salud se generan por una exposicion a agentes
estresantes. En general, éstos pueden ser quimicos (sustancias quimicas contaminantes del
ambiente, farmacos, productos industriales, etc), fisicos (radiacion), o bioldgicos
(microorganismos patogenos). Donde dichos toxicos se encuentren presentes, habra la
necesidad de realizar una evaluacion de riesgos. Sin embargo, desde ahora es importante tomar

en cuenta dos factores: 1) la concentracion del contaminante y ii) la temporalidad de la
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exposicion. Esto es, la exposicion a un agente estresante no basta para que exista un efecto en
salud, para que ello ocurra, el agente debe alcanzar su concentracion toxica. Sin embargo, debe
considerarse que la concentracion toxica puede ser muy baja si la exposicion ocurre en una
etapa de vulnerabilidad bioldgica, como pueden ser las etapas embrionaria, fetal o neonatal
(IPCS, 2006). Es asi entonces, que normalmente las poblaciones receptoras que merecen

nuestra atencion son las mujeres embarazadas, los infantes y los nifios.

Ahora bien, en un enfoque mas novedoso, el concepto de poblaciones receptoras debe
expandirse al resto de la biota; asi, en un enfoque de vida silvestre habria que considerar etapas
criticas (etapas larvarias, huevos, crias, etc.). En tanto, en un enfoque bajo el concepto de
paisaje, debemos tomar en cuenta ecosistemas fragiles o perturbados; y finalmente, en un

enfoque ecosistémico, habria que tomar en cuenta la calidad de los recursos.

En este contexto, la presente revision se enfocara en: i) las metodologias tradicionales
de evaluacién de riesgos en salud que normalmente se aplican en sitios contaminados por
residuos peligrosos; ii) las metodologias de evaluacion de riesgos sanitarios que pueden
aplicarse en escenarios de alta marginacion social; iii) las novedosas metodologias de
evaluacion integrada de los riesgos en salud para sitios de alta complejidad quimica; y iv) un
nueva propuesta metodologica para evaluar sitios climaticos, estos son, sitios donde la

exposicion a factores estresantes se incrementa por el cambio global climatico.

EVALUACION DE RIESGOS EN SALUD

La necesidad de realizar una evaluacion de riesgos en salud en sitios contaminados,
bajo una metodologia cientifica, surge en el siglo pasado alrededor de los afios 80s, cuando en
Estados Unidos se crean leyes y reglamentos para estudiar areas impactadas por elementos
toxicos. Entonces, tanto la Agencia de Proteccion Ambiental de aquél pais -EPA por sus siglas
en inglés- (EPA, 2004), como la Agencia para las Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades -ATSDR por sus siglas en inglés- (ATSDR, 2008) generaron opciones
metodologicas. Estas opciones parten de una amplia evaluacion ambiental (cuantificando

toxicos en los medios involucrados en las rutas de exposicion) para después, mediante
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definicion de escenarios de exposicion y tratamiento probabilistico de la informacion (por
ejemplo, modelos aleatorios de simulacion Montecarlo), generar estimados cuantitativos de
riesgo. Estas metodologias son ttiles pero en mayor o menor grado se enfrentan a

incertidumbres, siendo una de las mayores la incertidumbre de la exposicion.

El no definir el riesgo de manera adecuada puede implicar el gasto innecesario de
recursos econdmicos en la limpieza de un sitio. En América Latina, ante la pobreza, la
educacion insuficiente, la falta de empleos adecuados bien remunerados, y ante otras muchas
carencias sociales, la cuestion ambiental no es prioridad. Es decir, no podemos arriesgarnos a
erogar recursos econémicos en limpieza de sitios solo por una mala definicion de riesgo. Es asi
que la Organizacion Panamericana de la Salud (Diaz-Barriga, 1999), encabez6 un analisis
critico de las metodologias existentes para mejorarlas disminuyendo su incertidumbre. Como
resultado, se propuso el uso de biomarcadores de exposicion y de biomarcadores de efecto.
Los primeros implican el monitoreo de las sustancias toxicas o de sus metabolitos en fluidos
bioldgicos o tejidos del individuo supuestamente expuesto. Por ejemplo, no basta en esta
metodologia, muestrear plomo en suelo sino que también deberia realizarse un analisis de
plomo en sangre, lo cual certificaria la absorcion del compuesto. Por otra parte, el empleo de
biomarcadores de dafio o de efecto, representan el hecho de que el toxico ya absorbido ha
comenzado a afectar la funcion celular. Ejemplos de estos biomarcadores de efecto o de dafio
son: la actividad de enzimas -como las colinesterasas en pacientes expuestos a insecticidas
organofosforados- (Joshaghani et al., 2007); la apoptosis -como en nifios expuestos al DDT-
(Pérez-Maldonado et al., 2004) y; la disminucion del coeficiente intelectual como en nifios
expuestos a plomo (Garcia-Vargas et al., 2001; Canfield et al., 2003).

La evaluacion de riesgos en salud se emplea principalmente en sitios contaminados. En
México, los sitios peligrosos contaminados con sustancias toxicas pueden clasificarse en sitios
mineros, regiones agricolas, zonas industriales, campos petroleros, depdsitos de residuos o
basura, cuerpos de agua contaminados, y areas afectadas por contaminacion natural -
yacimientos, volcanes, incendios, etc- (Diaz-Barriga, 1996). Como puede analizarse, la
situacion en México, quiza con algunas modificaciones puntuales, es similar a lo que ocurre en
otras Naciones Latinoamericanas. En consecuencia, en la Region nos enfrentamos a un

problema de salud publica, dado que muchos son los sitios peligrosos donde potencialmente
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existen riesgos en salud y entonces debe haber una guia de como evaluarlos. En nuestra
experiencia hemos tenido un gran éxito al aplicar los biomarcadores de exposicion y de efecto

en las metodologias de riesgo. Veamos algunos ejemplos.

En una zona urbana contaminada con arsénico y plomo por una metalirgica’
demostramos exposicion infantil midiendo plomo en sangre y arsénico en orina (Diaz-Barriga
et al., 1993a; Calderén et al., 2001; Carrizales et al., 2006); también registramos dafo
neuropsicoldgico asociado al arsénico (Calderdn et al., 2001) y utilizando modelajes pudimos
definir las rutas de exposicion (Carrizales et al., 2006). Con los estudios la empresa actud y
ahora los niveles de plomo en sangre y arsénico en orina en los nifios son menores a los de
hace 20 afios (Carrizales et al., 2006). Este tipo de trabajo lo hemos utilizado en otras zonas
metalargicas, en una de ellas pudimos evaluar el riesgo retrospectivo utilizando modelaje y
valores de plomo en sangre (Diaz-Barriga et al., 1997a), en tanto en otra, las investigaciones

fueron la base de la restauracion de un pasivo ambiental (Hicks et al., 2006).

La contaminacién natural de acuiferos por flior es un problema de varios paises en
América Latina, destacan sin embargo, los casos de Argentina o de México. Solamente en la
Repuiblica Mexicana mas de seis millones de individuos viven en areas donde el agua potable
tiene valores altos de este elemento (Diaz-Barriga et al., 1997¢). Sefialar que el fluor puede
representar un riesgo no es facil, ya que este elemento ha sido ampliamente utilizado por la
comunidad médica dental para la proteccion contra la caries; en consecuencia, definir su
toxicidad ha implicado realizar estudios de efectos en salud. Nuestro grupo en una ciudad
afectada por este elemento, demostro la exposicion infantil a través de la cuantificacion del
flaor en orina (Grimaldo et al.,1995), el dafio por fluorosis dental (Grimaldo et al.,1995),
fluorosis esquelética (Calderdn et al., 1995), dafio reproductivo (Ortiz-Pérez et al., 2003) y
alteraciones neuropsicoldgicas (Rocha-Amador et al., 2007) y por supuesto la contaminacion
en rutas de exposicion y la estimacion del riesgo -flior en agua, fluor en bebidas, fltor en sal,
etc.-(Grimaldo et al., 1997; Diaz-Barriga et al., 1997b). Como resultado, en dicha ciudad todas
las embotelladoras tienen ya sistemas de potabilizacion (como dsmosis inversa) y con base en
los datos, investigadores de nuestro grupo han propuesto reformas a la normativa para flior en

agua potable, este cambio aparecera para su revision en la proxima modificacion de las normas
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mexicanas para agua potable. Pero quiza la prueba mas grande de que los biomarcadores
funcionan es un estudio de exposicion que efectuamos entre trabajadores de un confinamiento
para residuos industriales (Gonsebatt et al.,1995; Diaz-Barriga et al.,1993b). La
caracterizacion ambiental era imposible dado que en el sitio a estudiar habia miles de
toneladas de residuos industriales de procedencia y contenido desconocidos. Optamos
entonces por evaluar la genotoxicidad en los trabajadores expuestos y los resultados fueron
alentadores, ya que los trabajadores de mayor antigiiedad y potencialmente los mas expuestos
presentaron los mayores efectos. Ahora bien, el uso indiscriminado de biomarcadores puede
traer falsos resultados si no se consideran parametros toxicocinéticos. Por ejemplo, en nifios
demostramos que la exposicion a deltametrina solo puede medirse antes de los tres dias

posteriores al contacto con este insecticida piretroide (Ortiz-Pérez, et al.,2005).

En conclusion, la modificacion metodologica de la evaluacion de riesgos en salud
utilizando biomarcadores de exposicion y de efecto, disminuye las incertidumbres y permite
generar instrumentos de gestion que llevan al disefio de medidas para la reduccion de los
riesgos. No obstante, esta metodologia debe tomar en cuenta que los biomarcadores son tan

utiles como su toxicocinética lo permita.

EVALUACION DE RIESGOS SANITARIOS

Si bien no existe una clara definicion de lo que son los riesgos sanitarios, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identifica algunos del 4rea ambiental (Priiss-Ustiin y
Corvalan, 2006). Se calcula que en todo el mundo el 24% de la carga de morbilidad (afios de
vida sana perdidos) y aproximadamente el 23% de todas las defunciones (mortalidad
prematura) se encuentran relacionadas con factores ambientales, pero en los nifios de 0 a 14
afos, el porcentaje de muertes que podian atribuirse al medio ambiente es de hasta un 36%. En
tanto, entre las enfermedades con la mayor carga absoluta atribuible a factores ambientales
modificables figuran: la diarrea, las infecciones de las vias respiratorias inferiores y el
paludismo. La carga de morbilidad por diarrea esta asociada aproximadamente en un 94% con
factores de riesgo ambientales tales como el consumo de agua no potable, el saneamiento y la

higiene insuficientes (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2006). Por su parte, las infecciones de las vias
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respiratorias inferiores estan asociadas a la contaminacion del aire en locales cerrados,
relacionada en gran medida con la utilizacion de combustible s6lido en los hogares y
posiblemente con la exposicion pasiva al humo del tabaco, asi como con la contaminacion del
aire exterior (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2006). En los paises desarrollados, aproximadamente el
20% de las infecciones respiratorias son atribuibles a causas ambientales, y en los paises en
desarrollo ese porcentaje llega hasta un 42% (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2006). Finalmente, el
porcentaje de paludismo atribuible a factores ambientales modificables es de un 42%, y esta
asociado a las politicas y practicas de aprovechamiento de tierras, deforestacion, ordenacion de
los recursos hidricos, ubicacion de los asentamientos y modificacion del disefio de las

viviendas (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2006).

El agua contaminada y el uso de biomasa al interior de las viviendas son dos
prioridades ambientales que urge atender (Priiss-Ustiin y Corvalan, 2006). Las enfermedades
diarreicas asociadas a la falta de acceso a agua potable y un saneamiento insuficiente
ocasionan aproximadamente 1,7 millones de defunciones cada afio. En tanto, el uso doméstico
de combustibles de biomasa y carbon por mas de la mitad de la poblacion mundial causa 1,5
millones de muertes al afio debido a enfermedades respiratorias relacionadas con la
contaminacion. Aumentar el acceso a mejores fuentes de agua potable, al saneamiento y a una
energia limpia son entonces, intervenciones ambientales fundamentales que pueden reducir la
presion sobre los ecosistemas causada por la contaminacion del agua o del aire, y también
mejorar la salud. Las estadisticas de la OMS se presentan en un escenario global, pero es

evidente que pueden aplicarse a México y a otros paises de la Region.

( Como evaluar riesgos sanitarios? ;Coémo evaluar riesgos que tienen que ver con la
contaminacion, con la iniquidad, con la marginacion, con la pobreza y con tantos otros factores
de desigualdad social? Obviamente no podemos seguir un método tradicional y tampoco
podemos emplear las metodologias de evaluacion de salud que se han planteado en paises
desarrollados, como Australia (Beer, 1995) o aquellos de la Unién Europea (Ferguson et al.,
1998). Asi que en nuestro caso preferimos seguir la evaluacion a través del uso de indicadores;
y para ello valoramos indicadores sociales, ambientales y de salud. La seleccion de indicadores

se realiz6 a partir de un analisis detallado de indicadores ya existentes y ampliamente
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utilizados (OPS-OMS 2000; CONAPO, 2000; OMS, 2000; Eyles y Furgal, 2000; OPS-OMS,
2001; SSA-PRASA, 2001; DGSA, 2002; PNUMA-OPS, 2003), e introducimos otros
indicadores que aun no han sido empleados en el campo de la salud colectiva y que han
resultado de nuestros trabajos en comunidades en desafio. Los indicadores seleccionados
fueron organizados y clasificados en cuatro dimensiones: 1) Estado de salud, 2) Determinantes
de salud, 3) Sistemas y servicios de salud y 4) Ambiental (ver Figura 1). Cabe sefialar que de
acuerdo a los problemas de salud que se fueron identificando en las diferentes comunidades,
nos vimos en la necesidad de realizar un cambio en los indicadores de morbilidad
originalmente planteados (alteraciones respiratorias y neuropsicoldgicas unicamente) para dar
pie a la posibilidad de identificar cualquier otro problema de salud de alta prevalencia e
importancia en las comunidades, por lo que al final también incorporamos indicadores de

alteraciones digestivas, dermatoldgicas y neurologicas.

En un ejercicio real, lo que nuestro grupo realiza es en primer término el obtener los
indicadores y de su analisis encontrar aquellos que estan relacionados entre si. Por ejemplo,
porcentaje de marginacion, servicios médicos, uso de fogones y lefia en interiores, dafio
respiratorio o genotoxico y enfermedad pulmonar cronica obstructiva. Asi, recientemente,
nuestro grupo aplicé la metodologia en una comunidad indigena de la Region Huasteca
(Torres-Dosal et al., 2008). En esta comunidad todos los habitantes empleaban lefia para la
preparacion de sus alimentos en fogatas interiores. El uso de lefia genera contaminacion en
interiores a través del humo (particulas suspendidas, monoéxido de carbono, etc.) y a través del
hollin (hidrocarburos aromaticos policiclicos -PAHs-, formaldehido, etc.). Al aplicar la
metodologia demostramos las fuentes contaminantes y ademas de controlar la principal fuente
por medio de una estufa con chimenea (esquema normal de multiples programas en
comunidades indigenas), mejoramos las condiciones de la vivienda limpiando el hollin en
techos y pavimentando los pisos de tierra. Al evaluar la exposicion (a PAHs y mondxido de
carbono) y los efectos bioldgicos (sintomas respiratorios y genotoxicidad), antes y después de
la intervencion, demostramos que el programa de intervencion fue efectivo y ahora el

Gobierno del Estado de San Luis Potosi lo ha venido instrumentando en varias comunidades.

En conclusion, la metodologia: 1) identifica riesgos sanitarios y factores de
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vulnerabilidad; 2) permite elaborar instrumentos de gestion; 4) disefia programas de

intervencion en salud, educacion y ambiente y 5) reduce los riesgos sanitarios.

EVALUACION INTEGRADA DE RIESGOS

Una buena salud ambiental supone una buena calidad de vida bajo un enfoque
ecosistémico; esto es, que el ser humano debe ser tomado en cuenta como un participante mas
de todo un ecosistema. En consecuencia, los factores ambientales que pueden afectar a la
poblacién no se reducen a las sustancias quimicas, fisicas o biologicas que directamente
pueden afectar a la salud, sino también, a aquellos factores que al afectar al ecosistema,
afectan la calidad de vida. Entre otros pueden mencionarse al cambio climatico, la ruptura y

adelgazamiento de la capa de ozono, la desertificacion, y la deforestacion.

Por razones practicas, las metodologias de evaluacion de riesgo para salud humana y
para biota (riesgo ecoldgico) se han desarrollado de manera independiente; sin embargo,
paulatinamente se reconoce cada vez mas la exigencia de establecer mejores niveles de
proteccion tanto para el ser humano como para los otros componentes del ambiente. Por esta
razon surge la necesidad de disefiar una metodologia de evaluacion integrada de riesgo que
contemple tanto a la poblacion humana como a otros receptores ecoldgicos en un solo proceso.
En materia ambiental las decisiones no pueden ser completamente adecuadas si inicamente se
considera de forma parcial la proteccion a los humanos o a otras especies de fauna y flora. En
muchos casos la contaminacion ambiental afecta mas a los receptores no humanos, debido a
una mayor exposicion o dado que estos individuos resultan ser los mas sensibles a los efectos
negativos (Aylward et al., 1996; Suter, 1993). La falta de integracion frecuentemente conduce
a que tanto los evaluadores de riesgo humano como de riesgo ecoldgico, generen evidencias
que podrian parecer contradictorias acerca de la naturaleza de los riesgos asociados a un sitio

contaminado.
Debido a lo anterior, resulta clara la necesidad de establecer una metodologia de

evaluacion integrada de riesgo, los objetivos de la misma son: i) mejorar la calidad y la

eficiencia del proceso de evaluacion por medio del intercambio de informacion entre la salud
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humana y los estudios ecotoxicoldgicos; y ii) proveer mejores argumentos para el proceso de
toma de decisiones ambientales. El esquema que sigue nuestra propuesta integrada no pretende
conjuntar las metodologias ya descritas de la "Evaluacion del Riesgo en Salud" (Diaz-Barriga,
1999; EPA, 2004) y de la "Evaluacion del Riesgo Ecologico" (Suter, 1993; EPA, 1994a; EPA,
1994b; EPA, 1998; EPA, 1999) debido a que, de seguir ese camino, se tendria una
metodologia larga, complicada y costosa. Por el contrario, para el disefio del método integral
solamente se han tomado los puntos clave de ambas. Es decir, este esfuerzo integrado debe ser
considerado como una propuesta diferente y no, como un substituto de las metodologias ya
descritas. Asimismo, este nuevo diseflo se ha gestado tomando en cuenta las limitaciones
principalmente econémicas, de informacion y de personal capacitado, que prevalecen

generalmente en los paises en desarrollo.

En el esquema de la Figura 2 se muestran las diferentes etapas que componen la
metodologia. En la primera etapa se genera un modelo de sitio, tomando en cuenta las
condiciones del area y los toxicos presentes. Asi, se establecen las rutas y entonces se definen
las poblaciones receptoras. Para los humanos la definicion como poblacion receptora es mas
sencilla ya que se basa en los puntos de exposicion a los contaminantes; pero para la biota,
dado el gran nimero de especies susceptibles al riesgo, la determinacion de las especies
criticas es un punto clave. Nosotros tomamos como criterios de seleccion, los siguientes:
facilidad de captura, tipo de contaminante, rutas y vias potenciales de exposicion, biologia

conocida de las especies, posicion en la red trofica, estatus de conservacion y carisma.

En la siguiente etapa se evaltia la exposicion en los diferentes receptores a través de: 1)
un monitoreo ambiental, con la finalidad de determinar las concentraciones de los
contaminantes presentes en el sitio (una vez seleccionadas las especies, es importante
establecer el grado de contaminacion en su habitat) y ii) biomarcadores de exposicion. Ambos
casos son de utilidad para el establecimiento de un gradiente de concentracion y/o para la
eleccion de sitios de referencia. Para el caso de la biota, en muchos de los casos no es posible

encontrar valores de referencia, por lo tanto se deben generar mediante modelos toxicologicos.

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

de los individuos, parametros poblacionales e indices bidticos para la comunidad.

Enseguida se realiza la caracterizacion del riesgo en los diferentes escenarios. Es aqui
donde se propone la caracterizacion integrada del riesgo que permite la asignacion conjunta de

las magnitudes de los efectos adversos en el sitio de estudio.

Esta metodologia ya fue aplicada en el sitio minero de Villa de la Paz, en el Estado de
San Luis Potosi, el cual se ha explotado por mas de 200 afios (Razo et al., 2004). El material
que se extrae del subsuelo, rico en sulfuros polimetélicos, ha provocado que se hayan
depositado un gran volumen de residuos mineros tipo terreros y jales en los alrededores del
poblado ricos en arsénico y plomo, siendo éstos los principales contaminantes del area (Razo,
2004). Las investigaciones realizadas en el area indicaron que la contaminacion presente
(arsénico) estaba relacionada con el dafio al ADN encontrado tanto en los nifios habitantes del
lugar, asi como en aquellos roedores (Dipodomys merriami y Chaetodipus nelsoni) cuyo
habitat se encuentra en las zonas de mayor concentracion de metales (Jasso et al., 2007).
Ademas se demostrd: i) una relacion entre la exposicion y el efecto genotoxico en ambos
grupos (nifios y roedores) y ii) que los efectos, tanto en humanos como en roedores, eran muy
superiores a los encontrados en las poblaciones de baja exposicion utilizadas como referencia

(Jasso et al., 2007).

La evaluacion integrada de riesgo realizada en Villa de la Paz, S.L.P. presenta las
siguientes ventajas: 1) Coherencia en los resultados.- Esto permite tener bases solidas para
apoyar en la toma de decisiones. Cuando se obtienen resultados inconsistentes derivados de
evaluaciones realizadas de manera independiente, la interpretacion de los mismos resulta muy
complicada. Los resultados obtenidos en Villa de la Paz demuestran que existe el mismo
efecto adverso en dos receptores ecoldgicos distintos (humanos y roedores). ii)
Interdependencia.- Una de las razones por las que las que se relaciona el riesgo ecologico con

la salud humana se debe a que todas las actividades del ser humano dependen de los recursos
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bioticos. Por lo tanto, si la biota se encuentra afectada y/o en riesgo de estarlo, la salud de la
poblacién también puede verse perjudicada. iii) Biomonitores.- Debido a sus habitos de
conducta los roedores se encuentran mas expuestos que los humanos, por lo tanto, es posible
evaluar otros efectos adversos en biota antes que éstos se presenten en el ser humano. Con los
resultados obtenidos hasta el momento se puede afirmar que existe riesgo en salud humana y
un potencial riesgo ecoldgico; sin embargo, en el proceso de integracion es deseable el estudio
de diversas especies en diferentes sistemas y preferentemente pertenecientes a distintos niveles

troficos. Por lo tanto atn es necesaria la implementacion de la evaluacion ecoldgica con mayor

profundidad.

EVALUACION DE RIESGOS EN SITIOS AFECTADOS POR CAMBIO CLIMATICO

La exposicion infantil en los sitios contaminados o en las comunidades marginadas, son
topicos que numerosos grupos han venido trabajando en distintas regiones del mundo. Pero
ahora, la salud ambiental enfrenta nuevos retos, uno de ellos, quiza el de mayor riesgo, es el
originado por el calentamiento del planeta. Una descripcion del concepto de Cambio Global
Climatico esta fuera de los objetivos del presente trabajo; baste sefialar que el incremento en la
temperatura ambiental promedio del planeta se ha venido asociando a diversos fenomenos,
algunos de los cuales tienen que ver con la salud de todos los seres vivos (IPCC, 2007). Entre
los fendmenos asociados a la salud que mas nos llaman la atencion en el contexto del presente
trabajo estan tres: i) el aumento en la frecuencia de los desastres naturales (incendios
forestales, huracanes, inundaciones, etc.); ii) la aparicion de nuevas plagas (como la langosta);
1i1) la extension o recrudecimiento de la presencia de vectores asociados a enfermedades
humanas (malaria, dengue, etc.); y por supuesto iv) el incremento en la temperatura ambiental

promedio.

El primer escenario, el aumento en la frecuencia de los desastres naturales, permite la
exposicion al humo de los bosques incendiados y a los materiales que se utilizan para su
control; facilita la exposicion a los sedimentos contaminados de los rios desbordados, o en
areas urbanas inundadas, a las sustancias quimicas que hubieren estado almacenadas en

talleres, bodegas, hospitales, industrias, etc. y que fueren impactadas por el desastre. Ademas,
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detras de una inundacidn, ocurre exposicion a los insecticidas sanitarios que se emplean para

prevenir enfermedades trasmitidas por vectores.

El segundo escenario, la aparicion de nuevas plagas, y el tercer escenario, la extension
de los vectores, implican el uso de nuevos plaguicidas (como el fipronil), o el uso de nuevas
mezclas de plaguicidas ya en el comercio (como mezclas de piretroides con organofosforados).
La resistencia de plagas y vectores a los insecticidas, podria implicar una mayor aplicacion de

insecticidas y por ende, facilitar ain mas la exposicion infantil a estas sustancias quimicas.

Finalmente, el cuarto escenario, el aumento de la temperatura implica alteraciones en
los procesos de biodegradacion por cambio en el tipo de microorganismos o mas importante,
por un incremento en la volatilidad, sobre todo de los compuestos semivolatiles. Al respecto,
es de llamar la atencion que en el Sureste de México, donde no se aplica DDT desde el afio
2000, se ha venido observando un constante aumento de este insecticida en el aire (Alegria et
al., 2006) y en la sangre de la poblacion (Pérez-Maldonado et al., 2006). Una posible
explicacion del fendmeno es que las inundaciones han permitido remover el suelo y el

incremento en la temperatura facilita la volatilidad del insecticida.

En resumen, los escenarios generados por el Cambio Global Climéatico son los mas
complejos, dado que abarcan areas de por si ya contaminadas y/o ya marginadas; pero donde
ademas, ahora se presentan nuevos riesgos y donde necesariamente deben estudiarse de
manera simultanea los efectos en humanos y en biota. Por lo tanto, para evaluar estos sitios,
hemos conjuntado las metodologias de evaluacion integrada del riesgo en salud con la
metodologia de evaluacion de riesgos sanitarios, y creamos una nueva que hemos denominado:
Metodologia para Evaluar de Manera Integrada la Salud Ambiental en Niveles de Emergencia

(Metodologia SANE).

Un nivel de emergencia asociado al cambio climatico puede referirse a inundaciones,
incendios, aplicacion masiva de insecticidas por la aparicion de una plaga, o cualquier otro
evento que por periodos limitados de tiempo afectan de manera importante a comunidades

rurales, areas naturales protegidas, reservas de la bidsfera, regiones indigenas, etc. Es decir
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zonas de vulnerabilidad reconocida. La metodologia adaptada al cambio climatico basicamente

consta de dos fases:

1. Descripcion del Escenario de Riesgo. El objetivo de esta seccion es disefiar un
PLAN de estudio para evaluar los riesgos que hubieren sido identificados en la comunidad, a
partir de datos oficiales y de informacion comunitaria. Es obvio que se requiere la visita al
sitio y la identificacion de rutas de exposicion. No obstante, lo primero es lograr la
participacion de la comunidad, para con ella obtener un listado inicial de preocupaciones, en
materia de salud, ambiente, sociedad y ecologia. Este listado junto con la informacion de

fuentes diversas, permite generar una propuesta inicial de trabajo.

2. Caracterizacion Integrada del Riesgo. Teniendo como protocolo el PLAN
desarrollado en la seccion anterior, el evaluador procedera a obtener informacion cuantitativa
que servira como BASE de la decision para establecer programas que lleven a la reduccion de
los riesgos identificados. En esta etapa se trabaja en los aspectos de 1) vulnerabilidad social
(educacion, servicios médicos, condiciones socioecondmicas, etc.); ii) vulnerabilidad
comunitaria (condiciones de los espacios infantiles y toxicos prioritarios); monitoreo
ambiental de contaminantes quimicos y micoorganismos en rutas de exposicion; iii) salud en
aspectos clinicos (toxicologia clinica); de salud mental (psicologia comunitaria -punto
fundamental para la evaluacion después de un desastre-); y de monitoreo (biomarcadores de
exposicion y de efecto); y iv) ecologia, donde en especies criticas se valoraran aspectos de

exposicion y evaluacion toxicoldgica.

Con toda la informacion puede definirse el nivel de riesgo. Para ésto pueden utilizarse
las herramientas y formulas de las metodologias tradicionales de evaluacion de riesgo (dosis
de exposicion, cocientes de riesgo, etc.); pero en igual importancia deben plantearse los
esquemas de escenarios de riesgo, enfatizando la integracion de los indicadores (de salud,
ambiente, sociedad y ecologia) con los marcadores (ambientales y bioldgicos) y el peso de la
evidencia cientifica. Dos factores son criticos: 1) la identificacion y priorizacion de las rutas de
exposicion y ii) la priorizacion de los padecimientos relacionados con los riesgos identificados

(punto para el cual el calculo de los afios perdidos por la carga de enfermedad seria una
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herramienta decisiva). Como toda metodologia de riesgo, ésta concluye con un documento que

por su informacion puede utilizarse como instrumento de gestion.

En conclusion, nuevos retos como el cambio de clima estan provocando novedosos
escenarios de exposicion a factores estresantes (quimicos, fisicos y bioldgicos); y asi, las
metodologias de evaluacion de riesgo deberan adaptarse para estudiar vulnerabilidad
comunitaria, salud humana y efectos ecoldgicos, tanto en eventos de urgencia ambiental como
en situaciones de mayor plazo. La integracion de biomarcadores con el uso de indicadores,

pueden ser un camino para lograr la flexibilidad necesaria en este tipo de estudios.

AMERICA LATINA

Evaluar el riesgo en salud en sitios contaminados, comunidades marginadas,
ecosistemas en peligro o durante eventos de emergencia ambiental, implica realizar una
actividad cuyo objetivo es la proteccion de la salud publica. Esto es relevante para una region
como la de América Latina donde aun coexisten dentro de las mismas naciones, una amplia
gama de realidades culturales con distintos niveles de desarrollo econémico y diferente grado

de aplicacion de programas en materia de salud ambiental.

Tomando en cuenta los multiples escenarios que requieren de la evaluacion de riesgos,
una prioridad Latinoamericana deberia ser la formacion de cuadros académicos que ademas
tuviesen la capacidad de integrar conceptos de distintas disciplinas. Nuevos problemas
anadidos a los de siempre, requieren de una nueva organizacion, para que asi las problematicas
ambientales sean atajadas de manera coordinada no solo por las autoridades ambientales sino
también y en conjunto con aquellas, por autoridades de salud. Los escenarios son complejos y

la multidisciplinaridad es la inica herramienta para evaluarlos.

En este escenario, la Organizacion Panamericana de la Salud ha jugado un gran papel
desde hace ya mas de 20 afos. La OPS ha promovido cursos de capacitacion, ha integrado
equipos internacionales de expertos para estudiar sitios contaminados en diferentes naciones,

ha apoyado la publicacion de manuales y en fin, ha estado en la frontera del desarrollo del area
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en la Region. Sin embargo, la Organizacion deberd mantener su ritmo dado que, como lo
planteamos en el presente trabajo, la evaluacion de riesgo ha evolucionado y ésto ha ocurrido,
porque cada dia la complejidad de los problemas ambientales se incrementa, afectando mas y
mas no solamente a los seres humanos sino también al resto de los seres vivos. Pero no todo
sera responsabilidad de la OPS, al interior de cada pais y al interior de cada Institucion
Académica deben generarse nuevas reflexiones, reflexiones que lleven a esquemas de trabajo

inéditos en el area y por ende, a la integracion de nuevos equipos de profesionistas.
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Figura 1. Indicadores de Vulnerabilidad utilizados en Comunidades en riesgo.
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Figura 2. Disefio para la Evaluacion Integrada de Riesgos.
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ABSTRACT

In order to test the value of an integrated approach for the analysis of health risks at
contaminated sites, an integrated health risk assessment in a mining area was performed
following three steps: (A) environmental monitoring of surface soil; (B) assessment of
exposure to metals in children and native rodents; and (C) DNA damage evaluation (comet
assay) in those children and rodents. These aspects were also studied in less exposed
populations. Our results in humans showed that children living in the most polluted area (Villa
de la Paz) had higher lead blood concentrations (geometric mean of 13.8 pg/dl) and urinary
arsenic levels (geometric mean of 52.1 pg/g creatinine) compared to children living in a
control area (Matehuala) (blood lead of 7.3 pg/dl; urinary arsenic of 16.8 pg/g creatinine).
Furthermore, the exposed children also had increased DNA damage (tail moment mean in
Villa de la Paz of 4.8 vs 3.9 in Matehuala; p<0.05). Results in rodents were identical: animals
captured in the polluted area had higher levels of arsenic (geometric mean of 1.3 pg/g in liver
and 1.8 pg/g in kidney), lead (0.2 pg/g in liver and 0.9 pg/g in kidney), and cadmium (0.8 pg/g
in liver and 2.2 pg/g in kidney), while they also had increased DNA damage (tail moment
mean of 18.2) when compared to control animals (arsenic in liver of 0.08 pg/g and kidney of
0.1 pg/g; lead in liver of 0.06 pg/g and kidney of 0.3 pg/g; cadmium in liver of 0.06 pg/g and
kidney of 0.6 pg/g; and tail moment of 14.2). With the data in children and rodents the weight
of evidence for health risks (in this case DNA damage) associated with metal exposure in Villa
de la Paz, was strengthened. Therefore, a remediation program was easier to justify, and a

feasibility study at this site is under way.

Keywords: Metals, Comet assay, Integrated risk assessment
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INTRODUCTION

The term "integration” has many meanings, and several opportunities exist within risk
assessment for integration. In this context, the International Program of Chemical Safety
(IPCS) has defined the concept of integrated risk assessment as “a science-based approach that
combines the processes of risk estimation for humans, biota, and natural resources in one
assessment” (IPCS 2001). Two fundamental reasons for integrated risk assessment are: 1) to
improve the quality and efficiency of assessments through the exchange of information
between human health and environmental risk assessors; and 2) to provide more coherent
inputs in the decision-making process (IPCS 2001). With respect to the latter, human health
and ecological risk assessors often provide decision makers with inconsistent input, which
results in contradictory impressions of the nature of risks. This result from differences in

approach should be eliminated in an integrated approach (IPCS 2001).

In this context, we designed an integrated health risk assessment approach for mining
areas, since mining, one of the most important sources of environmental toxicants, contributes
significantly to the national economy of 158 countries (UNEP 2000a). This design includes an
environmental assessment together with the study of the exposure to heavy metals and the

analysis of DNA damage in both children and local fauna (rodents).

Millions of people are exposed to metals in mining areas. For example, it has been
estimated that miners represent approximately 1% of the global workforce, or about 30 million
workers (Joyce 1998). To this total we have to add 11-13 million people for whom artisanal
mining represents their livelihood (UNEP 2000b). Occupational health risks in the mining
industry have been extensively studied (Fisher 1998); however, little is known about the health
risks of children exposed to metals in mining areas. Most studies concerning children living in
mining or smelter sites are limited to exposure assessments (Diaz-Barriga et al. 1993; Diaz-
Barriga et al. 1997; Hwang et al. 1997; Murgueytio et al. 1998; Yafiez et al. 2003). Few of
them have described biological effects in the exposed children (Counter 1997; Calderon et al.
2001; Yafez et al. 2003). If we assume that around 40 million individuals are working in the

mining industry, then, millions of children (including the children of the miners) may be
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directly exposed to the environmental impacts associated with the mining industry. Thus, it is

clear that more studies are urgently needed in regard to children’s health in mining areas.

With regard to rodents, heavy metal toxicity has been studied extensively at the
experimental level (ATSDR 2005a; ATSDR 2005b); furthermore, the toxicity of simple and
complex mixtures has been determined in rodents, showing higher effects than those found
with their individual components (ATSDR 2004). Therefore, it is not unusual that, in the
assessment of sites contaminated with metals, some protocols have included native small

mammals as representatives of wildlife (Talmage 1991; Erry et al. 2000; Milton et al. 2003).

Considering the genotoxic effects of lead and arsenic, in our integrated approach, DNA
damage was chosen as the toxicological endpoint (Valverde et al. 2000; Valverde et al. 2002).
In mining areas, DNA damage has been studied (although separately) by others in wild rodents
(Husby et al. 1999; Da Silva et al. 2000; Festa et al. 2003) and children exposed to metals
(Yanez et al. 2003).

Taking into account all the above points and in order to test the value of an integrated
approach for the analysis of health risks in contaminated sites, we performed in the present
study an integrated health risk assessment in a mining area following three steps: (A)
environmental monitoring of surface soil; (B) assessment of exposure to metals in children and
native rodents; and (C) DNA damage evaluation in those children and rodents. These aspects

were also studied in less exposed populations.
MATERIALS AND METHODS

Study Areas

Villa de la Paz is a mining site where different ore deposits have been mined over the
last 400 years. A preliminary analysis of the metal concentration in the tailings located in Villa
de la Paz (Rodriguez et al. 1998), has reported arsenic (9647 ppm), manganese (1650 ppm),
zinc (1350 ppm), copper (1180 ppm), lead (690 ppm), nickel (150 ppm) and cadmium (17
ppm). Studies of soil samples reported concentrations of 19—-17 384 mg/kg As, 15-7200 mg/kg
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Cu, 31-3450 mg/kg Pb and 26-6270 mg/kg Zn (Razo et al. 2004). Meanwhile, the
concentrations in dry stream sediment samples were found to vary 29-28,600 mg/kg As, 50—
2160 mg/kg Pb, 71-2190 mg/kg Cu, and 98-5940 mg/kg Zn (Razo et al. 2004). The results
suggest that arsenic and heavy metal dispersion from their pollution sources (historical and
active tailing impoundments, waste rock dumps and historical slag piles), is mainly associated
in this site with: (1) fluvial transportation of mine waste through streams that cross the area in
W-E direction; and (2) aeolian transportation of mineral particles in SW-NE direction. The
site impacted by arsenic and heavy metals has an area of 105 km®. In the urban area of Villa de
la Paz, the mining facility contains a raw mineral breaker and a mining waste disposal site
(mining tailings) (Figure 1). The exposure of children to arsenic and lead in Villa de la Paz has

been previously reported (Yafez et al. 2003).

Environmental Monitoring

We took soil samples from areas repeatedly used by children (schools and recreational
areas) and at those sites where rodents were collected. For areas used by children, a systematic
sampling within a 400 m grid was undertaken at three sites: the urban area of Villa de la Paz,
the community of Real de Minas (closest urban community to the mining waste disposal site),
and Matehuala (control community). For areas where rodents were collected, sampling within
a 2.0 m grid was defined for two sites, Villa de la Paz (an area next to the urban site) and a
control area against prevailing winds (Figure 1). Samples of surface soil (1-5 cm in depth)
were obtained with a stainless steel scoop on an approximately 1 m* surface area and stored in
polyethylene bags.

>>>>FIGURE 1 HERE>>>>

Selection of Children

The studies involving humans were conducted in accordance with national and
institutional health guidelines for the protection of human subjects. In Villa de la Paz, Real de
Minas and Matehuala, children attending schools in the area were selected at random from
among those who met the inclusion criteria. Healthy children (as stated by the parents) aged 4
to 11 years, who had at least 3 years of residence in their particular area were considered for

the study. Sixty children were selected for the study. All of them decided to participate in the
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study. The socioeconomic index of Villa de la Paz is 0.76, while the index of Matehuala is 1.2
(CONAPO 2000). Both locations have been classified as communities with a low level of
margination (CONAPO 2000). The parameters considered in the construction of this index
were: academic level, housing conditions and income (CONAPO 2000). All parents filled out
an exposure questionnaire modified from a questionnaire previously used in Mexico
(Carrizales et al. 2006). Among the major non-environmental determinants of lead exposure:
"mother cooks in lead-glazed pottery," "hand-to-mouth activities," and "child bites colored
pencils" were assessed through this questionnaire. Blood was obtained by venous puncture
using lead-free tubes containing EDTA as anticoagulant. First void urine samples were

collected, stored in plastic bottles, and kept frozen until analysis.

Collection of Rodents

The studies involving experimental animals were conducted in accordance with
national and institutional guidelines for the protection of animal subjects. Sherman traps for
live capture were used during two consecutive nights; 40 traps were placed in a grid of 5 x 10
m. Ten rodents were captured in Villa de la Paz while in the control area 11 animals were
collected. However, in the present study we only examined species of the Heteromyidae
family, as this granivorous family is the most abundant in the region and the species
(Chaetodipus nelsoni Merriam 1894 and Dipodomys merriami Mearns 1890) have similar
ethologic habitats. The captured animals were weighed and sex was determined before sending
them to the laboratory where they were sacrificed by decapitation one day later; blood

samples, liver and kidneys were obtained.

Analytical Methods

Soil samples were oven dried at 30°C for 1 to 2 days. The < 600-um fraction was
separated with a 28 mesh Tyler Series sieve. Soil samples were acid digested (25 % HNOs3) for
30 min under 80 psi pressure using a CEM MDS-2000 microwave extraction system. After
digestion, the extracted solution was filtered through Whatman filter paper with 11 um pore
diameter. Arsenic was analyzed by flame atomic absorption spectrometry using a Perkin Elmer
Analyst 100 atomic absorption spectrometer coupled to a Perkin Elmer FIAS 100 hydride

generation system. Analysis for lead, cadmium, copper and zinc in soil were carried out by
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flame atomic absorption spectrometry using a Varian Spectra AA 220 atomic absorption
spectrometer. Analysis of primary standard reference material in each run was conducted as an
internal quality control. For soil, NIST-SRM 2710 and 2711 (Montana soil) were used with
recoveries of 97% at 98%. The linear quantification procedure had the following coefficients
of variation: cadmium 5.6-11.2% (range of 1-10 ppb), arsenic 3.1-4.8% (range of 1-80 ppb),
and lead 2.1-2.8% (range of 1-80 ppb).

For children, an aliquot of urine (5.0 mL) was wet digested with nitric and perchloric
acids according to Cox (1980). Arsenic was analyzed by atomic absorption spectrometry using
a Perkin Elmer Analyst 100 atomic absorption spectrometer coupled to a Perkin Elmer FIAS
100 hydride generation system. As quality control, NIST-SRM 2670 urine standard reference
materials were obtained from the National Institute of Standards and Technology (USA), with
recoveries of 95%. The urinary arsenic concentration was standardized to urinary creatinine.
Urinary creatinine was determined by the Jaffe colorimetric method (Brown 1986). Blood lead
levels were determined with a matrix modifier (diammonium hydrogenphosphate-Triton X-
100 in the presence of 0.2% nitric acid) according to Subramanian (1987) and the samples
were analyzed with a Perkin-Elmer 3110 atomic absorption spectrophotometer using a
graphite furnace. At the time of the study, our laboratory was participating in the blood lead
proficiency testing program of the Centers for Disease Control (CDC).

With regard to rodents, the animals were sacrificed by decapitation; rodent whole
blood was obtained using lead-free tubes containing EDTA as anticoagulant. The liver and
kidneys were immediately removed and without delay perfused with 10 mM Tris pH 7.2.
Tissue samples of liver and kidney were placed in acid-washed glass test tubes and solubilized
with a mixture of nitric and perchloric acids, for at least 9 h. Arsenic was determined by
atomic absorption spectrometry, using a Perkin Elmer Analyst 100 spectrometer coupled to a
Perkin Elmer FIAS 100 HGS. Lead and cadmium analysis were performed using atomic
absorption spectrophotometry with a Perkin Elmer model 3110 coupled to a graphite furnace.
As quality control, blind random samples of NBS-Bovine liver 1577a, standard reference
material, were analyzed; the percent recovery values were better than 95% for arsenic and

lead.
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Comet Assay

Single cell gel electrophoresis was performed as described by Singh et al. (1988). A whole
blood sample (obtained at the same time as the samples used for the exposure assessment to
metals), are suspended in a layer of 0.5% low-melting-point agarose (37°C) and were placed
on a precoated slide with a layer of 0.5% regular agarose. After the agarose has solidified the
cells are placed in a lysis solution consisting in 10 mM Tris-HCI, 2.5 M NaCl and 0.1 M
Na,EDTA, pH 10; to which 10% DMSO and 1% Triton X-100 were added just before use.
The solution is chilled prior to use and the lysis duration was a maximum of 24 hours at 4°C.
Slides are incubated in an alkaline buffer (300 mM NaOH and 10 mM Na,EDTA pH >13) for
20 min. After alkali incubation, the electrophoresis was performed in the same buffer (pH >13)
for 20 min at 25 V and 300 mA. All procedures were performed under very dim indirect light
and conduced at temperature of 4°C. After electrophoresis, slides were gently washed with 0.4
M Tris-HCI buffer (pH 7.5), and then dehydrated in ethanol. The slides were stained with
ethidium bromide (20 pl of a 20 pg/ml solution), and a coverglass was placed over the gel.
The basal level of DNA damage in leukocytes was analyzed in 100 cells (50 randomly selected
cell nuclei by duplication) using an epifluorescent microscope (Nikon Eclipse E400). The
comet image magnification was 200x. Olive tail moment [(tail mean — head mean) x tail
%DNA/100] was measured by image analysis (Komet - version 4, Kinetic Imaging Ltd.). Cell
viability was determined by trypan blue dye exclusion and was always >95%. All slides were
independently coded before analysis (they were scored without knowledge of the code). For

rodents we followed the same method used for humans, except that 20 pul of blood was used.

Statistical Analysis

For humans, differences between mean values of metal concentrations in soil samples,
blood lead levels (PbB), urinary arsenic concentrations (AsU) and olive tail moment, were
assessed by one-way ANOVA, followed by the LSD test for comparison among groups. All
values were log transformed to stabilize the variance and to better achieve a normal
distribution. With rodents, differences between mean values of metal concentration in soil
samples, metals in rodent tissues and olive tail moment were assessed by the t-test for

independent groups. Only values of rodent tissues were log transformed to stabilize the
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variance and to better achieve a normal distribution. In both cases the level of statistical

significance was p< 0.05. All analyses were conducted using STATISTICA version 6.0.
RESULTS

Table 1 shows that the area of Villa de la Paz had arsenic (p<0.05), lead (p<0.05),
cadmium (p<0.05), copper (p<0.05) and zinc (p<0.05) levels in surface soil higher than the
control area of Matehuala. With regard to the area of Real de Minas, located next to the tailing
deposit, the only difference when compared to the results in Matehuala were the levels of lead
which were lower (p<0.05). It is important to mention that the concentrations of 400 mg/kg for
lead and that of 100 mg/kg for arsenic in soil, are intervention guideline levels recommended
by the United States Environmental Protection Agency (USEPA) (USEPA 1990; USEPA
2001).

>>>>TABLE 1 HERE>>>>

Taking into account the findings in soil, exposure to metals was assessed in children
using biomarkers such as urinary arsenic and lead in blood (Table 2). The percentage of
exposed children (urinary arsenic > 50 pg/g creatinine) was higher in Villa de la Paz; however,
regarding mean urinary arsenic a statistical difference was observed only with Matehuala
(Table 2). Considering lead in blood concentration (Table 2), children living in Villa de la Paz
had higher levels than did the other two communities, and children in Real de Minas had
higher concentrations than did the control area of Matehuala; all the differences were
significant. Reference levels of 10 pg/dl for blood lead and of 50 pg/g creatinine for urinary
arsenic are guidelines set by the United States Centers for Disease Control (CDC 1991; Belson
et al. 2005).

>>>>TABLE 2 HERE>>>>

Finally, DNA damage was not different between children living in Villa de la Paz or in
Real de Minas, but in these areas it was significantly higher than the damage found in children
living in Matehuala (Table 3). It is important to note that baseline DNA damage in the normal
population had a tail moment lower than 4.0 (Bajpayee et al. 2002).
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>>>>TABLE 3 HERE>>>>

All the above results showed that Villa de la Paz is contaminated with metals and that
children living there were the most exposed to arsenic and lead and were among those with a
greater DNA damage. However, a clear correlation with soil contamination was not found;
thus, we decided to assess the exposure to metals and the same DNA damage effect in rodents,
as these animals are heavily exposed to soil. Furthermore, we took advantage of this model,

and the concentration of metals were also analyzed in different tissues.

Rodents were collected in the area of Villa de la Paz (exposed area) and in a control
area as shown in Figure 1. In the area of Villa de la Paz, arsenic, lead, cadmium, copper and
zinc levels in soil, were higher and statistically different (p<0.05) when compared to the levels
at the control area (Table 4). Furthermore, concentrations of lead, arsenic and cadmium found
in kidney and liver in rodents collected in Villa de la Paz (exposed animals) were significantly
higher than those in rodents collected in the control area (Figure 2). With regard to DNA
damage, this was also higher in rodents from Villa de la Paz (p< 0.001) (Figure 3).

>>>>TABLE 4 HERE>>>>
>>>>FIGURE 2 HERE>>>>
>>>>FIGURE 3 HERE>>>>

DISCUSSION

In this work we have shown that stronger conclusions can be obtained in the
assessment of contaminated sites by studying humans and local fauna simultaneously. In Villa
de la Paz, a heavily polluted mining site (as shown by the soil concentrations of arsenic, lead,
cadmium, copper and zinc), an increased exposure to metals and an increased DNA damage

was observed in both children and rodents, as compared to control areas.
The results in children are similar to previous studies of our group, in which we have

found a direct correlation between DNA damage and urinary arsenic (Yaiez et al. 2003).

Furthermore, three studies have been published recently describing arsenic-induced DNA
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damage, either in vitro (Gomez et al. 2005) or in humans (Basu et al. 2005; Palus et al. 2005).
Taking into account these antecedents, it is important to note that although environmental
levels (metal concentrations in soil) were different between Villa de la Paz and Real de Minas ,
the risk scenario was similar in these areas (urinary arsenic and tail moment in children were
not statistical different in these communities and both were above the control area of

Matehuala).

With regard to the results obtained in rodents, our results using the comet assay are
comparable to previous reported findings in rodents captured in mining areas (Erry et al. 2000;
Milton et al. 2003). However, our study differed from those previous reports in that we also
determined metal concentrations both in tissues and in environmental samples (soil).
Therefore, we were able to show a correlation with increased DNA damage in the most

exposed animals.

Although arsenic-induced genotoxicity has been reported, it is important to take into
account that other genotoxic metals were found at high concentrations in surface soil in the
arca of Villa de la Paz, such as lead (Valverde et al. 2002); cadmium (Valverde et al. 2000;
Devi et al. 2001); copper (Banu et al. 2001), and zinc (Banu et al. 2004). Therefore, more
studies are needed in order to identify the toxicant(s) involved in the damage of DNA observed
in children and rodents. For example, whereas the genotoxic species for copper and zinc are

sulfates, in Villa de la Paz we found increased levels of oxides.

Results in children and rodents indicate a common pathway, that is, soil ingestion. For
children, soil ingestion is one of the most important pathways of exposure (USEPA, 2002);
whereas for rodents, soil/dust ingestion can be an accidental pathway, as the particles may be
present on food items. Thus, considering that the objective of risk assessment is to support
decision-making by determining risks of adverse effects in human and ecological receivers, the

best risk reduction program in Villa de la Paz would be soil remediation.

Remediation programs in developing countries are difficult to establish due to social

and economic limitations. Thus, justifications in terms of public health issues and/or
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preservation of natural resources (including biota protection) are the conclusions needed in any
assessment of a polluted site. In this context, uncertainties have to be reduced as much as
possible. Therefore, an integrated approach can be an interesting tool for developing countries.
In the case of Villa de la Paz, the data in children and rodents, strengthened the weight of
evidence about the health risks (in this case DNA damage) associated with exposure to
contaminated soil. A remediation program was thereby easier to justify, and a feasibility study

at this site is under way.
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Table 1. Concentrations of arsenic, lead, cadmium, copper and zinc in surface soil in

areas where children were sampled (mg/kg).

Zone N Gmean SE Min. Max. 7100
mg/kg
Villa de la Paz 42 1932 759 133 27945 100
Arsenic Real de Minas® 14 709 215 144 3073 100
Matehuala® 41 437 364 40 9822 83
Zone N Gmean SE Min. Max. 7o>400
mg/kg
Villa de la Paz 42 932 507 45 16800 74
Lead Real de Minas® 14 261 231 135 3450 14
Matehuala™ 41 400 86 63 2214 56
Zone N Gmean SE Min. Max.
Villa de la Paz 42 284 44 4.0 1254
Cadmium Real de Minas® 14 7.4 09 50 16.0
Matehuala® 41 122 26 02 68.0
Zone N Gmean SE Min. Max.
Villa de la Paz 42 826 375 107 10920
Copper Real de Minas® 14 268 100 87 1288
Matehuala® 41 296 87 50 3264
Zone N Gmean SE Min. Max.
Villa de la Paz 42 1565 254 236 6080
Zinc Real de Minas® 14 344 40 230 760
Matehuala® 41 438 124 103 3180

(G mean) geometric mean. (SE) standard error. (a) Different from Villa de la Paz

(p<0.05). (b) Different from Real de Minas (p<0.05).
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Table 2. Urinary arsenic (pg/g) and lead in blood (pg/dl) concentrations in children.

Zone N G mean SE Min. Max. %>50 pg/gc
Villa de la Paz 20 52.1 7.5 214 129 55
Arsenic Real de Minas 28 39.5 6.1 132 166 30
Matehuala * 12 16.8 1.6 10.8 26 0

Zone N G mean SE  Min. Max. %>10 pg/dl
Villa de la Paz 20 13.8 1.0 5.1 235 95
Lead Real de Minas * 28 9.9 0.7 3.7 208 50
Matehuala *° 12 7.3 1.5 1.8 222 25

(G mean) geometric mean. (SE) standard error. For urinary arsenic (pug/g) micrograms of

arsenic per gram of creatinine. (a) Different from Villa de la Paz (p<0.05). (b) Different

from Real de Minas (p<0.05).
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Table 3. Tail moment in comet cells of children.

Zone n G mean SE Min. Max. %>4
Villa de la Paz 20 4.8 0.3 2.6 8.9 75
Real de Minas 28 5.4 0.2 30 80 &9

Matehuala * 12 3.9 0.2 3.1 59 42

DNA damage was measured using the comet assay as described in Methods. (G mean)

geometric mean. (SE) standard error. (%>4) percentage of children with a tail moment

higher than four. (a) Different from Villa de la Paz (p<0.05).
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Table 4.- Metal levels in surface soil at sites where rodents were collected (mg/kg).

Metal Zone n G mean SE Min. Max.
Villa de la Paz 15 6230.7 1099.9 813.5 16450.0
Arsenic
Control ? 15 21.7 1.3 19.1 37.5
Villa de la Paz 15 1192.3 70.1 528.0 1704.0
Lead
Control ? 15 23.8 1.2 16.0 304
Villa de la Paz 42 28.4 4.4 4.0 1254
Cadmium
Control ? 3 0.8 0.1 0.7 0.9
Villa de la Paz 15 703.7 226.3 297.5 1047.5
Copper
Control * 15 25.6 1.6 23.8 28.8
Villa de la Paz 15 3513.5 1501.1 617.5 6025.0
Zinc
Control * 15 87.3 43.9 58.8 192.5

(G mean) geometric mean. (SE) standard error. (a) Different from Villa de la Paz

(p<0.05).
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ot
Figure Legends:

Figure 1. On the map are shown the sampling sites for children (stars) and rodents

(circles).

Figure 2. Concentration of lead, arsenic and cadmium (pg/g wet tissue) in liver and

kidney of rodents. Control site (Matehuala), exposed site (Villa de La Paz).

Figure 3. Olive tail moments in blood cells from rodents collected in the control and

exposed areas (p<0.001).

70



Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

Jasso-Pineda et al., 2006, Figure 1
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Jasso-Pineda et al., 2006, Figure 2
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Jasso-Pineda et al., 2006, Figure 3

Olive tail-moment

20

19

18

17

16

15

14

13

I
L

e
_

Control Exposed

Sites

toT
p

O Mean
[ +sE
T +1.96*SE

73




R Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
ﬁ&{l Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

TERCER ARTiCULO.- Wild Rodents (Dipodomys merriami)

like Biomonitor in Contaminated Mining Sites

Articulo enviado a la revista. Journal of Environmental Science and Health A. [En

revision|]
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Wild Rodents (Dipodomys merriami) Can Be Used as Biomonitors in Contaminated

Mining Sites.
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ABSTRACT

Mining is one of the most important industrial activities globally. However, mining
processes are considered activities of significant environmental impact. Heavy metals
may have impacts on the health of exposed human populations and nonhuman receptors.
This study focused on Arsenic because its genotoxicity is well-known. Previously we
proposed a way to evaluate integrate risk from a single source affecting different biologic
receptors. Here we propose an alternative approach estimating arsenic exposure in
children and kangaroo rats using probabilistic simulation with Monte Carlo modeling.
The estimates are then associated to measured DNA damage and compared to both
populations of children and rodents living in contaminated and in reference areas. Finally,
based on the integrated analysis of generated information, we evaluate the potential use
of wild rodents (Dipodomys merriami) as a biomonitor at mining sites. Results indicate
that the variation of genotoxicity in children of the reference site is =2 units when
compared to the children of the contaminated site; in the rodents we observed a variation
of =4 units between those of the reference site when compared to those living on the
contaminated site. We hypothesized that D. merriami could be used as a biomonitor
organism in sites with mining activity, and that a non-lethal test can be used to evaluate

risk from metal exposure.

Key words: Dipodomys merriami, Biomonitor, Children, Arsenic, Monte Carlo
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INTRODUCTION

Mining is one of the most important industrial activities globally. It is estimated that there are
at least 10,000 mining industries and more than 20,000 mining sites, processing plants and
smelters. ! Globally, Mexico is a major producer of metals (Ag, As, Au, Cu, Pb, Sn, Zn), and
thus mining is an important economic activity. "> * However, mining processes are
considered an activity of significant environmental impact because they are major sources of

metals and metalloids that contribute significantly to the pollution of soil, sediment, water and

air, [1-3-0]

Heavy metals may have impacts to the health of exposed human populations. "' However, in
many scenarios, environmental contamination could have more pronounced effects on
nonhuman receptors because these organisms may be more sensitive or are more highly
exposed. % For this reason, highly exposed non-human receptors may be used as sentinel
organisms or biomonitors in mining areas. ' ' Van der Schalie et al. ! explain some
potential applications identified for sentinel species in environmental monitoring. The
biomonitors are able to accumulate contaminants in their tissues without significant adverse
effects, which can be studied over time. The data obtained could be useful for a weighted
evidence approach in risk assessment decisions, for providing early warning of situations
requiring further study, or for suggesting potential causes and effects. Previously, pocket
gophers, Thomomys talpoides; "*! geckos, Tarentola mauritanica; "' terrestrial snails Helix
aspersa; [ and many terrestrial vertebrate species have been used to indicate contamination

by metals and arsenic in different sites. !'®!
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A biomonitor is a species which shares its environment with humans. Generally, their food
and water sources are similar to humans. Rodents are an excellent subject in which biological
experiments are performed with different pollutants, as they often respond to exposure to toxic

substances in a manner similar to humans. Also, the effects of such pollutants are often

manifested in animals earlier than in humans.

In a previous study, our group performed an integrated risk assessment in which children and
native rodents were studied in the mining site of Villa de la Paz, SLP, Mexico and a nearby
reference area. !'”! We showed that children in Villa de la Paz had higher levels of arsenic in
their urine. In rodents, it was found that concentrations of arsenic in tissue (liver and kidney)
were higher in individuals in Villa de la Paz than they were at the reference site. Also, DNA
damage was assessed through the comet assay method in children and rodents. The results
recorded for both cases (children and rodents) showed higher DNA damage in populations

living in Villa de la Paz than at the reference site.

This paper focuses on the metalloid arsenic (As) because there are many studies demonstrating

[18-23]

high levels of arsenic in urine of children in Villa de la Paz and in tissues (liver and

kidney) of wild rodents. !'**'72*3% Fyrthermore, one of the most important effects of arsenic is

[22,31-33 13,28, 17, 34, 35]

DNA damage in humans J'and small mammals. !

The species Dipodomys merriami was chosen as a potential biomonitor due to their high
exposure to contaminants in soil and in their food. The kangaroo rat D. merriami feeds mainly
on seeds of mesquite and creosote bush, among other species of shrubs, and occasionally

remains of grasses, weeds and insects have been found in their cheek pouches. Based on the
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the type of vegetation in the scrub desert region where the rodents were captured, their main
diet should be seeds of shrub species such as mesquite (Prosopis laevigata) leatherstem
(Jatropha dioica), creosote bush (Larrea tridentata) shrub blue sage (Salvia ballotaeflora),
and cane cholla (Opuntia imbricata). °®*” The average territory size for males of the species

is 67,300 square feet, less than one acre. Average female territories are 4,000 square feet. **!

It was decided to perform the study with human children because they are more sensitive than
adults. Landrigan *°! mentions that children have unique patterns of environmental exposure
and are more susceptible to toxins in the environment compared to adults. Because of
physiological and behavioral differences, exposures among children are expected to be
different from exposures among adults. Children may be more exposed to some environmental
contaminants, because they consume more of certain foods and water per unit of body weight

and have a higher ratio of body surface area to volume than adults.

In the current study we propose an alternative way to integrate risk from a single source
affecting different biologic receptors; we estimated the arsenic exposure dosage in children
and kangaroo rats from soil, using probabilistic simulation by Monte Carlo modeling to

characterize variability using Crystal Ball.

Monte Carlo analysis was conducted in the following manner: a) information was assigned
about the probability distribution of each input parameter and variable in the system; b) for
every calculation, the simulation used a value for each input parameter randomly selected by
the Monte Carlo engine from the probability density function for that specific variable. In
making multiple calculations, the Monte Carlo engine produced a range of values for the input

parameters and variables, reflecting the probability density function of each input parameter
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and variable; ¢) we entered the set of samples (‘shot’) into the deterministic model previously
generated; and finally, d) the model results were stored and the process was repeated until the

specified number of model iterations was completed.

The exposure estimates were then associated to measured DNA damage and compared in both
populations of children and rodents living in contaminated and in reference areas. Finally,
based on the integrated analysis of generated information, we evaluated the potential use of

wild rodents (Dipodomys merriami) as a biomonitor at mining sites.

MATERIALS AND METHODS

Study Area

The mineral deposit in Villa de La Paz in San Luis Potosi, Mexico is type skarn of Pb-Zn-Ag

(Cu-Au), and has been mined over the last 200 years (Figure 1). Soil studies have reported

high concentrations of arsenic. 1*

<<< FIGURE 1 HERE >>>

Capture of Rodents
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Eighty Sherman traps for live capture were used during two consecutive nights. Forty traps
were placed in a grid of 1350 m? in each site (contaminated and reference). The contaminated
site is located at 23° 40" 26.1” N and 100° 39" 39.7” W and the reference site is located at 23°
33747.6” N and 100° 41" 14.2” W. Both sites are dominated by desert scrub vegetation. The
climate is typically dry moderated by rains in summer. "' Various species were captured.
However, the current study focuses on kangaroo rats (Dipodomys merriami) because they are
the most abundant species in both areas. Nine animals were captured at the contaminated site
and eight animals were captured in the reference area. The exact age of the captured rodents
was not determined, however, the specimens were classified into three groups according to
their size and morphological characteristics: a) juveniles, b) sub-adults and c) adults. The

study was only performed on adult specimens (> 1 year).

Arsenic Quantification

Arsenic in soil was analyzed by atomic absorption spectrometry using a Perkin Elmer Analyst
100 atomic absorption spectrometer coupled with a Perkin Elmer FIAS 100 hydride generation

system.

Comet Assay

In children, single cell gel electrophoresis (comet assay) was performed as described by Singh

et al. " For rodents, we used the same method, the only modification to this protocol
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consisted in the use of 20 pL instead of 15 pL recommended by Singh. The comet assay

method are described in detail by Jasso et al. ['”!

Probabilistic Estimation of Oral Exposure of Dipodomys merriami (kangaroo rats) and

Children -Contaminated Soil Arsenic-

Contaminant exposure estimates are frequently generated using conservative and deterministic
parameter values (e.g., contaminant concentration in soil, food, water, or air; ingestion rates;
or diet composition) in the exposure model. Employing deterministic estimates for the input
parameters in the exposure model does not take into account the variation associated with the
parameters. Calculation of the exposure model using point estimates produces a point estimate
of exposure. This single value provides no information concerning the distribution of
exposures or the likelihood that individuals within an area had potentially hazardous
exposures. To incorporate variation in exposure input parameters and to provide a better
estimate of the potential exposure experienced by our specific receptor (human and kangaroo
rats), exposure modeling was performed using probabilistic methods such as Monte Carlo

simulation.

Oral daily dose exposure to arsenic in both receptors human and Dipodomys merriami from

Villa de la Paz were calculated using the following equation:

ED=C,ii XIRX B

BW X Cf
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Where ED represents the exposure dosage (mg/kg day); Csi is the concentration of As in the
soil (mg/kg); IR is the dosage ingested daily (Kg/day); B is the bioavailability (%) and Cfis
the correction factor =1x10°° (unitless). This equation was obtained thro the Panamerican
Health Organization. **! The distribution and values of the parameters used in the analysis of
the exposure are presented in Table 1. The majority of the parameters were obtained from
previous studies of our group and some were obtained from literature. The distributions of the
parameters obtained through sampling were adjusted to the empirical data using Crystal Ball
software, v7.3.1. 2005 (Desisioneering, Denver, CO, USA). Details of the variables entered
are presented below.

The concentrations of arsenic in the soil for the sample sites of children and rodents were
obtained through site sampling. In this scenario, accidental ingestion of soil is a common route
of exposure to arsenic for children and rodents. Children are commonly exposed by playing in
contaminated areas, and hand to mouth activities. Dipodomys merriami conduct the majority
of their biologic activities in burrows. Previous studies indicated that neither food nor water
represents an important source of metal exposure to wild biota or humans. % ** Although
some reports from the region indicate high levels of arsenic in the water (420 pL) it is not
considered an important route of delivery to the receptors because the majority of the water
consumed in the locality is bottled. In the case of Dipodomys merriami water is obtained
directly through metabolic processes or in few cases the ingestion of water. **! The weight of
children and rodents was obtained onsite. Ratios for the quantity ingested by both receptors
was obtained from the literature *”-*®! The bioavailability for the human receptors was
determined through the Physiologically Based Extraction Test (PBET) method which
establishes conditions similar to the human digestive process. **! The value considered for this

study corresponds to the highest reported for the region. The bioavailability for rodents was
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estimated with body weight, the amount of food ingested, and the amount of soil ingested. 2%
of the complete soil intake is considered to be bioavailable, assuming a scenario of greatest
risk.

<<< TABLE 1 HERE >>>

Statistical Analysis

The comparison of the estimated doses of arsenic intake in children and rodents was
performed by the t-test for independent groups. The level of statistical significance was p<

0.05. All analyses were conducted using STATISTICA version 8.0.
RESULTS AND DISCUSION

Van der Schalie et al. ! recommends using biomarkers of exposure and effect that as much

reflect similar biological events in humans as in the sentinel species or biomonitor. Previously,

[40] [17]

Razo et al. """ and Jasso et al. ' "' showed that there was a significant difference in soil arsenic
concentration between reference and contaminated areas. We estimated oral exposure to
arsenic by soil ingestion in human and rodents in reference and contaminated areas. Table 2
indicates that there was a significant difference (p < 0.001) between oral dose exposure in the

reference and contaminated areas.

<<< TABLE 2 HERE >>>
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Figure 2 compares exposure media value of estimated dose of arsenic from soil to measured
DNA damage in children and rodents at the reference and contaminated areas (p<0.05;
p<0.001, respectively). The DNA damage in rodents was higher than in children.

According to Figure 2, rodents can be used as biomonitors and the evidence generated
suggests that D. merriami is more sensitive than the children. The difference in As exposure of
the children from the reference site compared to those of the contaminated site varies by 2
orders of magnitude. A similar pattern appears with the rodents. The effect (genotoxicity) in
children of the reference site is smaller ~2 units as compared to the children of the
contaminated site. In the rodents a variation of =4 units is observed between the rodents of the
reference site as compared to those of the contaminated site. The difference in orders of
magnitude suggests more sensitivity in the rodents, since their DNA damage was greater than

that of the children with the same proportion of exposure doses.
<<< FIGURE 2 HERE >>>

Results in children and rodents could indicate a common pathway (i.e., soil ingestion) of
exposure. For children, soil ingestion is one of the most important pathways of exposure. ")

For rodents, soil/dust ingestion can be an accidental pathway, because the particles may be

present on food items.

Despite the low availability of water and extreme climate, this region has traditionally
produced corn and beans for subsistence. In the statistical yearbook of the state of San Luis

[48]

Potosi " in the municipality of Villa de la Paz, there are no records of fertilized agricultural

areas, making it unlikely that pesticides are present in the region.
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The characteristics and life history traits of small mammal species such as Dipodomys
merriami help define their utilization as a biomonitor of arsenic soil contamination because
they area present over a wide geographic distribution, have small home ranges, °* and as a
burrowing species have a high potential for exposure (soil and dust ingestion). Studies about
the effects of metals to kangaroo rats are available. !'”! The rats are also relatively easy of
collect. Kangaroo rats are widely distributed in semiarid and arid regions of North America.
Their biology is well studied, and they are readily found on sandy or soft soils which allow

them to make their burrows.

CONCLUSIONS

This work showed a method of risk integration in addition to those we have previously
reported in Jasso et al. 7] The goal of this paper is to suggest an alternative process of human
and ecological risk assessment using probabilistic modeling in order to estimate dosage
exposure instead of using lethal animal sampling to quantify tissue contaminant concentration.
This approach combined a) calculated dosage (mg of As taken from soil / kg of receptor body
weight daily) and b) measured adverse effect -DNA damage- using comet assay and expressed
as tail moment.

Our previous studies showed that neither food nor water represents an important source of
metal exposure to wild biota or human populations (data not showed), however, in this
scenario, accidental ingestion of soil is a common route of exposure to arsenic for children and

rodents. Children are commonly exposed by playing in contaminated areas, and through hand
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to mouth activities; furthermore Dipodomys merriami conduct the majority of their biologic
activities in burrows. Thus, they are more exposed than children. Kangaroo rats may be a good

biomonitor for detecting early effects (e.g. genotoxicity) and alerting potential future effects to

humans.

In arid and semi-arid areas of northern Mexico and southern United States there are some
mine sites like Villa de la Paz. Coupled with the wide distribution of kangaroo rats which
coincides with several mine sites of North America and based on the life habits and small
home range, we postulated that Dipodomys merriami could be used as a biomonitor organism
in sites with mining activity using a non-lethal test to evaluate risk from metal exposure.
Finally, the sensitivity of D. merriami as a biomarker can be used in exposure to metals, in a
biomonitoring program in the region that could estimate possible effects to the juvenile

population.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Location of the mining site of Villa de la Paz, San Luis Potosi, Mexico.

Figure 2. DNA damage in children and rodents versus media value of estimated dose of

arsenic for children and rodents.
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Table 1. Parameters used to estimate oral exposure to As in rodents and children.

Species Variable Distribution Origin of Data  Media Stal.ldz.lrd Note
deviation
As concentration in soil (mg/ kg) Log-Normal Sampling 23.00 4.9 )

Reference area

As concentration in soil (mg/ kg)

Contaminated area Log-Normal Sampling 7902.60 4259.8 -

Kangaroo Rats
Dipodomys merriami Body weight (kg) Log-Normal  Sampling 0.0421 0.0069 -

Food intake rate (kg/ day) Log- Normal Reynolds, 1958 5.05x 10 7.32x 10"  12% of body weight
Soil intake rate (kg/ day) Log-Normal ~EPA,1993  1.01x10® 1.46x10% 2% of food intake

As concentration in soil (mg/ kg)

Reference arca Log-Normal Sampling 17.0 8.0

As concentration in soil (mg/ kg)

Contaminated area Log-Normal Sampling 2721.42 7841.03

Children Body weight (Kg) Log-Normal Sampling 25.24 8.82
o . . Minimum Value: 0.200
Soil intake rate (kg/ day) Triangle Sampling 0.350 - Maximum Value: 0.400
Gastric bioaccessibility Log-Normal Sampling 0.20 0.23
Conversion factor (unit less) - - 1.0x10° - -
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Table 2. Oral exposure dose estimate of arsenic from soil on children and Dipodomys
merriami.

Estimated Dose of As Exposure
Mean = SE (mg/ kg-day)

Site
Children Dipodomys Merriami
Reference 564x10%+12x10° 1.13x10%+ 1.7x107%
Contaminated 9.58x10 % +15x10* 3.73x10 ' + 6.8 x10

"Indicate significant difference in relation to exposure dose on contaminated area (p < 0.001).
"Indicate significant difference in relation to exposure dose on contaminated area (p < 0.001).
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RESUMEN

La mineria es una de las actividades industriales mas importantes a nivel mundial. Sin
embargo, es considerada una actividad productiva de alto impacto ambiental. Villa de la Paz es
un sitio minero que tiene aproximadamente 200 afios de actividad, durante este periodo se ha
generado una gran cantidad de residuos, los cuales se han depositado a cielo abierto, por lo que
representan un riesgo ambiental. El objetivo fue evaluar las comunidades de roedores
silvestres en esta region minera. Se eligieron dos sitios de muestreo (alta exposicion y
referencia). Estos sitios presentan caracteristicas bidticas y abidticas similares. Se realizaron
cinco salidas al campo para la captura-recaptura de roedores, las salidas se hicieron en
diferentes estaciones del afo durante el periodo comprendido de Septiembre de 2005 a Marzo
de 2007. Los roedores se capturaron con trampas Sherman para captura viva. Durante las cinco
salidas se capturaron en total 77 roedores, 43 en el sitio de referencia y 34 en el sitio
contaminado. En el sitio de referencia se capturaron seis especies pertenecientes a dos
familias; Heteromyidae y Muridae y en el sitio contaminado se capturaron dos especies
pertenecientes a la familia Heteromyidae. En ambos sitios Dipodomys merriami y Chaetodipus
nelsoni fueron las especies mas abundantes. No se registraron efectos adversos en los niveles
individual y poblacional. La diversidad de la comunidad de roedores del sitio de referencia
(H'=1.28) es mayor que la del sitio contaminado (H'=0.69). El indice de similitud de Jaccard
es de (0.33). La pérdida de diversidad en el sitio de alta exposicion es una evidencia
contundente del riesgo que existe en la comunidad de roedores de Villa de la Paz, San Luis

Potosi.

Palabras clave: Evaluacion de Riesgo Ecolégico, Metales, Roedores silvestres, Diversidad

bioldgica.
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INTRODUCCION

La evaluacion de riesgo ecologico es un instrumento que proporciona elementos de
juicio adecuados para la toma de decisiones, una vez que se demuestra efecto en algin
receptor biologico. El riesgo ecoldgico es la probabilidad de que se presenten efectos adversos
en la biota, ocasionados por sustancias toxicas derivadas de la actividad humana, sobre los
diferentes niveles de organizacion bioldgica. En un escenario ecoldgico la evaluacion de riesgo
debe considerar las expresiones actuales y futuras de efectos ecoldgicos adversos en
condiciones de campo. En este contexto, los organismos de vida silvestre son el modelo ideal

para realizar estudios de exposicion y efecto en sitios impactados por compuestos toxicos.

La mineria es una de las actividades industriales mas importantes a nivel mundial. Se
estima que hay al menos 10,000 industrias mineras y mas de 20,000 sitios mineros, plantas de
procesamiento y fundidoras (UNEP, 2000a). A nivel mundial México es un importante
productor de metales (Ag, As, Au, Cu, Pb, Sn, Zn), de modo que la mineria es una actividad
economica importante (SE, 2004; INEGI, 2007; SGM, 2007). Sin embargo, la mineria esta
considerada como una actividad productiva de alto impacto ambiental ya que es fuente
importante de los metales y metaloides que contribuyen significativamente a la contaminacion
de los suelos, sedimentos, agua y aire (Nriagu and Pacyna, 1988; Madhavan and Subramanian,
2000; UNEP, 2000b). El impacto mas obvio de la mineria es la eliminacion de la vegetacion,
que a su vez altera la disponibilidad de alimento y refugio para la fauna silvestre, por lo que la

diversidad biologica se puede ver afectada.

Existen diversos estudios que se han realizado en fauna terrestre asociada a sitios
mineros. En cuanto a la exposicion a metales en tejidos (higado y rifion) de roedores silvestres
(Talmage and Walton, 1991; Erry et al., 2000; Torres et al., 2001; Milton et al., 2003; Ieradi et
al., 2003; Sumbera et al., 2003; Swiergosz-Kowalewska et al., 2005; Reynolds et al., 2006;
Jasso et al., 2007). Respecto a los efectos en pequefios mamiferos (Da Silva et al., 2000; Festa
et al., 2003; Ieradi et al., 2003; Reynolds et al., 2006; Jasso et al., 2007).

En un estudio previo realizado por Jasso et al., (2007) demostrd que los roedores
nativos (Dipodomys merriami y Chaetodipus nelsoni) capturados en el sitio minero de Villa de

la Paz tienen mayores niveles de arsénico, plomo y cadmio en tejidos (higado y rifion)
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comparados con los roedores capturados en el sitio de referencia. También, realizaron el
ensayo cometa (genotoxicidad) y registraron que los organismos capturados en Villa de la Paz
presentan mayor fragmentacion del ADN en comparacion con los roedores del sitio de
referencia.

En todos los estudios mencionados anteriormente se evaluaron efectos hasta nivel
molecular en pequeiios mamiferos expuestos a metales y metaloides en sitios mineros. Este
tipo de trabajos son importantes pero generalmente tienen poca relevancia ecologica. Por esta
razon, en el presente estudio nos enfocamos en evaluar los efectos en niveles de organizacion
bioldgica superiores tales como individuo, poblacion y comunidad. Para realizar lo anterior se
establecieron los siguientes pasos; a) Realizar capturas-recapturas periddicas de roedores en
diferentes estaciones del afio; b) Evaluar el estado de los individuos capturados (datos
morfométricos, ectoparasitos, malformaciones); ¢) Estimar parametros poblacionales
(densidad, proporcion de sexos, abundancia); d) Determinar los indices de diversidad y
similitud en las comunidades de roedores. Con la finalidad de realizar comparaciones se eligio

un sitio de referencia y un sitio contaminado.

Los roedores constituyen el 40% de todas las especies de mamiferos y su distribucion
es mundial (Nowak, 1991). Son un taxa fundamental en el equilibrio dindmico de las zonas
semiaridas del Altiplano Potosino-Zacatecano, debido a que forman parte esencial de la cadena
alimentaria de estos ecosistemas y también tienen un papel importante en la dispersion de
semillas, ademéas de favorecer la formacion de manchones de vegetacion lefiosa, mismos que
confieren mayor diversidad en las comunidades vegetales y animales, por lo tanto, al verse
afectadas las poblaciones y comunidades de roedores necesariamente repercutirdn en
afectaciones a otras especies animales y vegetales (Reynolds, 1958; Price y Waser. 1985;

Martinsen et al., 1990, Espinosa-Reyes, 2005).

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El distrito minero de Santa Maria de la Paz se localiza en las coordenadas 23°41°
longitud Ny 100° 38" latitud W. Villa de la Paz es un sitio minero que ha sido explotado

por mas de 200 afios. Con base en las concentraciones de arsénico y metales reportadas para
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la zona se determinaron dos sitios de captura; Villa de la Paz fue considerado como el sitio
contaminado (circulo azul) ya que se han reportado altas concentraciones de arsénico
(6230.7 mg/kg), cadmio (28.4 mg/kg) y plomo (1192.3 mg/kg) en suelo (Razo et al., 2004;
Jasso et al., 2007), mientras que en el sitio de referencia (circulo blanco) se reportan
concentraciones bajas de arsénico (21.7 mg/kg), cadmio (0.8 mg/kg) y plomo (23.8 mg/kg)
en suelo (Jasso et al., 2007). Ambos sitios presentaron caracteristicas fisicas y bidticas

similares (Figura 1).

<<<FIGURA 1 AQUf >>>

El clima predominante en la region es semiseco templado con lluvias en verano
BS1kw(x") (Garcia, 2004); La temperatura media anual es entre 12° y 18° C; la
precipitacion total anual varia de 400 a 600 mm. (INEGI, 2002). En el valle los suelos
dominantes son los xerosoles calcicos y haplicos, que son suelos tipicos de regiones
semiaridas (INEGI, 2002). En la region existen cinco tipos de vegetacion; bosque de
encino-pino en las partes altas de la sierra; chaparral de Quercus en las partes medias;
bosque de Juniperus en las partes bajas; en la region del abanico aluvial Matorral Desértico
Rosetofilo y Matorral Desértico Microéfilo (Rzedowski, 1961). Los roedores fueron
capturados en el Matorral Desértico Microfilo ya que es ahi donde se han registrado las
concentraciones mas altas de arsénico, cadmio, plomo (Razo et al., 2004; Jasso et al.,

2007).
Captura de roedores y evaluacion individual

Los roedores se capturaron con trampas Sherman para captura viva (23x9x7.5 cm),
las capturas se realizaron durante dos noches consecutivas con dos repeticiones por parcela
durante cinco salidas al campo. En total fueron 800 noches-trampa. Las cinco salidas al
campo para la captura-recaptura de roedores se realizaron de septiembre 2005 a marzo de
2007. En cada una de las parcelas se colocaron 40 trampas Sherman arregladas en una
cuadricula de 5 x 10. A cada trampa le correspondié un nimero de posicion invariable. Se
utilizaron hojuelas de avena mezcladas con vainilla como cebo. Las trampas se revisaron
por las mananas. Para cada captura se anot6 el nimero de la trampa y se determind la

especie de roedor. A los animales capturados se les registraron diferentes parametros
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morfométricos como longitud total, de la cola, del cuerpo, pata trasera y oreja; se les
determino el sexo y se marcaron utilizando la técnica de ectomizacion de falanges (Boitani
y Fuller, 2000; Romero-Almaraz et al., 2007). Ademas, se realizo una meticulosa

inspeccion visual para determinar si presentaban ectoparasitos o malformaciones.
Estimacion de parametros a nivel poblacion y comunidad

Para estimar la densidad poblacional se utiliz6 el indice de Lincon-Petersen y Jolly-
Seber (Krebs, 1999). Para determinar la diversidad [numero de especies (riqueza) y numero de
individuos de cada una de las especies (equidad)] del sitio contaminado y el de referencia se
utiliz6 el indice de diversidad de Shannon [H'= -}’ (pi) (logn pi)] (Magurran, 1989; Clements
y Newman, 2002). El indice de diversidad de Shannon se compar6 con una t-student
modificada (Zar, 1999). La similitud entre las comunidades de roedores entre el sitio
contaminado y el de referencia se determin6 mediante el indice de Jaccard (cualitativo) y el de
Sorensen (cuantitativo).

Analisis estadistico

Se utilizaron pruebas como t-student (paramétrica), U-MannWithney (No

paramétricas). Los software utilizados fueron STATISTICA 6.0 y BioDAP

Permisos de recolecta

Para la captura de fauna silvestre se cont6 con una Licencia de Colector Cientifico
de Flora y Fauna silvestre y otros Recursos Bioldgicos Silvestres No. FAUT-0133, vigente
durante los afios 2006 y 2007. Ademas, debido a que algunas de las especies que se
evaluaron en este estudio se encuentran listadas en el PROY-NOM-059-SEMARNAT-
2008, se contd con la autorizacion (Oficio Num. SGPA/DGVS/06381) de la SEMARNAT
para “la captura, toma de datos morfométricos, marcaje, toma de muestras de sangre, tejido
y liberacion inmediata del nimero de organismos que se consideren necesarios de los
grupos de mamiferos pequefios, reptiles y anfibios que se encuentren registradas en el

PROY-NOM-059-SEMARNAT-2008".
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion individual y estimacion de parametros a nivel poblacién y
comunidad

Durante las cinco salidas al campo para la captura-recaptura sistematica de roedores
se capturaron en total 77 roedores, 43 en el sitio de referencia y 34 en el sitio contaminado. En
el sitio de referencia se capturaron seis especies pertenecientes a dos familias; Heteromyidae y
Muridae y en el sitio contaminado se capturaron dos especies pertenecientes a la familia
Heteromyidae. En el Cuadro 1 se muestra la abundancia relativa para las especies capturadas
tanto en el sitio de referencia como en el sitio contaminado. En ambos sitios Dipodomys
merriami y Chaetodipus nelsoni fueron las especies mas representativas. Ademas de ser las

unicas especies capturadas en ambos sitios.
<<< CUADRO 1 AQU] >>>

Datos morfométricos

En el Cuadro 2 se presentan los datos morfométricos de machos y hembras de cada
una de las especies capturadas. El peso y longitud (total, cola, pata trasera y oreja)
determinados en los roedores evaluados son similares a los registrado por Rosenzweig y
Winakur (1969) para las mismas especies en el desierto de Sonora. En la porcion sur del
Desierto Chihuahuense Espinosa-Reyes (2005) registrd parametros morfométricos similares
para las mismas especies. También, coinciden con los mencionados en la base de datos del
Museo de Zoologia de la Universidad de Michigan
(http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/Mammalia.html) y con la
base de datos de Mamiferos de Norteamérica del Museo Smithsoniano de Historia Natural
(http://www.mnh.si.edu/mna/search_name.cfm). No se encontraron diferencias entre el peso y
longitud total de los roedores capturados en la zona de referencia con respecto a los roedores

del sitio contaminado (Figura 2; p<0.05).
<<< CUADRO 2 AQU] >>>

<<<FIGURA 2 AQU{ >>>

108



oR Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
f 1 Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

Ectoparasitos y malformaciones

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo muestran que a ningtin roedor se le
detectaron ectoparasitos y/o malformaciones. Acosta (2005) menciona que de las siete familias
de pulgas (Siphonaptera; 17 géneros; 31 especies) que existen en México, s6lo una
(Rophalopsyllidae) esta asociada principalmente con roedores de la familia Heteromyidae. Por
lo tanto, los roedores de otras familias (Muridae, principalmente) son mas propensos a ser
parasitados. Como ya se menciono, se capturaron en total 77 roedores, pertenecientes a dos
familias; 85.7% Heteromyidae y 14.3% Muridae. De acuerdo al reducido numero de capturas
de cada una de las familias se podria explicar porqué no se registrd ningiin ectoparasito en este
estudio.

A pesar de que existe evidencia de los efectos morfologicos de metales como
arsénico, cadmio y plomo en modelos animales (Domingo, 1997), en este estudio no se
registr6é a ningin roedor con anormalidades. Todos los registros morfométricos no indican
diferencias respecto a los datos obtenidos por otros autores (Rosenzweig y Winakur, 1969;
Espinosa-Reyes, 2005;
http://animaldiversity.ummz.umich.edu/site/accounts/information/Mammalia.html;
http://www.mnh.si.edu/mna/search_name.cfm).

Domingo (1997) realiz6 una revision en la cual se describen malformaciones en
diferentes modelos animales (ratones, ratas, hamsters) expuestos a metales. Por ejemplo, se
demostrd que en ratones expuestos a arsénico III (10 a 12 mg/kg) se presentan anormalidades
morfoldgicas como: micrognatia, defectos en la cola y malformaciones en las costillas. En
ratones y ratas expuestos a dicloruro de cadmio (1.25 mg/kg) también se registraron efectos
como: hidrocefalias y malformaciones en el esqueleto de los fetos. Se encontr6 que el acetato
de plomo (administrado ip.) puede provocar malformaciones en el hueso sacro y en las
vértebras caudales de hamsters.

Los niveles de arsénico son bajos comparados con los que mencionan en los estudios
bajo condiciones de laboratorio. Sin embargo, las concentraciones de cadmio en higado y
rifion (0.918+0.431 y 2.472+0.926 pg/gr tej. himedo, respectivamente) determinadas en los
roedores del sitio contaminado, son similares e incluso superiores, pero no se encontraron

malformaciones. Lo anterior puede deberse a que se trata de especies silvestres tolerantes a
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estas concertaciones de metales o bien a que los individuos con malformaciones mueren antes

de llegar a estadios de subadultos o adultos.

Densidad poblacional

Debido a que no se tuvieron suficientes capturas no fue posible utilizar los indices de
Lincoln-Petersen (poblacion cerrada) y Jolly-Seber (poblacion abierta) para realizar una buena
estimacion de la densidad poblacional de las especies de roedores capturadas tanto en el sitio

contaminado como el de referencia.

Proporcion de sexos

La proporcion de sexos se estim6 solo para Dipodomys merriami y Chaetodipus
nelsoni, ya que para las demas especies no se obtuvo el numero suficiente de capturas.
Williams et al., (1998) mencionan que la proporcion de sexos ideal en roedores es 1:1. Las

poblaciones evaluadas se mantienen cerca de esta proporcion (Figura 3).

<<<FIGURA 3 AQUI >>>

Capturas por estacion del afio

El porcentaje de roedores capturados varié de acuerdo con la estacion del afio. En
primavera se captur6 el 56%, otofio 26% y en invierno 18%. Lo anterior probablemente se
debio a los habitos conductuales de las especies ya que los individuos de algunas especies
presentan menor actividad en invierno. En primavera las noches son menos frias que en
invierno y la época de apareamiento para la mayoria de las especies de roedores tiene lugar
durante este periodo (Veal y Caire, 1979; Cornely y Baker, 1986; Zeng y Brown, 1987; Best,
1994; Espinosa-Reyes, 2005). También, podria deberse a la disponibilidad de alimento, ya que
en la estacion de primavera muchas especies vegetales ain no tienen hojas y mucho menos
semillas, por lo tanto el cebo de las trampas resulta mas atractivo para los roedores y el éxito
de captura es mayor. En otofio (después de la época de lluvias) ya hay mayor disponibilidad de
alimento, por lo que el cebo ya no les resulta tan atractivo y el éxito de captura disminuye.
Finalmente, en invierno el menor nimero de capturas se puede deber a que algunas especies
hibernan. Romero-Almaraz et al., (2007) mencionan que el nimero de capturas varia

ampliamente con la estacion del afio, la fase lunar, habitat, densidad poblacional, entre otras;
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por ejemplo, la mayoria de los roedores presentan menor actividad durante los dias con luna
llena. En la estacion de lluvias el agua puede lavar el cebo o cerrar las trampas, por lo que el

éxito de captura disminuye.

Diversidad de roedores
El indice de diversidad de Shannon (H") para la comunidad de roedores del sitio de
referencia es de H'=1.28 y en el sitio contaminado es 0.69 (Cuadro 3; Figura 4). También se
calcul¢ el indice de similitud entre las comunidades de roedores del sitio de referencia y el
sitio contaminado, el valor del indice varia de acuerdo con la prueba aplicada, por ejemplo
Sorensen (0.57) y Jaccard (0.40).
<<< CUADRO 3 AQUI >>>

<<< FIGURA 4 AQU{ >>>

Con base en los resultados obtenidos podemos afirmar que la comunidad de roedores
del sitio de referencia es mas diversa, ya que presenta una mayor riqueza de especies (seis
especies en el sitio de referencia contra dos especies en el sitio contaminado). La diferencia
radica en la equidad de especies, ya que en el sitio de referencia el 95.35% se reparte en cuatro
especies (Dipodomys merriami, Chaetodipus nelsoni, Peromyscus eremicus y P. maniculatus),
mientras que en el sitio contaminado el 100% esta representado por so6lo dos especies

(Dipodomys merriami y Chaetodipus nelsoni).

CONCLUSIONES

No existen evidencias de que los roedores capturados presenten algun efecto a nivel
individual y poblacional. A nivel de comunidad si se registr6 un efecto de relevancia ecoldgica
muy importante que fue la pérdida de diversidad biologica, éste efecto no lo podemos atribuir
totalmente a la contaminacion, debido a que en niveles de organizacion biologica superiores
inciden muchos factores tanto antropdgenos como naturales, mismos que pueden afectar a las
especies de flora y fauna de la region. Por ejemplo, la composicion vegetal puede ser un factor
muy importante , ya que como se menciono anteriormente, éste trabajo se realizo en los

mismos sitios en donde Gonzalez-Mille (2006) registrdé que existe una mayor riqueza vegetal

111



oRe Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
f@ﬂ Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

en el sitio de referencia comparado con el sitio contaminado, por lo tanto, es factible que las
especies de roedores que no se capturaron en el sitio contaminado (Neotoma mexicana,
Sigmodon hispidus, Peromyscus eremicus y P. maniculatus) se hayan dispersado a otros
lugares debido a que no tenian alimento. Estas especies pertenecen a la familia Muridae y no
son granivoras primordiales como las especies de la familia Heteromiydae. Sin embargo, seria
necesario comprobar esta hipdtesis, para ello se requiere salir al campo para capturar roedores
en el sitio de referencia y analizar su contenido estomacal y determinar las preferencias en su

dieta.
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Cuadro 1.- Especies capturadas en el sitio minero de Villa de la Paz, San Luis Potosi.

Familia

Especies

Acronimo

Abundancia

Relativa

Sigmodon hispidus Sihi 2.33
Neotoma mexicana Neme 2.33
. Muridae Peromyscus

Referencia maniculatus Pema 9.30
P. eremicus Peer 11.63
Heteromvidae Chaetodipus nelsoni Chne 18.60
Y Dipodomys merriami Dime 55.81
. . Chaetodipus nelsoni Chne 47.06
gl |lcteromyidac Dipodomys merriami Dime 52.94

Cuadro 2.- Datos morfométricos por sexo de las especies de roedores capturadas en los sitios
de referencia y contaminado

Especie

Sexo (n)

Peso (g)

Longitud media (cm + SE)

Total

Cola

Pata

Oreja

Chne 3(5) 13.20+(0.79) 15.84+(0.21) 9.50£(0.08) 2.16+(0.04) 0.68=(0.08)
?@3) 13.57+(1.55) 15.60+(0.15)  9.63+(0.08) 2.13+(0.02) 0.73+(0.03)
Dime 3 (18) 46.43 £(2.26) 24.25+(0.52) 15.28+(0.32) 3.79+(0.04) 1.05=+(0.06)
Referencia 0(6)  4425+(1.78) 23.77+(0.29) 14.63+(0.26) 3.76+(0.04) 0.89  (0.06)
Peer 3@ 18.00 + (0) 15.05+(0.75)  8.15+(0.15) 1.30£(0.40) 1.65=+(0.15)
O(3)  1867+(233) 1537+(0.83) 893+(047)  1.90=(0)  1.33+(0.03)
3@ 1675+(0.95) 1588+ (020) 9.10%(0.11) 1.25+(0.06) 1.58 = (0.09)
Pema 2 (0)
Chne 3(8)  1438=(0.71) 1441=(028) 7.64+(025) 221%(0.01) 0.70%(0.03)
Contaminado ?(8) 12.76 £ (0.59) 14.83+(0.26) 8.90+(0.28) 2.16£(0.05) 0.72=+(0.04)
Dime 39 46.83 £(0.95) 25.88+(0.52) 15.70+£(0.43) 3.74+(0.03) 1.14+(0.05)
0(9)  3801+(1.96) 23.80+(0.55) 14.79+(0.41) 3.58+(0.04) 1.22 +(0.04)

Cuadro 3.- Comparacion de indices de diversidad entre el sitio de referencia y el sitio
contaminado.

indice de

diversidad de Varianzas Valor de t
Shannon (H")
1.28

0.69

0.0176
0.0001

Obtenido
4.48

Referencia
Contaminado

Tablasgo1; 42

270 <0.01
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Figura 1.- Ubicacion de los sitios de captura en la region minera de Villa de la Paz, San

Luis Potosi, México. Sitio contaminado (circulo azul); sitio de referencia (circulo blanco).

T sliio control
[ ]

Figura 2.- Comparacion del peso (g media+E.E.) y longitud totales (cm. media+E.E.)
de los roedores capturados en los sitios de referencia y contaminado.
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Figura 3.- Proporcion de sexos de los roedores mas abundantes en los sitios de
referencia y contaminado.
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Figura 4.- Indice de diversidad de Shannon en los sitios refrencia y contaminado.
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QUINTO ARTICULO.- DNA damage in earthworms (Eisenia
spp.) as indicator of environmental stress in the industrial zone

Coatzacoalcos, Veracruz, Mexico

Articulo enviado a la revista. Journal of Environmental Science and Health A. [En

revision]
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ABSTRACT

Coatzacoalcos, Veracruz is one of the major industrial areas of Mexico. Presently, the
Coatzacoalcos River and the areas surrounding the industrial complex are considered by
various authors to be some of most polluted sites in Mexico. The objective of this study
was to determine if earthworms can be used as indicators of environmental stress in the
industrial zone of Coatzacoalcos, Veracruz, Mexico. Often, detritivores and
decomposers such as earthworms, are the first to be affected when the soil is
contaminated. We collected soil samples for POPs quantification by gas
chromatography. Concentrations of Hexachlorobenzene, Lindane and total PCBs in the
soil were above the maximum permissible limits of the Canadian Environmental
Quality Guidelines (CEQG). Comet assay was conducted in coelomocytes of wild
earthworms collected in Coatzacoalcos and compared with the control earthworms. We
found DNA damage in earthworms from Coatzacoalcos that was significantly higher (p
<0.05) as compared to laboratory earthworms. Earthworms are an appropriate organism
to use as an indicator of environmental impact in contaminated sites. DNA damage
recorded in the earthworms is clear evidence of environmental impacts on the wildlife

of this region caused by the chemical industry.

Key words: Comet assay; Earthworms, Coelomocytes, POP’s, Coatzacoalcos
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INTRODUCTION

Coatzacoalcos, Veracruz is one of the major industrial areas of Mexico. Presently, the
Coatzacoalcos River and the areas surrounding the industrial complex are considered by
various authors to be some of the most polluted sites in Mexico. Several of the most important
petrochemical complexes of Mexico, Cangrejera, Morelos and Pajaritos, are located in this
region. There have been various toxic substances present in this area in different
environmental and biological compartments, including persistent organic pollutants (POPs), (
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), volatile organic compounds (VOCs),
polybrominated compounds, ) dioxins *! and metals. !> Moreover, in addition to industrial

activity, there has been a significant contribution of other compounds in the region, such as

DDT and other pesticides to control vectors of human diseases, mainly malaria.

The following describes the origin and principle uses of POP's that have been registered in
Coatzacoalcos: Hexachlorocyclohexane (HCH) is a manufactured chemical from which,
theoretically, there are eight isomers. The three most common are a-HCH, B-HCH and y-HCH
(commonly called lindane). Lindane was used as a pesticide on fruit and vegetable crops and
forest plantations. It was also found in medications such as lotions, creams and shampoos to
treat diseases such as scabies and pediculosis (lice). There are no records indicating that
lindane has been manufactured in Mexico; however, approximately 20 tons per year of this
compound are imported and subsequently formulated in Mexico. Currently lindane is
authorized for use in Mexico for ectoparasite control in livestock for ticks, fleas, and common

fly larvae. It is also registered for use as a seed treatment for oats, barley, beans, corn, sorghum
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and wheat. Pharmaceutical uses of lindane in Mexico include formulation of creams and
shampoos for scabies and lice treatment. !~ *!

In 1994 the Canadian Environmental Protection Act (CEPA) proclaimed Hexachlorobenzene
(HCB) as highly toxic. HCB is a manufactured chemical which was used as a wood
preservative, as a fungicide for treating seeds and as an intermediary in organic syntheses.
Additionally, hexachlorobenzene may be formed as an unwanted by-product in the synthesis
of other organochlorine compounds from high-temperature sources. © '%
Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) is a synthetic organochlorine compound, which is
relatively stable with slow degradation by sunlight or oxidation, and good absorption and
resistance to biodegradation in sediments and soils and is insoluble in water. "' In 1945 DDT
was used for the first time in Mexico for the control of Malaria. The use of DDT in the malaria
control program was abandoned in the year 2000, when it was replaced by pyrethroids. Also,
in the period between the 1950s and 1970s, DDT was widely applied to different crops. '
Polychlorinated biphenyls (PCBs) were used as coolants and lubricants in transformers,
capacitors, and other electrical equipment because they don’t burn easily and are good
insulators. PCBs are created as unintentional by-products from many of the processes that
generate dioxins. They are produced during the combustion of organic materials containing
chlorine as well as during the manufacture of various chlorine containing chemicals, such as
ethylene dichloride. Existing unintentional sources include electric arc furnaces, shredders,

sinter plants, cement plants, crematoria, and coal-based power plants. !

Earthworms play a major role in facilitating key interactions within ecosystems through the
mixing and translocation of soil constituents, or serving as a conduit for transport of

contaminants to predators at higher trophic levels. ['* ') Earthworms have been used
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extensively in ecotoxicology as biomonitors % to assess the effects of diffused

contaminants present in soils.

DNA Damage

Genome is the set of genetic information necessary for the functioning of an individual; such
information is encoded in DNA molecules. All the basic components of DNA (nitrogen bases
and sugars) are possible targets of chemical alterations by genotoxic agents such as persistent
organic pollutants (POPs), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and metals. **! The use
of the comet assay (alkaline single cell-gel electrophoresis) facilitates the measurement of
intra-cellular DNA damage induction over a broad spectrum of relevant environmental
exposures. Y The level of strand breakage in DNA has been proposed as a sensitive indicator
of genotoxicity and an effective biomarker in environmental biomonitoring. ! Comet assay is
characterized as a method which is sensitive, rapid, simple, inexpensive and applicable to
various types of eukaryotic cells. *® The technique of Singh et al. *” under lysis
electrophoresis and alkaline (pH> 13) conditions, enables analysis of DNA migration due to
breaks in the single strand of DNA and alkali-labiles sites. *®) The comet assay is widely used
to detect damage in vitro or in vivo caused to DNA by genotoxic agents in individual cells. **-
31]

There are several different forms in which contaminants can cause damage to DNA. Lee and
Steinert °*! mention that these chemicals can be grouped into four classes: (a) chemicals that
act directly on DNA; (b) chemicals whose metabolites cause DNA damage; (c) chemicals that

cause the production of reactive oxygen species that can damage DNA; and (d) chemicals that
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inhibit DNA synthesis and repair. In addition, many chemical contaminants damage DNA by

multiple mechanisms.

In Coatzacoalcos, different pollutants with DNA damaging characteristics have been recorded;
therefore, the objective of this study was to determine the DNA damage in a representative
component of terrestrial fauna. To achieve the above, soil samples were collected in order to
determine the concentrations of POPs using gas chromatography coupled with mass-
spectrometry detection. The DNA damage was assessed by comet assay testing in the wild

earthworms and then compared with that of the control (culture) earthworms.

MATERIALS AND METHODS

Study Area

The industrial zone of Coatzacoalcos is located in southeastern Veracruz State, in the
municipality of the same name, at 8°18'56" N and 94°24'41" W. The average altitude is 14 m.
The climate is categorized as tropical monsoon [Am (i') gw"] according to the Koppen-Geiger
climate classification system. 1**! The average annual temperature is 24.5° C and the average
annual rainfall is 2780.1 mm.

<<< FIGURE 1 HERE >>>

Earthworm Collection
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Control earthworms (Eisenia fetida) were obtained commercially (Ecology Institute,
Veracruz). In Coatzacoalcos the wild earthworms (Eisenia sp.) were collected by excavation.

Approximately 2 kg of soil containing earthworms was extracted and transported to the

laboratory in a receptacle, in order to preserve the in situ field conditions of the earthworms.
Soil sample collection and analysis of POP’s

Three surface soil samples (1-5 cm) were collected from Coatzacoalcos. Soil samples were
transported to the laboratory in glass containers and kept under refrigeration (4°C) until
analysis. Briefly, soil samples (1 gr) were microwave (CEM-MARS X) extracted in 14 ml of
dichloromethane (Burdick & Jackson /HPLC) and 1ml of internal standard (PCB 141-C,; and
v-HCH-C;3) (Ultra Scientific analytical solutions North Kingstown USA). After the extraction,
samples were evaporated at 37°C to a volume of 0.2 ml by nitrogen current, and then were re-
suspended to 2.0 ml with hexane (Burdick & Jackson /HPLC). Finally, the extract was cleaned
in a Fluorisil column (J.T. Baker-MgO-3.6 SiO,) where the extraction was conducted with 6 %
diethyl ether (Burdick & Jackson Brand) in hexane and concentrated to 1 ml by nitrogen
current. Analyses were completed on a Hewlett Packard 6890 Series gas chromatograph
Hewlett Packard, Atlanta, GA, equipped with an HP 6890 automatic injector and a Hewlett
Packard 5973 mass spectrometer. Helium was used as the carrier gas, and all injections (2 pL)
were made in split pulse mode onto a HP5-MS column, 60 m x 0.25 mm ID, 0.25-um film
thickness (J&W Scientific, Bellefonte, PA, USA). The injector temperature was set at 250°C.
The GC temperature program was as follows: 100°C for 2 min, ramp 20°C/min to 200°C, hold
for 0 min, then ramp 15°C/min to 310°C, hold for 5 min. y-HCH-C,;3 and PCB-141-C;3; were

added to all samples as internal standards. Individual compounds were used as quality control
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(Ultra Scientific analytical solutions North Kingstown USA). The standards consisted of a 41
PCB mixture and 14 organochlorinated compounds. The mass spectrum was detected for the
55 individual compounds using SCAN mode for finding ions and retention time. Samples were
analyzed using selective ion monitoring mode (SIM). The calibration curve was 2 to 100 ppb,
in blank samples was added 50 ppb of the 55 compounds, obtained recoveries of 82% to
115%, we used Certified Reference Standards EC-2 “A Lake Ontario Blended Sediment for

Toxic Organics” of National Water Research Institute, Canada, obtained accuracy 78% to

114% for 24 congeners of PCBs and 2 organochlorinated compounds.
Comet Assay

Single cell gel electrophoresis was performed as described by Singh et al. *”) with slight
modifications. Control samples consisted of nine cultured earthworms Experimental samples
consisted of eleven earthworms from the Coatzacoalcos site. The earthworms were placed in
eppendorfs with 150 pL of RPMI (M.P. Biomedical) and were left for two minutes in order to
obtain coelomic fluid. An aliquot of this mixture of coelomocytes+RPMI was diluted in
agarose of low melting point (Sigma) (37°C). The slides were prepared by adding 30 pL of the
mixture of coelomic fluid+RPMI and 225 pL of agarosa of low melting point to a pre-prepared
layer of regular agarose (Sigma) at 0.5 %. Following the solidification of the agarose, the cells
were placed in a lysis solution consisting of 10 mM Tris-HCI (Sigma), 2.5 M NaCl (J.T.
Baker/ACS) and 0.1 M Na,EDTA (Sigma/Molecular biology tested), pH 10, to which 10%
DMSO (Sigma/Molecular biology tested), and 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) were added
just before use. The solution was chilled prior to use and the lysis duration was a maximum of

24 hours at 4°C. Slides were incubated in an alkaline buffer (300 mM NaOH (J.T. Baker/ACS)
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and 10 mM Na,EDTA pH >13) for 5 min. After alkali incubation, the electrophoresis was
performed in the same buffer (pH >13) for 5 min at 25 V and 300 mA. All procedures were
performed under very dim, indirect light and conduced at a temperature of 4°C. After
electrophoresis, slides were gently washed with 0.4 M Tris-HCI buffer (pH 7.5), and then
dehydrated in ethanol. The slides were stained with ethidium bromide (Sigma-Aldrich) (20 pl
of'a 20 pg/ml solution), and a glass cover was placed over the gel. The level of DNA damage
in coelomocytes was analyzed in 100 cells (duplication of 50 randomly selected cell nuclei)
using an epifluorescent microscope (Nikon Eclipse E400). The comet image magnification
was 200x. Olive tail moment [(tail mean — head mean) x tail %DNA/100] and tail length were
measured through image analysis (Komet, version 4; Kinetic Imaging Ltd., Bromborough,

U.K.). Prior to analysis, all slides were independently coded (they were scored without

knowledge of the code).

Statistical Analysis

The data did not present a normal distribution, therefore a non parametric test was used
(Mann-Whitney U Test) to compare the olive tail moment and the tail length of the control
earthworms and the field earthworms. The level of statistical significance was p< 0.05. The
analysis was conducted using STATISTICA version 8.0. StatSoft, Tulsa, USA.

RESULTS AND DISCUSION

POP’s Concentration in Soil
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Figure 1 shows the values of persistent organic pollutants in soil samples (n = 3).
Concentrations above the maximum permissible limits of the Canadian Environmental Quality
Guidelines (CEQG) were present for the following compounds: Hexachlorobenzene, Lindane,
and the sum of Polychlorinated Biphenyl Compounds. Previous studies conducted in
Coatzacoalcos have also identified these contaminants in different environmental and

biological samples. %%

<<< FIGURE 2 HERE >>>

All pollutants showed in Figure 1 are highly persistent in the environment, lipophilic, highly
toxic and have the ability to bioaccumulate and biomagnify through the food chain. The
available genotoxicity data indicate that a-HCH (lindane) and other HCH isomers have some

genotoxic potential, but the evidence for this is not conclusive. ! It has been shown that some

[34] [35, 36]

PCB congeners “ as well as DDT and its metabolites are genotoxic. No studies were

located regarding genotoxic effects of animal exposure to Hexachlorobenzene. ™!

Potential Sources of POPs in Soil Samples

The HCH technical degree production produces five isomers in different proportions a-HCH
(60-70%), B-HCH (5-12%), y-HCH (10-15%), 6-HCH (6-10%) and e-HCH (3-4%). For every
ton of lindane (y-MBM) produced is estimated to be generated from 8 to 9 tons of waste.
The results obtained in the soil sample analyses were consistent with the proportions
mentioned above: a-HCH (71.41%), B-HCH (8.27%) y-HCH (20.32%). This indicated us that

probably using HCH technical degree and not only lindane. As mentioned previously, one of
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lindane’s main uses is for the control of different ectoparasites in livestock, so it is very likely
that the high concentrations of a-p-y-HCH found in the Coatzacoalcos samples have resulted
from this activity. Coatzacoalcos, Minatitlan and Hidalgotitlan have reported 28,455; 312,900
and 124,930 head of dual purpose (meat and milk) cattle (respectively) °*1. All of these
communities contribute runoff into the Coatzacoalcos River. Other researchers evaluating this
area have also observed lindane concentrations in environmental samples (G. Gold B., Com.
pers., 2008). It’s known that the main source of HCB is the production of vinyl chloride

7] and these compounds are generated in the

monomer (VCM) and chlorinated solvents
industrial complex of Coatzacoalcos. The presence of DDE (DDT metabolite) in the
environment can be attributed to Coatzacoalcos as an endemic region of malaria, where DDT
was applied for vector control. **! PCBs have remained in place in old equipment such as
electrical transformers in many locations. It's possible that the largest reservoir of PCBs at a

site in the industrial complex would be transformers at electrical substations; however, based

on the current evidence it is not possible suggest any source of the PCBs.

Currently, the Coatzacoalcos River is being dredged so that boats can maneuver into the
refinery in Minatitlan, and also to prepare the ground for residential housing construction.
Therefore, the organic compounds attached or "captured" in the sediment are being assimilated
through increased exposure of animal and plant species of the region, increasing their potential

effects (Pers. Obs., 2008).

As a signatory of the Stockholm Convention, Mexico is committed to establishing measures

for the elimination or reduction of the use of different Persistent Organic Pollutants.
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A National Implementation Plan (NIP) 1) has already been employed in Mexico, aimed at
complying with the agreement of the Stockholm Convention. Additionally, agreements have
been established with Canada and the United States for the same purpose (i.e. PARAN). %!
Therefore, the high levels of POPs registered in the environment are probably due to the
indiscriminate, inappropriate and perhaps clandestine use of these compounds over many years

(mainly through pesticides) coupled with their high persistence.
DNA Damage in Earthworms

Figure 2 shows the olive tail moment [(tail mean — head mean) x tail %DNA/100] and the
comet tail length (um) of earthworms in the laboratory and the industrial zone (Coatzacoalcos)
samples. The damage to DNA was higher in the earthworms of Coatzacoalcos, and in both
cases there was statistical difference (p <0.05). Figure 3 shows images of earthworm
coelomocytes from the laboratory and field samples.

Various authors [+ #?!

mention that the comet assay performed on earthworms is an ideal
method to monitor and detect genotoxic compounds in terrestrial ecosystems. There are
several works which have used the comet assay in earthworms exposed to different pollutants.
Verschaeve et al. **) demonstrated a dose - response with the extent of DNA damage in
coelomocytes from soil treated with different chemicals. Salagovic et al. *'! mentioned
increased DNA damage in coelomocytes when worms were exposed to soil samples from

[44]

polluted coke oven sites or contaminated industrialized areas "~ and also in sediment samples

from polluted river systems. *¥
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<<< FIGURE 3 HERE >>>

<<< FIGURE 4 HERE >>>

Fourie et al.

conducted a study which assessed the damage to DNA in five species of
earthworms (Amynthas diffringens, Aporrectodea caliginosa, Dendrodrilus rubidus, Eisenia
fetida and Microchaetus benhami) following their exposure to different doses of cadmium.
They demonstrated that the earthworms of the genus Eisenia were the most sensitive, and

[45]

based on the results obtained by Fourie et al. "~ the selection of earthworms from the genus

Eisenia was suitable for use as biomonitors in terrestrial ecosystems.

Other biomarkers could be used to assess genotoxicity in organisms exposed to a mixture of
pollutants such as chromosomal aberrations, sister chromat exchanges, and micronucleus
assay, however, the comet assay has several advantages such as sensitivity to low levels of
DNA damage. It requires few cells per sample, is inexpensive, can be done in the field, and it
requires little time to conduct a full study. With the data generated is possible to perform a
strong statistical analysis. Furthermore, Dhawan et al. [** mention that the comet assay is now
well established, and its versatility has provided toxicologists with a sensitive tool for
assessing DNA damage. This has been demonstrated through its wide application in assessing
genotoxicity in plant and animal samples, both aquatic and terrestrial, in a variety of
organisms, tissues, and cell types, and this biomarker can be extrapolated to different species

of plants and animals.
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Coelomocytes are considered the immune system cells of lower coelomate animals (annelida,
mollusca and arthropoda). Therefore, if there is damage in these cells it is possible to predict a
potential immunosuppressive effect on individuals exposed to pollutants in Coatzacoalcos.
However, no morphological abnormalities were detected in the earthworms collected in

Coatzacoalcos.

The principal limitation of the work involved in this study is that the investigation only
identified POPs in soil and, as mentioned above, the comet assay is an unspecific biomarker
and highly sensitive. Previous studies in the region of Coatzacoalcos have identified other

pollutants t-* ¢

such as PAHs, some metals, dioxin and vinyl chloride which are classified as
genotoxic. There are different environmental stressors that could cause damage to DNA.

Therefore, it is recommended that the analysis of other pollutants in Coatzacoalcos be

performed.
CONCLUSIONS

Earthworms are readily available, have relatively short life cycles, do not move long distances
and are easy to handle. Therefore, the study proposed that they can be used as biomonitors of
environmental impact in contaminated sites, and that comet assay could be included as a
biomarker in ecotoxicological studies on these soil organisms. The current study demonstrated
that DNA damage was higher in the earthworms of the industrial zone, because of the presence
of Pollutants Organic Persistent (HCB, lindane and total PCBs) in soil samples. DNA damage

is weighted evidence of environmental stress in the industrial zone of Coatzacoalcos.
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Figure 1. Localization of the industrial zone of Coatzacoalcos, Veracruz, Mexico.
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Figure 2.- POP’s concentrations in soil samples (mean+SE; n=3). The number indicates how many

times this compound is above the maximum permissible limits of the Canadian Environmental Quality

Guidelines. NRV = No Reference Values.
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Figure 4. Coelomocytes images of control (a) and Coatzacoalcos(b) earthworms.
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Como se mencion6 en la introduccion esta tesis formo parte del disefio y aplicacion de
la metodologia integrada de riesgos en sitios contaminados. Esta metodologia pretende ser
flexible con la finalidad de utilizarse en diferentes sitios contaminados. La evaluacion
integrada de riesgo se implemento por primera vez en el sitio minero de Villa de la Paz y

posteriormente se realizé en Coatzacoalcos, Veracruz cuya principal actividad es la industrial.

Utilizando la metodologia de evaluacion integrada de riesgo en Villa de la Paz fue
posible recabar lineas de evidencia so6lidas y congruentes para establecer que existe riesgo, en
los nifos y en roedores silvestres que habitan en los sitios contaminados. Se determin6 que hay
exposicion a arsénico, cadmio y plomo en nifios y roedores del sitio contaminado. Tanto los
nifios como los roedores del sitio contaminado presentaron mayor fragmentacion de ADN.
Este efecto a nivel molecular en roedores silvestres parece no impactar en los siguientes
niveles de organizacion biologica (individuo y poblacion), ya que no se registré ningun efecto,
sin embargo, como ya se menciond, no siempre se podra establecer causalidad directa entre la
exposicion y los efectos sobre todo en niveles de organizacion bioldgica superiores. No
obstante, a nivel de comunidad se registr6 un efecto de relevancia ecoldgica muy importante
que fue la pérdida de diversidad bioldgica, éste efecto no se puede atribuir totalmente a la
contaminacion, debido a que en niveles de organizacion biologica superiores inciden muchos
factores tanto antropdgenos como naturales, mismos que pueden afectar a las especies de flora
y fauna de la region.

La estructura de la comunidad vegetal esta relacionada con la presencia/ausencia de
pequefios mamiferos. Rosenzweig (1973) y Price (1978) demostraron que al alterar la
composicion vegetal removindo especies arbustivas, también cambian las especies dominantes
de roedores. En Villa de la Paz Gonzalez-Mille (2006) demostré que existen diferencias entre
la composicion vegetal de los sitios contaminado y referencia. Con base en lo anterior se
puede explicar el hecho de que las especies de roedores que no se capturaron en el sitio
contaminado (Neotoma mexicana, Sigmodon hispidus, Peromyscus eremicus y P. maniculatus)
se hayan dispersado a otros lugares debido a que no tenian alimento y/o refugio. Sin embargo,
seria necesario comprobar esta hipotesis, para ello se requiere salir al campo para capturar
roedores en el sitio de referencia y analizar su contenido estomacal y determinar las

preferencias en su dieta. Si la hipotesis planteada es aceptada entonces se deberia encontrar
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mayor proporcion de semillas de las especies vegetales que no se encuentran en el sitio
contaminado.

En Coatzacoalcos el escenario es mas complejo con respecto a Villa de la Paz, ya que
aqui se presentan mas grupos de contaminantes (Metales, Contaminantes Organicos
Persistentes, Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, Hidrocarburos Totales del Petroleo;
Compuestos Orgéanicos Volatiles y Compuestos Bromados), asi como diferentes ecosistemas
(acuatico, humedal y terrestre) y por supuesto el escenario humano (Stringer et al., 2001;
Vazquez-Botello, 2004; Blake, 2005; Petrlink y DiGangi, 2005; Rosales y Carranza, 2005;
Riojas-Rodriguez et al., 2008). La complejidad de este sitio es evidente, por lo que se
considero un sitio ideal para implementar la metodologia integrada de riesgo con la finalidad
de probar que dicha metodologia puede aplicarse en cualquier sitio contaminado.

Este trabajo de tesis se enfoco en la evaluacion del riesgo ecolégico en fauna terrestre.
Para la implementacion de esta metodologia se realizaron dos salidas para recabar
informacion, mediante la recolecta de muestras ambientales (suelo y sedimento), y la captura
y toma de muestra biologica de las especies de fauna terrestre seleccionadas (Anexo I). Existe
incongruencia en los resultados obtenidos, tamafios de muestra pequefios, y mucha
incertidumbre en los resultados. Sin embargo, hasta este momento de la investigacion con la
implementacion de ésta metodologia se han recabado algunas evidencias (ej. exposicion a
COPs y genotoxicidad), en tres receptores del sistema terrestre (iguanas, lombrices y
cangrejos) del estrés ambiental que se esta presentando en la region de Coatzacoalcos,
Veracruz. Debido a que en la region de Coatzacoalcos la vegetacion predominante es la de
pantano, los sistemas mas representativos son el acuatico y el de humedal por lo que, es
posible que los resultados mas contundentes de que existe riesgo ecoldgico no se presenten en

el sistema terrestre, sino en los sistemas acuatico y de humedal.

Relevancia de los niveles de organizacion biologica

El principio de la propiedad emergente propuesto por Odum (1971) menciona que una
consecuencia importante en la organizacion jerarquica es que los componentes o subconjuntos
se combinan para producir “todos funcionales” de mayor tamafo, en los cuales emergen
nuevas propiedades que no estaban presentes en el nivel inferior. En consecuencia, una

propiedad emergente de un nivel ecologico o unidad no puede predecirse al estudiar los

149



Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

componentes de dicho nivel o unidad. Por lo tanto, las observaciones realizadas a cualquier
nivel ayudan a estudiar el siguiente, sin embargo nunca explican de manera completa los
fendmenos que ocurren en ese siguiente nivel, el cual debe ser estudiado de manera
independiente, para poder comprenderlo adecuadamente. Con base en lo anterior se puede
establecer que a pesar de que no existe un nivel de organizacién mas importante que otro, en
la evaluacion de riesgo ecoldgico, los efectos en niveles de organizacion bioldgica superiores
tiene gran relevancia, pero el analisis de la informacion generada, asi como su interpretacion
resulta ser mucho mas compleja que la informacion generada en niveles inferiores, ya que los
efectos observados seguramente son producto de una serie de factores fisicos y bidticos que no

se pueden controlar en condiciones de campo (Van den Brink et al., 2008).

Criterios de seleccion de especies

En el Anexo I se mencionan cada uno de los criterios de seleccion con mayor detalle.
En general, se tomaron en cuenta cinco caracteristicas; 1) grupos de contaminantes presentes
en el sitio de estudio, 2) probables rutas de exposicion, 3) especies de biologia bien conocida,
4) ubicacion dentro de la red tréfica y 5) facilidad de captura. Estas cinco caracteristicas se
fueron adecuando durante las diferentes etapas de la realizacion de esta investigacion, hasta
tener una lista mayor de criterios (ver Anexo I), mismos que se utilizaron para determinar que
especies funcionaran como biomonitores en diferentes sitios contaminados de México dentro
del Programa Nacional de Monitoreo y Evaluacion Ambiental (PRONAME). Por ejemplo, en
este proyecto inicialmente se contemplaron roedores, iguanas, lombrices, cangrejos, jaibas,
peces, ostiones, sapos, tortugas y cocodrilos, la eleccion de tantos grupos animales se realizo
con la finalidad de tener representadas de la mejor manera posible las interacciones troficas
entre los organismos seleccionados, asi como su representatividad en cada uno de los sistemas
(terrestre, humedal y acuatico). Durante la elaboracion del estudio en campo se determind que
esta seleccion fue muy ambiciosa y dificil de cumplir, ya que se requeria un gran esfuerzo de
captura y demasiado tiempo en campo (ocho semanas continuas, o bien cuatro salidas
periddicas de dos semanas cada una) para lograr tener un tamafio de muestra suficientemente
representativo (10 a 15 organismos por sitio) de cada uno de los sitios que se muestrearon, una

estancia tan prolongada en campo elevo el costo del proyecto. Debido a este incoveniente en la
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segunda fase se redujo drasticamente el nimero de especies con las que se continuaria el

estudio. Estas fueron lombrices (terrestre), sapos (humedal); bagres y tilapias (acuatico).

Caracteristicas fisicoquimicas y probables mecanismos de transporte de
contaminantes

Para entender como se comporta un contaminante en el ambiente, es necesario conocer
algunas de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas y su mecanismo de transporte y
dispersion, asi como las caracteristicas fisicas (direccion de vientos, calima, temporada de
nortes, etc.) y bidticas (tipo de suelo, tipo de vegetacion, especies de fauna, etc.) del
ecosistema para poder inferir los mecanismos de transporte y las posibles rutas de exposicion.
Por ejemplo, en Coatzacoalcos la Red de Accion Sobre Plaguicidas y Alternativas en México
(RAPAM, s/a) publicé un documento en el cual hacen mencion de un modelaje matematico de
hidrocarburos, HOx y CO (Bravo et al., 1992), dicha modelacion se hizo con base en las
concentraciones en aire registradas por los autores y la direccion de los vientos predominantes
en verano (sur — sureste). Con base en esta informacion y el conocimiento de algunas
caracteristicas fisicoquimicas de las dioxinas, PCBs y HCB la RAPAM postul6 la probable
area de influencia de dichos contaminantes (Figura 1). Con este tipo de herramientas de
simulacion es posible determinar las poblaciones en riesgo, en este caso se mencionan
diferentes asentamientos urbanos que probablemente se puedan ver impactados por la pluma
de contaminantes. Una de estas comunidades es Mundo Nuevo, que fue donde se recolectaron
las lombrices de tierra en las cuales se detectd mayor fragmentacion de ADN comparadas con

lombrices de laboratorio.
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Figura 1.- Simulacion matemadtica de la dispersion de hidrocarburos venteados

NOx y CO emitidos por Pemex (Pajaritos) durante el verano.
Fuente original: Bravo et al., (1992). Figura tomada de:

http://www.ipen.org/ipepwebl/library/ipep_pdf reports/Smex%20mexico_eggsreport.pdf

En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas mas relevantes para los
Contaminantes Organicos Persistentes registrados en la region de Coatzacoalcos. De manera
general con base en 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).
Los contaminantes con el Kow mas alto tienen mayor potencial de bioacumularse, los que
presentan el Koc mas alto pueden adherirse a suelos y sedimentos ricos en materia orgénica,
los contaminantes con presion de vapor y constante de la ley de Henry mas altas son los mas

volatiles y se pueden dispersar mas en la atmosfera.
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Cuadro 1.- Caracteristicas fisicoquimicas de los COPs registrados en ambiente y tejidos en
Coatzacoalcos, Veracruz.

Caracteristicas Mirex DDT HCB PCBs
. CAS: 11097-69-1
Inf,orfnaclon CAS: 2385-85-5 CAS: 50-29-3 CAS: 118-74-1 Férmula molecular:
quimica Formula molecular: C,(Cl;, Formula molecular: C;4HoCls | Férmula molecular: C¢Clg C12Clx+y)
Peso molecular: 545.5 Peso molecular: 354.49 Peso molecular: 284.78 Peso molecular: 328 (va
de 188.7-498.7)
Vida media: 4.2-12.5 dias Vida media: 4.2-12.5 dias Vida media: 417-1250 dias Vida media: 4.2 dias
Persistencia (aire) (aire) (aire) (aire)
ersistenct 0.34-1.14 afios (agua) 0.34-1.14 afios (agua) >3 .4 afios (agua) 5.7 afios (agua)
>3 .4 afios (suelo) 1.1-3.4 afios (suelo) >3 .4 afios (suelo) 1.14 afios (suelo)
. Constante de la ley de .
Constantse de l? ley de Hecl,l 1y Henry: 1.29 x 10~ atm™/ mol Constantse de l? ley de He:l 1y Constante de la ley de
. 8.3 x 10~ atm™/ mol a 20°C o 7.1 x 10 atm™/ mol a 20°C X 3 3
Propiedades - . 7 a23°C s . 5 Henry: 2x 10 atm™/
. Presion de vapor: 3 x 10 mm i . 4 Presion de vapor: 1.089 x 10 o
relacionadas a su o Presion de vapor: 1.6 x 10 o mol a 25°C
Hga25°C o mm Hg a 20°C . .
transporte e . mm Hg a 20°C e . Presion de vapor: 7.71 x
. Solubilidad en agua: 5.45 x s . Solubilidad en agua: 40 mg/L a s 5
ambiental o Solubilidad en agua: 1.2-5.5 o 10” mm Hg a 25°C
10-5 mg/L a 25°C o 20°C o )
) mg/L a 25°C . Solubilidad en agua: 57
Koc (Log coeficiente de . Koc (Log coeficiente de o
e . Koc (Log coeficiente de - ) mg/L a 24°C
adsorcion al suelo): 5794 -, . adsorcion al suelo):50000
adsorcion al suelo): 151000
Kow (Log coeficiente de Kow (Log coeficiente de Kow (Log coeficiente de
Bioacumulacién particion octanol-agua) : 5.28 particion octanol-agua): 6.91 | particion octanol-agua): 3.93 BAF/BCEF: 3000000

BAF/BCF: 2400000

BAF/BCF: 1800000

BAF/BCF: 110000

Fuentes: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB;
http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/index.htm

Utilizacion de otros biomarcadores

Cuando se tiene un escenario tan complejo como el de Coatzacoalcos en el cual

tenemos mezclas de contaminantes, tres sistemas diferentes y multiples especies, resulta

complicado elegir los biomarcadores de exposicion y de efecto que se utilizaran en la

evaluacion del riesgo. Es importante mencionar que el proyecto: Implementacion de la

metodologia de evaluacion integrada de riesgos en sitios contaminados de México —Estudio de

caso: Coatzacoalcos, Veracruz — se llevo a cabo en dos etapas.

Basicamente para elegir los biomarcadores de exposicion fue necesario tomar en

cuenta cuatro factores; 1) las concentraciones de contaminantes registradas en suelo y

sedimento, 2) la capacidad analitica; 3) los resultados de trabajos previos realizados en la

region y 4) la talla del organismo capturado. De acuerdo a lo mencionado anteriormente se

eligio determinar COPs y plomo.

Respecto al biomarcador de efecto seleccionado en la primer etapa de este proyecto, se

utiliz6 un biomarcador de efecto genotdxico (fragmentacion del ADN), evaluado mediante el

ensayo cometa que se menciond en la introduccion (Capitulo 1) es inespecifico, muy sensible,

relativamente barato y ya se ha utilizado en especies silvestres. Este biomarcador es ideal para

utilizarlo en un escenario tan complejo, con presencia de mezcla de contaminantes.
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En la segunda etapa de este proyecto se eligieron diferentes biomarcadores de efecto,
los cuales son mas especificos, en cuanto a la relacion entre exposicion-efectos (Cuadro 2).
Estos biomarcadores se eligieron de acuerdo a los contaminantes presentes en el sitio de

estudio y a las especies evaluadas durante la primera fase del proyecto.

Cuadro 2.- Biomarcadores de efecto seleccionados

Biomarcador Prueba Contaminantes Importancia biolégica
Integridad genética, alteraciones
Ensayo cometa DDT, HAPs en los mecanismos de reparacion
Genotoxicidad Y muerFe celular
Induccion de cancer, muerte
. , Lindano, Plomo, HAPs | celular, decremento en el
Micronucleos ; . .
potencial de sobrevivencia del
organismo
Estrés metabolico, mortalidad,
Disrupcion Vitelogenina (VTG) DDT, DDE, PCB's | decremento en el éxito
endocrina reproductivo y reclutamiento de
la poblacion
Alteraciones hematologicas Estado general de salud del
Hematotoxicidad (Hemoglobina, Lindano, BTX individuo, inmunosupresion y
hematocrito) anemia
Biomarcadores Acido delta- Plomo Esta enzima actia directamente
bioquimicos aminolevulinico (ALA-D) en la sintesis del grupo hemo

Factores de incertidumbre

La evaluacion del riesgo ecoldgico esta generalmente limitada por la incertidumbre
respecto a los datos relevantes recabados durante el estudio. Esta se define como el
componente del riesgo que resulta de una falta de conocimiento del grado de peligrosidad o de
su patron de expresion espacial o temporal (EPA, 2001). Por lo general, en la evaluacion del
riesgo para minimizar la incertidumbre se realizan estimaciones con base en los datos
recolectados o suposiciones basadas en el juicio profesional del evaluador. Debido a estas
estimaciones y supuestos los resultados al calcular el riesgo son inciertos, por lo que es
importante que un evaluador profesional mencione las incertidumbres de su trabajo, con la
finalidad de que sus resultados sean tomados con cautela por el publico en general y sobre
todo por los tomadores de decisiones. En el Cuadro 3 se presentan las principales
incertidumbres de este estudio y que se pudo haber hecho para minimizarlas.

De acuerdo con la EPA, (2001) existen cuatro grupos primordiales de incertidumbres:

1) ambientales; 2) exposicion; 3) toxicidad y 4) caracterizacion del riesgo. A continuacion se
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muestran las principales incertidumbres en una evaluacion de riesgo ecoldgico, éstas
incertidumbres estan presentes en este trabajo:

Representatividad de las muestras recolectadas.- Las concentraciones de
contaminantes en los diferentes componentes ambientales (suelo, sedimento, aire, agua)
pueden variar respecto al espacio y al tiempo.

Presicion de los resultados analiticos.- Generalmente la incertidumbre en el anélisis
de las muestras es baja; sin embargo, siempre existe la posibilidad de que se presenten errores
analiticos. Los valores de contaminacion registrados entre mas cercanos estén de los limites
de deteccion del equipo analitico se incrementara la incertidumbre.

Rutas de exposicion no evaluadas.- Las principales rutas de exposicion para fauna
son alimento y aire. Generalmente, este tipo de incertidumbre es muy alto ya que resulta muy
complejo evaluar todas las potenciales rutas para alguna especie en particular.

Contaminantes no determinados.- En un escenario tan complejo como
Coatzacoalcos resulta muy complicado y costoso evaluar todos los contaminantes
potencialmente presentes en el sitio de estudio. Con base en los antecedentes registrados en la
literatura, se obtuvo un panorama general de los tipos de contaminantes presentes en
Coatzacoalcos; sin embargo, se decidi6 evaluar Contaminantes Orgénicos Persistentes y
Metales. La seleccion de los contaminantes se realizé con base en su toxicidad, su importancia
en cuanto a compromisos ambientales adquiridos por México (pais signatario del Convenio de
Estocolmo) y la capacidad analitica del laboratorio de Toxicologia Ambiental.

Certidumbre del analisis estadistico.- El andlisis estadistico sirve para recabar,
organizar, resumir y analizar datos, asi como para sacar conclusiones validas y tomar
decisiones razonables basadas en tal andlisis. Por lo tanto, resulta crucial elegir las pruebas
estadisticas mas adecuadas. La EPA (2001) recomienda utilizar un nivel de significacion
estadistica del 95%. Si se aplican las pruebas adecuadas la incertidumbre del analisis es muy
baja.

Factores de exposicion en fauna silvestre (Tasas de ingesta).- Esta incertidumbre es
alta debido a la variabilidad intrinseca de las especies presentes en un ecosistema. Un claro
ejemplo, son las tasas de ingesta de alimento, suelo y sedimento (de manera accidental) de

cada una de las especies. Estas pueden variar temporal y espacialmente.
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Biodisponibilidad de contaminantes.- La toxicidad de los contaminantes registrados
en el sitio de estudio dependera de la biodisponibilidad y la ingesta de los agentes toxicos. Esta
incertidumbre es alta en estudios realizados en campo, ya que, en primer lugar no se sabe a que
contaminantes se encuentra expuesto el organismo; segundo la cantidad ingerida de
contaminante(s) no es conocida; tercero no se sabe si el 100% de los contaminantes estara
biodisponible para el organismo.

Ausencia de valores de referencia.- Cuando no existen Valores Toxicos de
Referencia (VTR) o Dosis de Referencia (DR) para la especie que se esta evaluando, es
complicado determinar si las concentraciones de contaminantes registrados en sus tejidos
(hepatico, muscular, adiposo, sangre) representan un riesgo para su salud o si su presencia
resultard necesariamente en un efecto nocivo.

Extrapolacion de datos toxicolégicos entre receptores.- Debido a la variabilidad
interespecifica resulta complicado, predecir o extrapolar resultados entre diferentes especies o
grupos taxondmicos.

Extrapolacion de datos de toxicidad respecto a las dosis y a la duracion de la
exposicion.- En el laboratorio se expone a los organismos a dosis conocidas de contaminantes
y se establece la duracion de la exposicion (cronica o aguda). Sin embargo, cuando estos
bioensayos se pretenden extrapolar a especies silvestres en su habitat natural, generalmente se
obtienen resultados diferentes a los de laboratorio. Generalmente la incertidumbre es alta.

Extrapolacion de estudios de laboratorio a campo.- Cuando se obtienen resultados a
partir de estudios realizados bajo condiciones de laboratorio, existe una gran incertidumbre al
pretender extrapolar los resultados obtenidos a investigaciones realizadas en campo, donde
existen muchas variables (fisicas y biologicas) que pueden afectar a los organismos que se
estan evaluando.

Exposicion a mezclas de contaminantes.- En un sitio que presenta una mezcla de
contaminantes puede haber sinergismo entre diferentes sustancias y potenciar los efectos en
los diferentes organismos que habitan en ese lugar; sin embargo, también se puede establecer
un antagonismo entre quimicos que atente o nulifique los efectos provocados por los
contaminantes, si €ste es el caso se podria sobreestimar el riesgo.

Estimacion de efectos a nivel poblacional.- Como ya se menciond la extrapolacion de

los efectos de un nivel de organizacion biologica inferior a uno superior en la mayoria de las
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ocasiones presenta mucha incertidumbre, ya que estan implicitos multiples factores bidticos y

abidticos, tales como; las caracteristicas de historia de vida del receptor evaluado, asi como de

la magnitud y frecuencia del estrés quimico al que se encuentre expuesto.

Cuadro 3.- Resumen de incertidumbres en la evaluacion de riesgo ecologico en fauna terrestre
de Coatzacoalcos, Veracruz.

Tipos de Descripcion de la Magnitud del error Minimizar la incertidumbre
incertidumbre incertidumbre Alta | Moderada | Baja
. Realizar un monitoreo ambiental que
Representatividad de las . d ~
X abarque mayor area y aumentar el tamaiio de
muestras recolectadas o
. muestra por sitio.
Ambiental - - - -
S, La incertidumbre es baja debido a que para
Precision de los resultados oo e ,
i X todos los andlisis se utilizaron estandares de
analiticos i
referencia.
Ruta icion n . .
utas de exposicion no X Evaluar alimento, agua y aire.
evaluadas
. . Evaluar por lo menos otro gr agent
Contaminantes no determinados X ~valuar por 1o menos otro grupo de agentes
toxicos como los hidrocarburos y/o COVs.
La incertidumbre es baja, ya que se
Confianza del analisis X utilizaron las pruebas estadisticas mas
.y estadistico adecuadas y se manejo un nivel de
Evaluacion de la S ; o
.., significancia de 95%.
exposicion S v - -
i ¢ podria determinar el contenido estomacal
Factores de exposicion en fauna .
. . X y evaluar los contaminantes presentes en este
silvestre (Tasas de ingesta) .
alimento.
Esta incertidumbre resulta muy baja, ya que
Biodisponibilidad de los agentes toxicos se registraron en
. X . o .
contaminantes diferentes tejidos, por lo tanto estan
biodisponibles.
Podrian establecerse bioensayos y/o
. determinar sitios de referencia. Sin embargo,
Ausencia de valores de . o
. X resulta complicado encontrar un sitio
referencia . - .
adecuado y ademas se incrementaria el costo
y la duracion del proyecto.
Debido a que los receptores ecologicos
. . evaluados en este trabajo perteneces a
Evaluacion de la | Extrapolacion de datos b 4o p
Toxicidad toxicolégicos entre receptores X grupos taxonomicos diferentes, la
oxicida extrapolacion entre ellos resulta muy
aventurada.
Extrapolacion de datos de
toxicidad respecto a las dosis y No Aplica*
a la duracion de la exposicion
Extrapolacion de estudios de .
po-a No Aplica*
laboratorio a campo
Debido a la presencia de diferentes
contaminantes es muy complejo establecer
Exposicién a mezclas de X causalidad contaminante-efecto. Sin
contaminantes embargo, se podria utilizar un grupo de
biomarcadores de efecto mas amplio y que
Caracterizacion sean mas especificos.
del riesgo A menos que se utilice un biomarcador
especifico (ej. fragmentacion del ADN en
Estimacion de efectos a nivel X células germinales o vitelogenina), este tipo
poblacional de incertidumbre siempre sera alta,
principalmente en escenarios tan complejos
como Coatzacoalcos.

* En este estudio no existe este tipo de incertidumbre porque no se realizo esta actividad, sin embargo se
considera importante mencionarlas para que se tomen en cuenta en estudios posteriores.
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Villa de la Paz, San Luis Potosi

Los contaminantes en el suelo (As, Cd, Pb) de Villa de la Paz se encuentran
biodisponibles, ya que se registraron en tejidos (higado y rifion) de roedores nativos. Las
concentraciones de metales cuantificadas en los tejidos de los roedores del sitio contaminado
son mayores comparadas con las de los roedores del sitio de referencia.

Se registrd6 mayor fragmentacion del ADN en los roedores del sitio contaminado
comparados con los roedores del sitio de referencia.

No se encontraron diferencias en cuanto a los parametros morfométricos (longitud
total, longitud de la cola, longitud de la pata trasera, longitud de la oreja) y el peso de los
roedores de ambos sitios. Los roedores del sitio contaminado no presentaron malformaciones
ni ectoparasitos. La proporciéon de sexos es similar a los resultados registrados por otros
autores para las mismas especies.

Se postula el uso de Dipodomys merriami como una especie que funcione como
biomonitor en sitios mineros similares a Villa de la Paz, debido a las siguientes caracteristicas:
amplia distribucioén geografica; nichos ecologicos pequefios; alto potencial de exposicion, dieta
y fisiologia (agua metabolica); antecedentes ecotoxicoldgicos; tiempo de vida corto (3 a 5
afios); facil captura y no esta incluido en el PROY-NOM-059-SEMARNAT-2008.

Se propone utilizar la simulacion Monte Carlo para estimar la exposicion a arsénico en
nifios y roedores (D. merriami) a través de la ingesta accidental de suelo. Lo anterior nos daria
la ventaja de que, ya no seria necesario obtener muestras bioldgicas de los nifios (orina) y no
se sacrificarian roedores para la cuantificacion de As en sus tejidos. Ademads, también se puede
inferir el efecto (genotoxicidad) en ambos receptores. En otras palabras, una vez conocidas las
concentraciones totales de As en suelo podriamos estimar la exposicion y el efecto.

La diversidad de la comunidad de roedores del sitio de referencia es mayor con
respecto a la del sitio contaminado, esto significa un efecto de relevancia ecoldogica muy alta.
Sin embargo, la pérdida de diversidad bioldgica no se puede atribuir completamente a la
contaminacion que existe en el sitio, ya que también influyen otras actividades antropdgenas
como por ejemplo el cambio de uso de suelo, la apertura de caminos, la ganaderia y
principalmente la urbanizacion que se esta llevando a cabo actualmente en esta region. Asi
como otros aspectos ecoldgicos como la estructura vegetal, abundancia de alimento,

disposicion de refugios, etc.
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La integracion de los resultados obtenidos se realizd mediante biomarcadores de efecto
a diferentes niveles de organizacion bioldgica, sin embargo, no fue posible establecer
causalidad entre el efecto registrado a nivel molecular (fragmentacion del ADN) con el efecto
a nivel comunidad (pérdida de diversidad). Lo anterior se debe a que en la mayoria de los
sitios contaminados existen una mezcla de contaminantes, por lo que rara vez los efectos
bioldgicos registrados en los receptores se pueden atribuir a un solo tipo de contaminantes, de
manera tal, que determinar o establecer una relacion causal entre algiin contaminante y los
efectos observados no es posible debido a la complejidad intrinseca de los estudios en campo y

la variabilidad en las respuestas biologicas.

Coatzacoalcos, Veracruz

Los resultados obtenidos indican que en la region de Coatzacoalcos existe
contaminaciéon por Contaminantes Orgénicos Persistentes y Plomo en suelo. Ademas, se
demostré que estos contaminantes se encuentran en plasma y tejidos de iguanas y cangrejos
(biodisponibilidad).

Las concentraciones de Lindano, HCB y PCBs en suelo de los sitios analizados superan
las guias internacionales por lo que implica un riesgo a la salud de los diferentes receptores
bioldgicos. Con base en los resultados obtenidos no fue posible establecer zonas de mayor o
menor exposicion a a-HCH, B-HCH, Lindano, DDE y DDT, ni un gradiente de concentracion,
por lo que nuestra hipotesis no se cumplié. Con base en lo anterior, el area de Coatzacoalcos
debe ser considerada como una zona generalizada de exposicion a estos contaminantes. Se
recomienda incrementar el area de estudio aguas arriba del Rio Coatzacoalcos y tomar como
probables sitio de referencia un sitio aguas arriba del Rio Uxpanapa, en donde no existe
actividad industrial aparente.

Las iguanas fueron las especies que presentaron las concentraciones mas altas de o,
HCHs y lindano. Las mayores concentraciones de COPs (ng/g de tejido), se registraron en el
tejido adiposo seguido del hepatico y por ultimo el tejido muscular. En las muestras
compuestas de cangrejos también se registraron concentraciones de COPs. En los roedores y
las lombrices no pudo ser realizada la evaluacion de la exposicion a COPs ya que no se contd

con un tamafo de muestra suficiente para el analisis.
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A pesar de que la iguana se encuentra protegida, se sabe que su carne es una de las
principales fuentes de alimento de los pobladores que habitan en comunidades rurales del sur
de México, lo anterior podria significar una ruta de exposicion muy importante semejante al
consumo de jaibas y algunas especies de peces.

En cuanto a la fragmentacion del ADN en las lombrices de tierra se encontré que los
organismos capturados en Coatzacoalcos presentaron mayor dafio (p<0.05) comparado con las
lombrices de laboratorio. La fragmentacién del ADN es una evidencia del estrés ambiental al
que estan siendo sometidos algunos receptores ecoldgicos en la zona industrial de
Coatzacoalcos. Finalmente, postulamos a la lombriz de tierra como un excelente organismo
biomonitor debido a las siguientes caracteristicas: distribucion amplia, antecedentes
ecotoxicologicos, ciclo de vida corto, no se mueven grandes distancias, son faciles de capturar
y manejar y se encuentran en contacto directo con una de las matrices receptoras o

acumuladoras de diferentes toxicos ambientales (suelo).

Utilizando la metodologia de evaluacion integrada de riesgo se ha logrado obtener
lineas de evidencia so6lidas del estrés ambiental (contaminantes en matrices ambientales,
biodisponibilidad de los mismos y fragmentacion del ADN) en el que se encuentran algunas
especies de fauna silvestre (roedores, lombrices, iguanas) en dos sitios con caracteristicas
completamente diferentes en cuanto a factores bidticos y abidticos, asi como tipo de
contaminantes presentes en cada uno de estos sitios. La aplicacion de la evaluacion integrada
del riesgo resultdé menos complicada en el sitio minero de Villa de la Paz, debido en gran
medida a que en este sitio se registrd la presencia de un grupo de contaminantes (metales).
Mientras que en el sitio industrial de Coatzacoalcos, no solo se registraron contaminantes de
origen industrial, sino que ademas existe una aportacion considerable de descargas urbanas, no
solo de Coatzacoalcos, sino también de otros municipios como, Hidalgotitlan, Minatitlan,
Nanchital, e Ixhuatlan que se ubican a lo largo de la ribera del Rio Coatzacoalcos. En esta
region se han registrado diferentes grupos de contaminantes (metales, COPs, HTPs, HAPs,
COVs, compuestos bromados, dioxinas, monoémero de cloruro de vinilo, HCHs, etc.) los
cuales forman mezclas complejas, lo que dificulta el analisis e interpretacion de los resultados.

Finalmente, debido a la flexibilidad con la que ha sido disefiada esta metodologia se

considera que si es factible aplicarla en diferentes sitios contaminados. Sin embargo, durante la
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realizacion del presente trabajo se detectaron algunas limitantes que complicaron su aplicacion
adecuada en sitios complejos como Coatzacoalcos. La principal limitante resulto ser la
capacidad analitica tanto de matrices ambientales como biologicas, debido a que no se conto
con las metodologias analiticas para la cuantificacion de algunos compuestos como HAPs,
HTPs, dioxinas y monoémero de cloruro de vinilo de los cuales se sabe que existen en la zona.
Asi como, la cantidad de muestra (tejido) para la deteccion de los contaminantes; aunado al
costo elevado asociado al andlisis de las muestras. De manera alterna, se sugiere establecer una
bateria de biomarcadores mas amplia, con la finalidad de recabar lineas de evidencia que
permitan establecer el nivel de afectacion en diversos receptores ecologicos en sitios

contaminados.
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GLOSARIO

Este glosario fue tomado de la Guia técnica para orientar la elaboracién de estudios
de evaluacion de riesgo ambiental de sitios contaminados, publicada en diciembre del 2006

por la SEMARNAT-DGGIMAR.

Bioensayo de toxicidad: Prueba para establecer la magnitud y la naturaleza del efecto que
producira un agente quimico sobre organismos expuestos a ¢€l, bajo condiciones especificas.

Nota aclaratoria: En el area de la ecotoxicologia, los agentes incluyen muestras ambientales de
agua, suelo o sedimentos, efluentes domésticos e industriales, extractos de sedimentos o suelos
contaminados, etc.

Nota aclaratoria: Un bioensayo de toxicidad evaltia la porcion de organismos afectados
(resultado cuantitativo) o el grado de efecto (resultado cualitativo) después de la exposicion a
niveles especificos de un estimulo (concentracion o dosis de un quimico o mezcla de
quimicos).

Término relacionado: Prueba de toxicidad.

Bioensayo agudo: Pruebas cortas, en relacion con el tiempo generacional de los organismos, y
generalmente a altas concentraciones de exposicion.

Bioensayo créonico: Pruebas con tiempos mayores de exposicion a un agente estresante y
concentraciones generalmente bajas. El tiempo de exposicion corresponde al menos de una
décima parte del tiempo de vida de los organismos en estudio y las respuestas corresponden
por ejemplo a cambios en el metabolismo, crecimiento, reproduccion, habilidad para
sobrevivir.

Bioensayo subcronico: Pruebas de corta exposicion que son indicativas de efectos a tiempos de
exposicion mayores, generalmente dirigidas a organismos con estadios de vida criticos o
sensibles. El tiempo de exposicion generalmente no excede el 10 % del tiempo de vida de los
organismos.

Bioacumulacion: Concentracion resultante acumulada en el medio ambiente o en los tejidos de
organismos a partir de la incorporacion, distribucion y eliminacion de contaminantes obtenidos
por todas las rutas de exposicion por ejemplo por aire, agua, suelo, sedimento y alimento.

Nota aclaratoria: La acumulacion se da debido a su persistencia, la baja o nula alteracion por el
metabolismo del organismo y/o diversas caracteristicas fisicoquimicas del contaminante.

Bioaccesibilidad: Fraccion soluble de un elemento quimico contenido en el suelo determinado a
partir de un estudio in vitro.

Biodisponibilidad: Caracteristica de las sustancias toxicas que indica la facilidad de incorporase
a los seres vivos mediante procesos o mecanismos, inhalacion, ingesta o absorcion, y que estan
influenciados por diferentes parametros como, las rutas de exposicion, las caracteristicas
fisiologicas del receptor y las caracteristicas quimicas del xenobiotico.

Nota aclaratoria: se puede interpretar como la fraccion soluble de un elemento potencialmente
toxico que puede atravesar barreras bioldgicas de intercambio del organismo receptor.

Biodiversidad: La variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente, incluidos, entre otros,
los ecosistemas terrestres, marinos y otros ecosistemas acuaticos y los complejos ecoldgicos de
los que forman parte; comprende la diversidad dentro de cada especie, entre las especies y de
los ecosistemas.
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Biomarcador: Es un indicador bioquimico, fisiolégico o ecologico del estrés fisico, quimico o
bioldgico en los organismos y sus poblaciones. Es un trazador de las reacciones que pueden
ocurrir a diferentes niveles —molecular, celular, en el organismo completo, las poblaciones o
comunidades. Su deteccion permite evaluar de forma temprana los efectos negativos de los
contaminantes.

Nota aclaratoria: Se utilizan para: (1) detectar la presencia de una exposicion; (2) determinar las
consecuencias bioldgicas de la exposicion; (3) detectar los estados iniciales e intermedios de
un proceso patologico; (4) identificar a los individuos sensibles de una poblacion; y (5)
fundamentar la decision de intervenir, tanto a nivel individual como ambiental.

Biomarcadores de exposicion: Respuestas bioldgicas que integran las propiedades
fisicoquimicas del compuesto toxico y su toxicocinética en el organismo; es decir, reflejan que
el organismo estd o ha estado expuesto a contaminantes particulares dando cuenta de su
biodisponibilidad.

Biomarcadores de efecto: Respuestas moleculares, bioquimicas, celulares o fisiologicas de un
organismo y que son indicativas del efecto toxico de los contaminantes. Algunos de estos
biomarcadores sefialan solamente el estado de un proceso que puede ser o no reversible,
dependiendo de la duracion e intensidad de la exposicion.

Calculo de riesgo: Cuantificacion de la probabilidad de que ocurran efectos adversos especificos
en un organismo, sistema o poblacion por la exposicion actual o futura a un contaminante.

Nota aclaratoria: Esto incluye la magnitud, escala espacial, duracion e intensidad de las
consecuencias adversas y sus probabilidades asociadas como una descripcion de la relacion
entre causa-efecto.

Caracterizacion de riesgo: Es la integracion de la evidencia, razonamientos y conclusiones
recolectados durante la identificacion de peligro, evaluacion de dosis-respuesta y la evaluacion
de exposicion; el calculo de la probabilidad, incluyendo las incertidumbres de ocurrencia y
efectos adversos cuando se administra, toma o absorbe un agente en un organismo o
poblacion. Es el ultimo paso de la evaluacion de riesgo.

Caracterizacion de sitios contaminados: Es la determinacion cualitativa y cuantitativa de los
contaminantes quimicos o bioldgicos presentes, provenientes de materiales o residuos
peligrosos, para estimar la magnitud y tipo de riesgos que conlleva dicha contaminacion.

Componente ecoldgico: Cualquier parte del sistema ecologico incluyendo individuos,
poblaciones, comunidades, sus interacciones, relaciones y al mismo ecosistema.

Comunidad: Grupo de poblaciones de diferentes especies que interaccionan entre si y que
habitan en una misma area.

Concentracion: La relacion de una sustancia disuelta o contenida en una cantidad dada de otra
sustancia.

Concentracion de fondo total: Masa del elemento quimico regulado por unidad de masa del
suelo en estudio, expresada en términos del Sistema General de Unidades de Medida, que se
encuentra en un suelo de manera natural.

Contaminacion: La presencia en el ambiente de uno o més contaminantes o de cualquier
combinacion de ellos que cause desequilibrio ecoldgico.

Contaminante: Toda materia o energia en cualesquiera de sus estados fisicos y formas, que al
incorporarse o actuar en la atmoésfera, agua, suelo, flora, fauna o cualquier elemento natural,
altere o modifique su composicion y condicion natural.

Contaminante critico: Contaminante elegido por su abundancia, toxicidad y peligrosidad para
realizar la caracterizacion del riesgo.

166



Disefio y aplicacion de una metodologia de evaluacion de riesgo ecoldgico para fauna terrestre
Area de Toxicologia Ambiental del PMPCA-UASLP

Definicion y formulacion del problema: Proceso para generar y evaluar la hipotesis preliminar
acerca del porque de los efectos a la(s) poblacion(s), los recursos naturales y/o ecosistemas
ocurridos o que pudieran ocurrir a causa de la contaminacién del sitio. Provee el fundamento
para el estudio de evaluacion de riesgo ambiental y donde se elabora el escenario inicial de
trabajo, el plan de caracterizacion, muestreo y que incluyen los objetivos y alcances del
estudio.

Dérmico(a): Relativo a la piel. La absorcion dérmica significa absorcion de algin elemento a
través de la piel.

Dosis: Cantidad de una sustancia disponible que interactaa con el proceso metabdlico o bioldgico
de los receptores una vez que ha cruzado las barreras externas del organismo.

Dosis suministrada: Cantidad o concentracion del agente quimico o fisico que estd presente en la
superficie de contacto durante un periodo especificado y que se expresa por unidad de masa
corporal del individuo expuesto.

Dosis de exposicion (DE): Cantidad de sustancia a la que se expone el organismo y el tiempo
durante el que estuvo expuesto. La dosis de exposicion determina el tipo y magnitud de la
respuesta biologica.

Dosis de referencia (DdR): Es el indice de toxicidad que mas se utiliza en la evaluacion de
riesgos por exposicion a sustancias no-cancerigenas. Es el nivel de exposicion diaria que no
produce un riesgo apreciable de dafio en poblaciones humanas, incluyendo las subpoblaciones
sensibles.

Ecosistema: La unidad funcional basica de interaccion de los organismos vivos entre si'y de
éstos con el ambiente, en un espacio y tiempo determinados.

Efectos: Consecuencia por virtud de una causa.

Efecto adverso o dafio: Cambio en la morfologia, fisiologia, crecimiento, desarrollo, o
reproduccion de un organismo, poblacion, comunidad o ecosistema que resulta en el deterioro
de la capacidad funcional y deterioro en la capacidad de compensar los efectos de factores de
estrés adicionales. Es una funcion de la dosis de exposicion y, de las condiciones de
exposicion (via de ingreso, duracion y frecuencia de las exposiciones, tasa de contacto con el
medio contaminado, entre otros).

Efecto toxico o respuesta toxica: Cualquier desviacion del funcionamiento normal del
organismo que ha sido producida por la exposicion a substancias toxicas. S6lo se consideran
como desviaciones significativas los cambios irreversibles o los cambios que permanecen por
un periodo prolongado después de que la exposicion ha cesado. El tipo de efecto toxico que
produce una sustancia sirve para hacer una clasificacion general de los toxicos en: (1)
cancerigenos; (2) no-cancerigenos; y (3) toxicos para el desarrollo.

Endocrino: Perteneciente a hormonas o glandulas que secretan hormonas directamente en el
torrente sanguineo.

Escenario de exposicion: Conjunto de suposiciones que describen como ocurren las
exposiciones, incluyendo las caracteristicas del agente estresante.

Especie critica: Especie con interés ecologico o econdmico, o que es clasificada con algun
estatus de proteccion por la legislacion mexicana y por lo tanto se requiere conocer su
vulnerabilidad a los efectos de un contaminante y es elegida para realizar el estudio de riesgo
ambiental. Término relacionado: especie de interés especial u organismo blanco.

Especie receptora: Especie critica que recibe o esta en contacto con los contaminantes.

Especies y poblaciones en riesgo: Aquellas identificadas por la SEMARNAT como
probablemente extintas en el medio silvestre, en peligro de extincidn, amenazadas o sujetas a
proteccidn especial, con arreglo a esta Ley.
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Evaluacion de efectos: Analisis e inferencia de las posibles consecuencias en un organismo
blanco especifico, poblacion o ecosistema, por la exposicion a un factor en particular y basado
en el conocimiento de la relacion causa-efecto.

Evaluacion de exposicion: Medicion o estimacion de la dosis o concentracion de exposicion
incluyendo la calificacion de las incertidumbres.

Evaluacion de la toxicidad: Seleccion de los valores adecuados de los parametros que miden la
peligrosidad de las substancias toxicas presentes en el sitio, acompafiados por la calificacion
de la calidad de esa informacion. El pardmetro que se usa en evaluacion de riesgos es el indice
de toxicidad.

Evaluacion del Riesgo Ambiental: Proceso metodolégico para determinar la probabilidad o
posibilidad de que se produzcan efectos adversos, como consecuencia de la exposicion de los
seres vivos a las sustancias contenidas en los residuos peligrosos o agentes infecciosos que los
forman.

Exposicion: Co-ocurrencia del contacto entre el agente estresante y el componente ecoldgico.

Factor de incertidumbre: Factor aplicado a una concentracion de exposicion o a una
concentracion o dosis de efecto para corregirlo por una fuente de incertidumbre identificada.

Fuente de contaminacion: Punto o area de contaminacion y dispersion de materiales peligrosos
y residuos peligrosos al ambiente, fuente que emite contaminantes al medio ambiente en un
sitio contaminado.

Fuente no especifica: Actividades que generan una contaminacion difusa (no puntual) de
materiales peligrosos o residuos peligrosos al medio ambiente y que pueden aplicarse a
diferentes actividades o procesos.

Habitat: El sitio especifico en un medio ambiente fisico, ocupado por un organismo, por una
poblacién, por una especie o por comunidades de especies en un tiempo determinado.

Nota aclaratoria: Espacio que retine las condiciones adecuadas para que habite una poblacion o
especie (animal, planta, bacteria).

Incertidumbre: Conocimiento imperfecto relacionado con el estado presente y futuro de un
sistema en consideracion. Componente del riesgo que resulta de un conocimiento imperfecto
del grado de peligrosidad o de su patron de expresion espacial o temporal.

Indice de peligro: Es la relacion entre la concentracion de exposicion y un valor de referencia.

Ingestion: Tragar (como cuando se come o se bebe). Las sustancias quimicas pueden ser
ingeridas en el alimento, la bebida, utensilios, manos, suelo). Luego de la ingestion, las
sustancias quimicas pueden ser absorbidas en la sangre y distribuidas en todas partes del
cuerpo.

Inhalacion: Respiracion. La exposicion puede ocurrir por inhalacion de los contaminantes,
porque éstos se pueden depositar en los pulmones, transportarse en la sangre o ambos.

Limite maximo de exposicion: Cuando la exposicion aunque puede representar un riesgo para la
poblacion, es todavia socialmente aceptable.

Liberacion de residuos peligrosos: accion de descargar, inyectar, inocular, depositar, derramar,
emitir, vaciar, arrojar, colocar, rociar, abandonar, escurrir, gotear, escapar, enterrar, tirar o
verter residuos peligrosos en los elementos naturales.

Limite de tolerancia: Concentracién de exposicion o dosis de exposicion de un contaminante
debajo del cual se espera que no se exista efecto.

Término relacionado: umbral

Material peligroso: Elementos, substancias, compuestos, residuos o mezclas de ellos que,
independientemente de su estado fisico, represente un riesgo para el ambiente, la salud o los
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recursos naturales, por sus caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas,
inflamables o biologico-infecciosas.

Matriz ambiental: Elemento de un ecosistema en donde pueda estar incidiendo un contaminante
después de su emision. Puede ser el agua (de un rio, laguna, estero o mar), el sedimento, el
suelo o el aire.

Marcador biologico: Parametro que se puede usar para identificar un efecto toxico en un
organismo y también en la extrapolacion entre especies o como un indicador que sefiala un
evento o condicion en un sistema bioldgico o muestra y proporciona una medida de la
exposicion, efecto o sensibilidad. Sinénimo de Biomarcador.

Mecanismo de accion toxica: Proceso por el cual el efecto de un toxico es inducido. Por
ejemplo: narcosis aguda, inhibicidon de la enzima acetil colinesterasa.

Mecanismo de transporte: Proceso fisico mediante el cual los contaminantes migran hacia un
medio ambiente y de ¢l hacia otro medio.

Medidas para reducir la exposicion: Acciones de remediacion en las cuales no se produce una
eliminacion de los contaminantes del sitio, solamente se interrumpen a través de obras de
ingenieria las rutas y vias de exposicion. Ejemplos de dichas medidas son: construccion de
coberturas superficiales de apilamiento de residuos, canales, diques de contencion, cercas,
confinamientos y rellenos controlados.

Medios ambientales: Cualquier elemento natural (suelo, el agua, el aire, las plantas, los animales
o cualquier otra parte del medio ambiente) que participa en los flujos de materia y energia en
el sistema y que puede contener contaminantes. También referidos como compartimientos 6
componentes.

Modelo conceptual: Herramienta que representa esquematica o descriptivamente un evento de
contaminacion en un sistema ambiental. Es utilizado para determinar los procesos fisicos,
quimicos y biologicos que dan lugar al transporte de contaminantes desde la fuente hacia los
medios ambientales y de ahi a los potenciales receptores del sistema, asi como para determinar
el grado de contaminacioén de un sitio.

Modelo deterministico: Modelo matematico donde todo es especificado y donde no se incluye
un componente estocastico.

Monitoreo ambiental: Conjunto de acciones para la verificacion periddica del grado de
cumplimiento de los requerimientos establecidos para evitar la contaminacion del ambiente.

Morbilidad: Enfermedad. La tasa de morbilidad es el nimero de enfermedades o casos de
enfermedad en una poblacion.

Muestreo biolégico o dosimetria interna: Determinacion cuantitativa de la concentracion del
toxico o sus metabolitos en uno o mas medios corporales del organismo expuesto. Se usa para
estimar la exposicion que experimentan cada uno de los tejidos del cuerpo, con el fin de
estimar la magnitud de la exposicion ambiental y para demostrar que existié una exposicion
efectiva. El simple hecho de que el toxico se encuentre dentro del organismo es la prueba de
que existio la exposicion.

Nivel de referencia: Concentracion o dosis de un quimico que esta en el umbral de toxicidad o
de contaminacion significativa.

Organismo: Individuo; en el caso de organismos multicelulares se refiere a individuos formados
por un sistema de 6rganos.

Organismo blanco: Especie critica con valor econémico o ecoldgico que se elige para su
estudio. Nota aclaratoria: Se refiere a una especie critica elegida para estudio.
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Organismos y/o poblaciones no humanas: En evaluacion integral de riesgos se refiere a todos
los seres vivos, sean plantas, animales superiores o microorganismos. Estos son denominados
biota en las ciencias biologicas.

Peligro: Capacidad inherente de un (o varios) agente (s) de estrés de causar efecto(s) adverso(s)
cuando el hombre, sistemas o poblaciones estan expuestos a él.

Poblacion potencialmente expuesta: Grupos de individuos de la misma especie situados en el
mismo tiempo y espacio en la proximidad o dentro de un sitio contaminado, que pueden entrar
en contacto con sustancias o compuestos de origen antropogénico presentes en el medio
ambiente, susceptibles de ocasionar efectos adversos en la salud.

Pasivo Ambiental: Se considera a aquellos sitios contaminados por la liberacion de materiales o
residuos peligrosos, que no fueron remediados oportunamente para impedir la dispersion de
contaminantes, pero que implican una obligacion de remediacion. En esta definicion se incluye
la contaminacion generada por una emergencia que tenga efectos a largo plazo sobre el medio
ambiente.

Perfil toxicologico: Conjunto de informaciones toxicologicas de una sustancia a partir de
estudios de laboratorio o campo por medio de los cuales se generaron los parametros de
toxicidad caracteristicos de dicha sustancia.

Poblacion receptora: Poblaciones (humanas o biota) que estan expuestas a los contaminantes, la
poblacion receptora es entonces la poblacion expuesta.

Puntos de exposicion: Son los sitios en donde sucede el contacto de los organismos con los
contaminantes.

Receptor: Organismo, poblacion o comunidad que esta expuesta a contaminantes.

Relevancia ecologica: Respuestas que reflejan caracteristicas importantes de altos niveles de
organizacion biologica (por ejemplo poblaciones, comunidades, ecosistemas). Término que se
emplea para respuestas que sugieren el estado (en estructura y funcion) de poblaciones,
comunidades y ecosistemas.

Relacion causa-efecto: Relacion entre la cantidad de un agente administrado, incorporado o
adsorbido por un organismo, poblacion o ecosistema y el cambio desarrollado en tal
organismo, poblacion o ecosistema a causa del agente. Términos relacionado: relacion dosis-
efecto, relacion dosis-respuesta, relacion concentracion-efecto, evaluacion de efecto.

Respuestas con relevancia ecologica respuestas que indican el estado que guardan poblaciones,
comunidades y ecosistemas en cuanto a su estructura y su funcion.

Remediacion: Conjunto de medidas a las que se someten los sitios contaminados para eliminar o
reducir los contaminantes hasta un nivel seguro para la salud y el ambiente o prevenir su
dispersion en el ambiente sin modificarlos, de conformidad con lo que se establece en esta
Ley.

Residuo: Material o producto cuyo propietario o poseedor desecha y que se encuentra en estado
solido o semisoélido, o es un liquido o gas contenido en recipientes o depdsitos, y que puede ser
susceptible de ser valorizado o requiere sujetarse a tratamiento o disposicion final conforme a
lo dispuesto en esta Ley y demas ordenamientos que de ella deriven.

Residuos peligrosos: Todos aquellos residuos, en cualquier estado fisico, que por sus
caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables o bioldgico-infecciosas
representan un peligro para el equilibrio ecoldgico o el ambiente.

Riesgo: Probabilidad o posibilidad de que el manejo, la liberacion al ambiente y la exposicion a
un material o residuo, ocasionen efectos adversos en la salud humana, en los demas
organismos vivos, en el agua, aire, suelo, en los ecosistemas, o en los bienes y propiedades
pertenecientes a los particulares.
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Ruta de exposicion: Trayectoria que sigue un toxico desde la fuente de emision hasta el contacto
con las poblaciones previamente seleccionadas como potencialmente expuestas, incluyendo la
via de ingreso del toxico a los organismos expuestos. (Fuente de contaminacion, medio
ambiente y mecanismos de transporte, punto de exposicion, via de exposicion y presencia de la
poblacion receptora).

Sitio contaminado: Lugar, espacio, suelo, cuerpo de agua, instalacion o cualquier combinacion
de éstos que ha sido contaminado con materiales o residuos que, por sus cantidades y
caracteristicas, pueden representar un riesgo para la salud humana, a los organismos vivos y el
aprovechamiento de los bienes o propiedades de las personas.

Sub-organismo: Término que hace referencia a niveles de organizacion bioldgica por debajo del
nivel de organismo. Por ejemplo, bioquimico, molecular.

Supra-organismo: Término que hace referencia a niveles de organizacion biologica por arriba
del nivel de organismo. Por ejemplo, poblacion, comunidades.

Surrogado: Un organismo o poblacion de prueba que son cultivados en condiciones de
laboratorio y que sirven como sustitutos de organismos, poblaciones o comunidades locales en
pruebas de toxicidad.

Toxicidad.- La propiedad de una sustancia o mezcla de sustancias de provocar efectos adversos
en la salud o en los ecosistemas.

Toxicidad aguda.- El grado en el cual una sustancia o mezcla de sustancias puede provocar, en
un corto periodo de tiempo o en una sola exposicion, daios o la muerte de un organismo.

Nota aclaratoria: Tiempo corto respecto al tiempo generacional de los organismos.

Toxicidad crénica.- Es la propiedad de una sustancia o mezcla de sustancias de causar efectos
dafiinos a largo plazo en los organismos, generalmente a partir de exposiciones continuas o
repetidas y que son capaces de producir efectos cancerigenos, teratogénicos o mutagénicos.

Toxicidad subletal: Capacidad de un agente de causar efectos a concentraciones por debajo de
las que causan la muerte (concentraciones letales). Los efectos pueden ser a nivel conductual,
bioquimico, fisioldgico o histologico.

Toxicocinética: Proceso que incluye la incorporacion de compuestos toxicos al cuerpo del
organismo receptor, la biotranformacion, la distribucion de €l y de sus metabolitos en el tejido
y su eliminacion (del toxico inicial y de los metabolitos) del cuerpo del organismo receptor.

Toxicodinamia: Proceso de interaccion de compuestos toxicos con sitios blancos (se refiere a
sitios para comparacion) y las consecuencias bioquimicas y fisioldgicas que causan un efecto
adverso.

Via de exposicion: Proceso por el cual el contaminante entra en contacto directo con el cuerpo,
tejidos o barreras de intercambio del organismo receptor, por ejemplo, ingestion, inhalacion y
absorcion dérmica.

Vida silvestre: Los organismos que subsisten sujetos a los procesos de evolucion natural y que se
desarrollan libremente en su habitat, incluyendo sus poblaciones menores e individuos que se
encuentran bajo el control del hombre, asi como los naturales.
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ANEXO L.- SELECCION DE GRUPOS ANIMALES

Dentro de los grupos animales en los que se realizaron los estudios ecotoxicologicos, se
tratd de seleccionar especies criticas; es decir, especies que tienen un papel importante en la
dindmica del ecosistema y/o importancia (econdémica, cultural, cientifica, etc.) para el hombre
y que pudieran tener mayor vulnerabilidad a la contaminacion del sitio en estudio. En el
Cuadro 1 se presentan los Criterios de inclusion para seleccionar especies que funcionaron
como biomonitores en sitios contaminados de México dentro del Programa Nacional de
Monitoreo y Evaluacion Ambiental (PRONAME), cuyo objetivo es “definir y aplicar un
enfoque regional sustentable de América del Norte para el monitoreo ambiental y de la
exposicion humana a sustancias quimicas en el medio ambiente, incluido el biomonitoreo”.

A continuacioén se presentan los criterios con los cuales se determind cudl o cudles
serian las especies a evaluar:

e Tipo de contaminante(s) presentes en el sitio. En la mayoria de los sitios contaminados
existen mezclas de contaminantes. Por lo que se debe conocer la toxicocinética (la
velocidad de cambio de la concentracion de las sustancias toxicas dentro del organismo),
ademas de la toxicodinamia (dénde y como se lleva a cabo el efecto del toxico dentro del
organismo) de los contaminantes, tanto la toxicocinética como la toxicodinamia de los
compuestos toxicos se determinaron con base en literatura. No es imperativo realizar un
monitoreo ambiental en las diferentes matrices (suelo, agua, aire) para identificar los
contaminantes, ya que es posible obtener esta informaciéon consultando literatura
especializada, sin embargo, en caso de no existir antecedentes, sera necesario generar
informacion al respecto.

e Las probables rutas de exposicion (ingesta, inhalacion y dérmica) que dependeran del
comportamiento ambiental de los contaminantes. Una vez determinados los contaminantes
y las probables rutas de exposicion, es posible determinar qué especies son las mas
expuestas.

e Seleccionar las especies de biologia bien conocida (dieta, nicho ecologico, amplitud de
habitat, época reproductiva y habitos de conducta), esto se puede determinar con base en

literatura. Se recomienda realizar un muestreo poblacional preliminar para establecer si las
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especies propuestas son abundantes, de lo contrario serd necesario seleccionar otras
especies.

e Las especies seleccionadas deben ser relativamente de facil captura y manejo (insectos,
anélidos, crustaceos, peces, roedores, anfibios).

e Realizar un analisis documental basico de los componentes de la red trofica que existen en
el sitio de estudio, con la finalidad de seleccionar especies preferentemente ubicadas en
diferentes niveles de la red trofica, para lograr una mejor caracterizacion de la magnitud del

impacto ecoldgico y su posible afectacion a la poblacion humana.
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Cuadro 1.- Criterios de inclusidon para seleccionar especies que funcionaran como
biomonitores en sitios contaminados de México.

Restringida Amplia
1 5
Dificil Regular Fécil
1 3 5
Dificil Regular Facil
1 3 5
Poco Medianamente
documentada documentada  Bien documentada

[
(98]
(9}

Productor Consumidor Consumidor
secundario primario secundario
1 3 5
Si No
1 5

Nada Poco Mucho

[S—
(8]
(9}

Amplia Regular Reducida

—_—
(O8]
(9]

Chica Mediana Grande

—_—
W
()}

Econdmica Cultural Cientifica
Si No Si No Si No
Nada Poco Mucho
1 3 5

Esta tabulacion fue generada con la finalidad de seleccionar las especies que se van a

utilizar en el Programa Nacional de Monitoreo y Evaluacion Ambiental (PRONAME).
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Matriz de ponderacion de las especies propuestas para el Programa Nacional de Monitoreo y Evaluacion Ambiental

Grupo Especie Distribucion Facil Facil Biologia Nivel EI(?OML Antecedentes Area de Talla | Carisma Importancia de Puntaje final
taxonémico Nombre comdn Nombre cientifico identificacion | captura | general tréfico 059-2008 Ecotoxicoldgicos | actividad la especie **
Armadillo Dasypus novemcinctus 5 5 1 5 3 5 1 3 5 3 2 38
Muruglago Eptesicus fuscus 3 3 3 1 3 5 1 1 1 1 2 24
insectivoro
Murciélago Tadarida brasiliensis 5 5 1 3 5 5 1 1 1 1 2 30
insectivoro
Mamiferos | Rata algodonera Sigmodon sp. 3 5 3 5 3 1* 3 5 3 1 2 34
Rata magueyera Neotoma sp 5 5 3 5 3 5 1 5 3 1 2 38
Ratones de Liomys — Heteromys — 3 3 3 5 1 5 1 5 3 1 2 )
abazones Perognathus
Tlacuache Didelphis virginiana 5 5 1 5 3 5 1 3 5 1 2 36
Garza chapulinera Bubulcus ibis 5 5 1 3 5 5 1 1 3 1 3 33
Gorrion de ciudad Passer domesticus 5 5 3 5 3 5 1 1 1 1 2 32
Jilguero Myadestes sp. 3 3 1 3 5 1 1 3 1 1 3 25
Aves Lechuza Tyto alba 5 5 1 5 5 5 1 1 5 5 3 41
Zanate Quiscalus mexicanus 5 5 1 5 3 5 1 1 3 1 3 33
Pato pichin Dendrocygna spp. 5 5 1 5 5 5 3 1 5 1 3 39
Zopilote Cathartes y Coragyps 5 5 1 3 5 5 1 3 5 1 1 35
Cocodrilo Crocodylus sp. 3 5 1 5 5 1 3 3 5 5 3 39
Iguana Iguana y Ctenosaura 5 5 1 5 3 1 3 5 5 5 3 41
Reptiles Lagartijas Sceloporus sp. 5 1 3 5 3 1* 3 5 3 1 1 31
E::ga de orelRs | 1 chemys scripta 5 5 3 5 5 1 3 3 3 5 3 4
Vibora de cascabel Crotalus spp. 5 3 3 5 5 1* 1 3 5 3 3 37
Anfibios Sapo Bufo sp. 5 3 5 5 5 5 3 3 5 1 3 43
Lisa Mugi curema y M. 3 5 5 5 5 5 3 1 5 1 3 a
cephalus
Peces Tilapia Oreochromis sp. 5 3 5 5 5 5 3 1 5 1 3 41
Bagre Ictalurus y Cathostomus 5 1 5 3 3 5 3 1 5 1 3 35
Bivalvos Mystella estrigata
Invertebrados -
Hormigas Pogonomyrmex 3 5 5 5 1 5 1 5 1 1 2 34
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Grupo
taxonémico

: ety i Facil Facil Biologia Nivel NOM- Antecedentes Area de " Importancia de o
Especie Distribucion | yentificacion | cantura | ceneral | tréfico | ECOL- | Ecotoxicoldmicos | actividad | o2 | C3MSMa | 717 ecpecier | Funtajefinal
Lombrices Eisenia y Lumbricus 5 3 5 5 1 5 5 5 1 1 3 39
jaibas Callinectes sp. 5 5 5 5 3 5 3 5 3 2 3 44
ORGANISMO IDEAL 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 53

* Algunas especies de éste género si se encuentran en el PROY-NOM-059-SEMARNAT-2008.

** Todas las especies fueron calificadas con la misma importancia cientifica.
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ANEXO IL.- METODOLOGIAS PARA ANALISIS DE METALES Y COPs EN
MATRICES BIOLOGICAS

Metales

Procedimiento de digestion acida de tejidos

Los ejemplares se sacrificaran e inmediatamente se extraeran los tejidos (higado,
riflones, cerebro) y se prefunden con buffer Tris pH 7.2. Los tejidos se pesaran y recibiran un
tratamiento para eliminar la materia organica presente, esto se realizara colocando los tejidos
en un vaso de precipitado, adicionando 3 mL de HNO; concentrado y 0.5 mL de HCIO4, se
cubrird con un vidrio de reloj (previamente etiquetado) y se colocaran sobre una placa de
calentamiento a temperatura baja durante 15 minutos y después se aumentara la temperatura
hasta alcanzar los 80° C dejando a reflujo la muestra. Al término de la digestion, se retirara el
vidrio de reloj llevando la muestra a sequedad. El precipitado contenido en el vaso se
resuspende en un volumen de 15 mL de HCI 3%, todo el procedimiento se realizara por
duplicado. Como control de calidad se utilizara el estdindar de referencia NBS-Bovine liver

1577a, obtenido de National Bureau of Standards (USA).

Contaminantes Organicos Persistentes (COPs) en tejidos

Recolecta de la muestra de tejido

Obtener la maxima cantidad de tejido (aproximadamente 10 g) y colocarlo en un frasco
de vidrio color &mbar de boca ancha de 50 ml, al cual se le coloca papel aluminio entre la boca
del frasco y la tapa del mismo, colocar otra capa mas de papel aluminio cubriendo la parte
superior del frasco y sellar con parafilm. Etiquetar con los datos necesarios para su posterior
identificacion. Las muestras deben mantenerse frias durante el periodo de colecta y transporte.

La muestra debera congelarse a -15°C hasta su andlisis.

Método analitico para cuantificar COPs en tejido

El método de extraccion de COPs en tejido se basa en el método desarrollado y
validado por Jensen et al., (2003), el cual se divide en tres etapas: 1) Extraccion de los lipidos

del tejido; 2) Extraccion de los analitos de los lipidos; 3) Limpieza de la muestra.
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1. 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.I y el solvente es colectado en
un segundo embudo (de vidrio sin filtro) que contiene 50 ml de H;PO,4 0.1 M disuelto en NaCl
al 0.9 %.

Se realiza una segunda extraccion liquido-liquido del embudo No.l 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 orgdnica 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 orgdnica (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 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 minutos hasta alcanzar un peso constante). Cuando el
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solvente se ha evaporado se determina entonces el peso y por diferencia de pesos se obtiene el

peso de los lipidos.

2. Extraccion 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 proporcioén de 1 ml de solvente por cada 100 mg de lipidos. Adicionar
al tubo de ensaye, el mismo volumen de H,SO4 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 4cida (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 orgénica es transferida al segundo tubo. Las fases orgénicas colectadas en el
segundo tubo son evaporadas hasta aproximadamente 0.5 ml empleando corriente de nitrogeno

y calentamiento (37 °C) para posteriormente realizar la limpieza.

3. Limpieza de la muestra.

a) Activacion de la silica gel.

La silica gel se activa en una estufa a 280°C durante 24h, se deja enfriar a temperatura
ambiente y se transfiere a un frasco de vidrio ambar, éste se coloca en un desecador para

conservar la silica activada. Esta debe usarse por un periodo de no mas de 7 dias.
b) Preparacion de las columnas.

Se preparan las columnas de la siguiente manera: en una pipeta Pasteur de punta larga
se coloca un tapdon de lana de vidrio silanizada, se agrega 0.1 g de una mezcla de SiOsact:KOH
IM (2:1), 0.9 g de una mezcla de SiO2act:H,SO4 conc. (2:1) y 0.1 g de sulfato de sodio

anhidro.

¢) Limpieza de la muestra.
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La columna se acondiciona con 8 ml de una mezcla de DCM (dicloro metano):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 nitrégeno 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.
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ANEXO III.- RESULTADOS DE COPS EN IGUANAS
CAPTURADAS EN COATZACOALCOS.

Con los resultados obtenidos se generara un articulo cientifico para ser publicado en

una revista con arbitraje internacional, el titulo provisional de la publicacion es:

Titulo provisional: Persistent Organic Pollutants in endangered species of iguana of

Coatzacoalcos, Veracruz, Mexico.

Debido a su popularidad como mascotas y alimento en México e incluso en paises de
América Latina, las iguanas (Iguana iguana y Ctenosaura pectinata) estan registradas en el
Apéndice II de la Convencidn sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de
Fauna y Flora Silvestres (CITES), por lo tanto estdn consideradas como especie en riesgo
(CITES, 2007). En México, la iguana se encuentra registrada en el proyecto de norma PROY -
NOM-059-SEMARNAT-2008 bajo el estatus de especie protegida. Los estudios de exposicion
a contaminantes que se han realizado en la region de Coatzacoalcos se enfocan principalmente
en fauna acuatica, mientras que la fauna terrestre no ha sido estudiada. La iguana representa un
recurso alimenticio muy importante en los habitantes de la zona (Lara-Lopez y Gonzalez-

Romero, 2002).

Monitoreo ambiental

En la Figura 1 se presentan las concentraciones de COPs en muestras de suelo donde se
capturaron las iguanas (Interseccion 1, 2 y 3; n = 3), unicamente el HCB esta por encima (4.7
veces) de los limites establecidos por la Guias Canadienses de Calidad Ambiental (CEQG, por
sus siglas en inglés) y/o por la Administracion Nacional Oceanica y Atmosférica (SQuiRT-

NOAA, por sus siglas en inglés), de Estados Unidos.
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Figura 1.- Concentraciones de COPs en suelo (mediaterror estandar) donde se capturaron las iguanas.

Se lograron capturar nueve iguanas en la localidad de Interseccion; éstas se pesaron, se
determiné su sexo, se registraron medidas morfométricas y se revisaron detalladamente para
detectar la presencia de ectoparasitos (Cuadro 1). Se les extrajo sangre para realizar la

cuantificacion de COPs. No se registraron ectoparasitos ni malformaciones en los organismos

capturados.

Cuadro 1.- Datos morfométricos registrados en iguanas capturadas en Interseccion

Numero de Largo Cola Ecto- Nombre Nombre
Estadio ‘
individuo Total (cm) Vertebral (cm) parasitos cientifico comin
1 54.0 36.0 3 207.1 0 juvenil Iguana iguana
2 47.0 31.0 Q 128.3 0 juvenil L. iguana
3 34.6 24.0 - 373 0 cria L. iguana Iguana
4 61.0 39.0 Q 280.0 0 subadulto L. iguana verde
5 65.0 41.0 Q 421.0 0 subadulto L. iguana
6 61.0 354 Q 549.0 0 subadulto L. iguana
7 76.0 43.2% a8 964.0 0 adulto Ctenosaura pectinata
i Iguana
8 62.0 35.2% a8 802.7 0 adulto C. pectinata
negra
9 62.0 31.0 a8 821.0 0 adulto C. pectinata
*Qrganismos con cola incompleta, ¢ = hembra, & = macho, --- = no se obtuvo dato.
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Para ninguna de las nueve iguanas capturadas fue posible obtener un volumen
adecuado de muestra (2 mL) requeridos para el analisis de COPs en sangre; por ello, s6lo se
muestran las concentraciones de estos compuestos de tres organismos. Debido a que las
iguanas se encuentran en el PROY-NOM-059-SEMARNAT-2008 se sacrificaron tres
organismos (el minimo estadistico) y se recolect6 una iguana muerta. En total se cont6é con
cuatro organismos de los cuales se pudo obtener diferentes tejidos (adiposo, hepatico y
musculo) quedando la relacion de la siguiente manera: tejido hepatico (cuatro muestras), tejido
muscular (tres muestras), tejido adiposo (dos muestras) y plasma (tres muestras). Es
importante hacer notar que dos de los organismos no presentaron tejido adiposo, y en uno de
estos, por su tamafio, tampoco se logro obtener tejido muscular. Las iguanas unicamente

pudieron ser recolectadas en el sitio denominado interseccion.

COPs en Plasma

En la Figura 2 se muestran los valores de COPs (ng/g lip) cuantificados en plasma de
iguanas verde y negra (Iguana iguana y Ctenosaura pectinata, respectivamente). Se
encontraron cuatro congéneres de PCBs (52, 153, 180 y 170); no se tienen valores de

referencia para poder comparar y tampoco se encontraron trabajos relacionados en la literatura

cientifica.

PCB’s en plasma de iguanas

0

Iguana verde Iguana verde Iguana negra

mPCB52 OPCB153 o PCB180 mPCB170

Figura 2.- Valores de COPs (ng/g lip) en plasma registrados en iguanas capturadas en Coatzacoalcos Veracruz.
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COPs en tejido

En la Figura 3 se muestran las concentraciones de diferentes Contaminantes Organicos
Persistentes (media + Error Estandar) ajustados por gramo de tejido en musculo, higado y
tejido adiposo de iguanas. En los HCHs y el DDE las concentraciones son mayores en el tejido
adiposo seguido por los tejidos hepatico y muscular. Los niveles mas elevados de mirex se
registraron en el higado. Respecto a los congéneres de PCBs registrados en tejidos solo el PCB
170 y 180 se registraron en musculo, higado y plasma. No se detectd ningiin congénere de

PCB’s en tejido adiposo.
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Mirex en tejido de iguanas
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Figura 3.- Concentracion (media=EE) de a) HCHs; b) DDE; ¢) Mirex; d) PCBs (ng /g tej) en musculo (n=3),
higado (n=4) y tejido adiposo (n=2) de iguana.
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