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RESUMEN

En este estudio se determind la actividad de biomarcadores no destructivos
(glutation s-transferasa —GST-, malondioaldehido —MDA-, &cido aminolevulinico
dehidratasa -6-ALAD-, parametros hematologicos —HCM-, butirilcolinesterasa —
BChE-, apoptosis, factor de condicibn —FC- y vitelogenina —VTG-) en sapos
gigantes (R. marina) de dos zonas (alta y baja) de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos para compararlos con organismos de referencia (sapos mantenidos
en laboratorio). De cada estacion de muestreo de las zonas se colectaron de 4 a
10 sapos gigantes, a los cuales se les tom6 peso, talla y muestra sanguinea
(plasma, paquete eritrocitario). Posteriormente, en estas muestras biolégicas se
determinaron los biomarcadores no destructivos la mayoria por métodos de
espectrofotometria UV-Visible y con lector de microplacas, solamente apoptosis se
determind por citometria de flujo en el paquete eritrocitario. Los sapos gigantes
residentes de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos mostraron un aumento de
actividad GST y BChE 1.4 veces mas comparado con los organismos de
laboratorio. En cuanto a la peroxidacioén lipidica reportada como MDA se encontré
una menor presencia de este compuesto (2.3 veces menor) en los organismos de
la zona alta comparado con los de referencia y de la zona baja. Se encontré un
porcentaje de inhibicion de &-ALAD de un 60 a 65% en los anfibios de
Coatzacoalcos. Se obtuvo también una disminucion de 1.4 veces en el FC de los
sapos residentes de la zona baja comparado con el de los de la zona alta. La
apoptosis en eritrocitos se presentd 10.7 veces y 33.3 veces mas en los
organismos residentes de la zona alta y baja, respectivamente, en comparacion a
los de laboratorio. En cuanto a VTG, se encontraron concentraciones similares de
esta proteina entre sapos hembras (referencia) y sapos machos (Coatzacoalcos).
Finalmente, las correlaciones entre biomarcadores confirmaron que la utilizacion
de una bateria estos es util para el caso de monitoreo o evaluaciones de riesgo
ecoldgico, debido a que algunos biomarcadores pueden estar relacionados entre
si, y, a su vez, pueden estar cumpliendo otras funciones para regular o equilibrar

la homeostasis de los organismos.
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ABSTRACT

In this study the activity of nondestructive biomarkers (glutathione s-
transferase -GST-, malondioaldehyde -MDA-, aminolevulinic acid dehydratase -6-
ALAD-, hematological parameters -HCM-, butyrylcholinesterase -BChE-,
apoptosis, condition factor -FC- and vitellogenin -VTG-) was determined in giant
toads (R. marina) in two areas of the lower basin of the Coatzacoalcos River to
compare with reference organisms (toads maintained in the laboratory). Of each
sampling station areas were collected from 4 to 10 giant toads, to which they were
taken weight, height and blood samples (plasma, erythrocyte package).
Subsequently, in these biological samples most of nondestructive biomarkers were
determined by methods of UV-Visible spectrophotometry and microplate reader,
only apoptosis was determined by flow cytometry in the erythrocyte package.
Residents giant toads of lower Coatzacoalcos River basin showed an increase of
GST activity and BChE activity of 1.4 times compared with laboratory organisms.
As for lipid peroxidation MDA reported as a smaller presence of this compound
(2.3 fold) in organismos of the upper area compared to baseline. A percentage of
60 to 65% inhibition of 8-ALAD found in Coatzacoalcos amphibians. A decrease of
1.4 times in the FC of toads residents of the lower zone. Apoptosis in erythrocytes
showed 10.7 times and 33.3 times more in toads of Coatzacolcos river basin
(upper and lower zone respectively), compared to the laboratory. As for VTG,
similar concentrations of this protein among female toads (reference) and male
toads (Coatzacoalcos) found. Finally, correlations between biomarkers confirmed
that the use of a battery of these is good in monitoring or ecological risk
assessments, because some biomarkers may be interrelated, and, in turn, may be
performing other functions like a regulate or balance the homeostasis of

organisms.

| xi
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INTRODUCCION

La evaluacion de riesgo ecologico, la evaluacion integrada de riesgos v el
monitoreo ambiental son herramientas Utiles para determinar la probabilidad de
gue se produzcan efectos adversos en los niveles de organizacion bioldgica de la
biota asi como en los humanos, como consecuencia de la exposicion a
contaminantes en un sitio 0 ecosistemas determinados (Ruiz-Saucedo, 2006;
Sutter 1l, 2007). Este tipo de evaluaciones, a lo largo de los afios, se han basado
en los andlisis quimicos de las muestras recolectadas de aire, suelo 0 agua
(evaluacién ambiental), asi como medicion de los niveles subletales acumulados y
efectos de los xenobidticos (biomarcadores) en organismos centinelas
(biomonitoreo) (Root, 1990; llizaliturri et al., 2009).

Una de las partes mas importantes de este tipo de evaluaciones es la
utilizacibn de biomarcadores. Por lo tanto, las mediciones bioquimicas,
fisiologicas, histologicas, morfologicas y de comportamiento son considerados
biomarcadores para utilizarse en la evaluacion de la exposicion o de los efectos a
contaminantes en organismos biomonitores (Capo-Marti, 2007). En México, se
han utilizado biomarcadores en diferentes evaluaciones de riesgo 0 monitoreos
ambientales como por ejemplo; para evaluar el efecto de jales mineros en biota
(Jasso-Pineda et al., 2007; Espinosa-Reyes et al., 2010a), para evaluar el efecto a
la exposicién a contaminantes organicos persistentes (COPs) y metales pesados
(Pb) en Coatzacoalcos (Espinosa-Reyes et al., 2010b, Gonzalez-Mille et al., 2013,
llizaliturri-Hernandez et al., 2013) y en rios de Jalisco (Mejia-Saavedra, 2014). Sin
embargo, en estas evaluaciones solo se ha utilizado un tipo de respuesta o efecto
en los organismos. Diversos autores sefialan distintas ventajas al utilizar un
enfoque con multiples biomarcadores (es decir una bateria) en el monitoreo
bioldgico, por ejemplo; se podrian conjuntar en un indice que a su vez proveeria
un mayor entendimiento de los efectos en los organismos y priorizar los sitios mas
afectados en una region contaminada para finalmente proponer la contencion o
mitigacion de la contaminacién (Depledge, 1994; Beliaeff y Burgeot, 2002; Broeg y
Lehtonen, 2006; Roméo y Giambérini, 2013).
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Asi mismo, en algunas evaluaciones o monitoreos ambientales se han
utilizado biomarcadores destructivos, es decir, se ha requerido el sacrificio de
organismos, lo cual en otros sitios no puede realizarse debido al estatus de
proteccion de la fauna o por términos de bioética. Los biomarcadores no
destructivos tienen una serie de ventajas contra los destructivos. Aunque, ambos
cumplen la funcion de demostrar la exposicién y efectos de los contaminantes. La
diferencia radica en que los primeros no requieren el sacrificio del organismo, solo
se toman muestras biolégicas como sangre, orina 0 biopsias de tejido; y ademas,
se pueden utilizar por temporadas con el mismo biomonitor y recolectarse un
mayor numero de muestras (Fossi y Leonzio, 1994). Por lo cual una bateria de
biomarcadores no destructivos en un biomonitor bien definida podria poveer
suficiente informacion para complementar las evaluaciones de riesgo 0 monitoreos
ambientales para un mayor peso de evidencia y la posterior toma de decisiones en
torno a los sitios contaminados.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar una bateria de biomarcadores
no destructivos en un biomonitor de la region de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos, Veracruz, uno de los sitios mas afectados por la contaminacion.
Para posteriormente, proponer esta bateria de biomarcadores como una
herramienta para complementar las evaluaciones de riesgo 0 monitoreos

ambientales en diferentes escenarios de contaminacién en México.

1.1 Justificacion

En México existen diferentes tipos de sitios contaminados, de los cuales
algunos no han sido evaluados en cuestion de los efectos de los contaminantes
hacia la biota o incluso hasta los seres humanos. Aunado a esto, en materia
ambiental existen muy pocas normas en nuestro pais en cuanto a algunos
contaminantes como COPs, HAPs, BPCs o metales pesados. Por lo cual es
importante iniciar con un acercamiento de sus efectos en organismos, de la mano
de la utilizacién de biomarcadores.

Uno de los sitios donde se tiene un mayor registro de contaminacion es la

region de la cuenca baja Coatzacoalcos (Veracruz). Considerada como una de las
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regiones mas contaminados de México debido a las actividades industriales e
urbanizacibn que han contribuido al deterioro de los ecosistemas que se
encuentran en esta region (Vazquez-Botello y Paez, 1987; Bozada-Robles y
Bejarano-Gonzalez, 2006); a tal grado que, en las matrices ambientales como el
agua, suelo, aire o sedimento, e incluso en seres humanos y fauna se ha
detectado la presencia de contaminantes como compuestos organicos
persistentes (COPs), compuestos organicos volatiles o metales pesados, entre
otros (Stringer et al. 2001; Blake, 2005; Riojas-Rodriguez et al. 2008; Espinosa-
Reyes et al., 2013; llizaliturri-Herndndez et al., 2013). Algunos de estos
contaminantes se han asociado a efectos genotdéxicos o enzimaticos en
organismos acuaticos y terrestres (Espinosa-Reyes et al., 2010b; Gonzéalez-Mille
et al., 2010; Gonzalez-Mille et al., 2013; llizaliturri-Hernandez et al., 2013). Por lo
cual, se eligio este sitio para probar la bateria de biomarcadores en un organismo
biomonitor.

Dentro de los organismos mas afectados por los contaminantes en
Coatzacoalcos, se encuentran los anfibios; un grupo de vertebrados que
representan el eslabon entre la vida en el medio acuatico y la adaptacion a la vida
terrestre (Samaniego-Herrera et al., 2007). Este ciclo de vida complejo y sus
caracteristicas como: tamafio, su fisiologia, metabolismo y su piel altamente
permeable hacen a los anfibios especialmente susceptibles a la degradacion del
ambiente (Wells, 2007), por lo cual, han sido considerados como indicadores o
biomonitores de la calidad ambiental (Sparling et al., 2010). Diferentes estudios
han propuesto a la contaminaciéon ambiental como uno de los factores o cofactores
en el declive mundial de los anfibios que se ha presentado desde hace mas de
una década (Linder et al., 2003; Sparling et al., 2010). El sapo gigante o de cafa
(R. marina) es un anfibio anuro de distribucién nativa en México y Centroamérica,
un organismo omnivoro y oportunista (Zug y Zug, 1979) y con caracteristicas
fisiolégicas como un alto indice somatico lipidico; por lo que puede integrar
diferentes vias de exposicion a contaminantes (Gonzélez-Mille et al., 2013;
llizaliturri-Hernandez et al., 2013). Esta especie ha sido utilizada como biomonitor

en la evaluacion de la contaminacion del aire (Dohm et al., 2008), enfermedades
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infecciosas (Zupanovic et al., 1998), plaguicidas organoclorados (Linzey et al.,
2003) y perturbadores endocrinos (McCoy et al.,, 2008). En México ha sido
utilizado como biomonitor de exposicién a Pb (llizaliturri-Hernandez et al., 2013) y
contaminantes orgénicos persistentes (Gonzalez-Mille et al., 2013), ambos en la
cuenca del Rio Coatzacoalcos. Sin embargo, en las anteriores investigaciones
solo se ha utilizado la medicion de un solo tipo de cambio o efecto a nivel
bioquimico en la especie. Como resultado de ser un buen biomonitor, vy
susceptible a la contaminacion, R. marina fue el organismo ideal para ser utilizado
en la integracion de una bateria de biomarcadores de exposicion o efecto.

El uso de multiples biomarcadores pueden ser de utilidad en el monitoreo
de sitios contaminados, porque pueden ser correlacionados entre si, e integrase
en un indice donde pueda establecerse el grado de riesgo que los contaminantes
puedan tener a la salud de los organismos (Beliaeff y Burgeot, 2002; Broeg y
Lehtonen, 2006; Roméo y Giambérini, 2013), y, dado que estos biomarcadores al
ser no destructivos y medidos en fluidos biologicos pueden extrapolarse para ser
usados en otras especies de vertebrados (hasta en peligro de extinciébn o bajo
proteccion especial de ecosistemas similares al del sapo gigante). Asi mismo, es
de suma importancia crear una bateria de biomarcadores dada la existencia de
diferentes escenarios de contaminacion a lo largo del pais, y aplicarla en un
organismo que tenga una amplia distribucion como el sapo gigante, para afiadir un
mayor peso de evidencia en evaluaciones de riesgo ecolégico o monitoreo
ambiental para priorizar los sitios en una region contaminada y asi tomar las

decisiones adecuadas en cuanto a su remediacién o mitigacion.

1.2 Objetivo general

Determinar la actividad de biomarcadores no destructivos (glutation s-
transferasa, malondioaldehido, ALAD, parametros hematoldgicos,
butirilcolinesterasa, apoptosis, factor de condicion y vitelogenina) en sapos
gigantes (R. marina) de dos zonas de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos. De
tal manera gque estos biomarcadores puedan ser utilizados en el monitoreo y

evaluacion de riesgo ecoldgico de sitios contaminados.




Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016
marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

1.3 Objetivos especificos

e Llevar a cabo el muestreo bioldgico de sapos gigantes en dos zonas
consideradas como zona alta y baja.

e Determinar los biomarcadores no destructivos en plasma o sangre completa
de sapo gigante de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos y comparar
contra una referencia.

e Relacionar la variacion de los biomarcadores con los contaminantes

registrados en la region en estudios previos.
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ANTECEDENTES GENERALES
2.1 Sitio de Estudio
2.1.1 Ubicacion

La cuenca del Rio Coatzacoalcos se encuentra localizada en la Region
Hidroldégica No. 29, ubicada en la denominada Llanura Costera del Golfo de
México limitada al sur por la Sierra Madre del Sur y al norte por la Cuenca del Rio
Papaloapan. Tiene un area total de 23 956 km?, representando el 1.2% de la
superficie total de la Republica Mexicana. Comprende territorialmente 32
municipios, 9 pertenecientes al Estado de Oaxaca y 23 a Veracruz (Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales -SEMARNAT- y Comision Nacional del
Agua -CONAGUA-, 2014).

De acuerdo a Baruch-Velazquez (2010) la cuenca del Rio Coatzacoalcos se
divide en tres componentes funcionales:

e Cuenca Alta: con una altitud que va desde los 1001 a 3200 metros sobre el
nivel del mar, y se localiza entre la Sierra Atravesada, los Chimalapas de la
selva Zoque y Sierra Mixe en la Sierra Madre del Sur, en el estado de
Oaxaca.

e Cuenca Media: con una altitud de 151 a 1000 msnm, localizada en la parte
del Volcan de San Martin Pajapan en la Sierra Volcanica de los Tuxtla y la
Llanura Costera del Golfo Sur. Entre los limites de lo estados de Oaxaca y
Veracruz.

e Cuenca Baja: con una altitud que va de los 0 a 150 msnm y localizada
sobre la Llanura Costera del Golfo Sur. El cual recorre diferentes municipios
de Veracruz.

La cuenca baja del Rio Coatzacoalcos se ubica entre los paralelos
17°39'54” y 18°21'30” de la latitud norte y los meridianos 94°03'23"” y 94°54°37”
de longitud oeste (Figura 1). Tiene una superficie de 4 681.63 km?. Comprende 21
municipios entre los cuales figuran Acayucan, Agua Dulce, Chinameca,
Coatzacoalcos, Cosoleacaque, Hidalgotitlan, Ixhuatlan del Sureste, Jaltipan, Las

Choapas, Mecayapan, Minatitlan, Moloacan, Nanchital de Lazaro Cardenas,
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Olutla, Oteapan, Pajapan, Sayula de Aleméan, Soconusco, Soteapan, Texistepec y
Zaragoza (Secretaria de Desarrollo Social -SEDESOL-, s.f.)

Google earth
£

Figura 1. Ubicacion de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México (Fuente: Google
Earth, 2015)

2.1.2 Clima
La cuenca baja del Rio Coatzacoalcos cuenta los siguientes climas
(Baruch-Velazquez, 2010):

e Am (f)(i) g. Calido-humedo con un porcentaje de lluvia invernal mayor al de
10.2% de la anual, con poca oscilacidon térmica (5-7°C), el mes mas caliente
se presenta antes del solsticio de verano

e Am (i) g. Calido-humedo con lluvias en verano, porcentaje de lluvia invernal
entre 5-10.2 % de la anual, con poca oscilacién térmica (5-7°C).

Cuenta con una temperatura estacional de 22-26°C, y los vientos dominantes son
en direccidn noreste y sureste. Se presentan tres estaciones diferenciadas: nortes
(Enero), secas (Abril) y lluvias (Agosto-Septiembre) (Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad -CONABIO-, 2015).
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2.1.3 Hidrologia

El Rio Coatzacoalcos recibe tres afluentes principales: Rio Coachapa que
entra a la cuenca 5 km arriba del municipio de Minatitlan; el Rio Uxpanapa que
entra en el cauce principal 3 km debajo de Minatitlan. Por su margen izquierdo
recibe al Rio Calzadas que se une a 4 km de su desembocadura. En la cuenca
baja en el area de Hidalgotittan se encuentran cuatro islas: Tacamichapa,
Yeguero, Tacoteno y Pajaritos. Se encuentra un canal que comunica con la
darsena de Pajaritos, a 3 km de la desembocadura del rio, cuyas condiciones
naturales se modificaron para convertirse en una darsena de atraque de barcos

petroleros (Baruch-Veldzquez, 2010).

2.1.4 Tipos de suelo

De acuerdo a Sommer et al. (2010) los tipos de suelos que se encuentran
en la cuenca baja son arenosoles (suelos arenosos, con textura gruesa, alta
permeabilidad y baja capacidad de almacenaje de agua y nutrientes, susceptibles
a erosion), gleysoles (suelos propios de humedales o terrenos pantanosos,
saturados de agua por temporada y alta materia organica), cambisoles (suelos con
contenidos de arcilla, materia organica y carbonatos), luvisoles y acrisoles (con un

contenido mayor de arcillas en el subsuelo, &cidos, intemperizados).

2.1.5 Vegetacion

La region del Rio Coatzacoalcos, en su parte baja, comprende desde
comunidades vegetales hasta asociaciones secundarias de plantas llamadas
acahuales y pastizales. Estos ambientes vegetales que estan presentes en la
region es influenciada por los cambios en el sistema hidrodinamico del propio rio y
sus afluentes, donde a su vez la vegetacion es de vital importancia como hébitat,
refugio y fuente de alimentacion de las especies animales, sitio de
almacenamiento y purificacion del agua. Dada la diversidad de ecosistemas en
esta region la vegetacion se clasifica en: dunas, vegetacion acuatica y

subacuatica, tular, popal, ciperal, manglar, vegetacién riparia, selva alta
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perennifolia, selva mediana perennifolia, jimbal, tasistal, encinar, acahuales y
pastizal (Carmona y Hernandez, 2010; CONABIO, 2015).

2.1.6 Fauna

La presencia de ambientes tropicales en esta region predice la existencia
de una alta riqueza de fauna. La diversidad de la fauna de la region se ha
estimado en 56 especies de anfibios y reptiles (lo cual corresponde al 40% para el
estado de Veracruz), 116 especies de aves (16.5% de la avifauna reportada para
el estado) y 60 especies de mamiferos (10% del total estatal). De esta riqueza de
vertebrados se identifican dos anfibios, 12 reptiles, 14 aves y dos mamiferos en
alguna categoria de riesgo, de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2001. Los
sitios identificados hasta ahora con mayor diversidad de fauna se localizan en las
zonas de Minatitlan y Cosoleacaque, donde se encuentra una gran proporcion de
manglar. A lo largo de la cuenca de Coatzacoalcos se encuentran humedales
donde se han identificado especies de reptiles como el caiman (Claudius
angustus), pochitoque (Kinosternon leucostomum) o como el cocodrilo de pantano
(Crocodylus moreletii); aves, como el pato silvestre (Cairina moschata) y el halcén
aplomado (Falco femoralis); mamiferos, como la nutria (Lontra longicaudis) o el
jaguaroundi (Herpailurus jaguarondi); y anfibios, como la cecilia (Dermophis
mexicaus), la rana Lithobates berlandieri o el sapo gigante (R. marina). Algunas de
estas especies se encuentran incluidas en la NOM-059-SEMARNAT-2001

(Morales-Mavil y Suarez-Dominguez, 2010).

2.1.7 Principales actividades productivas del sitio de estudio
2.1.7.1 Actividades primarias

En la cuenca se desarrollan actividades agricolas (de temporal y/o de
riego), el cultivo de pastos y desarrollo de pastos inducidos (SEMARNAT vy
CONAGUA, 2014). Los principales cultivos que se producen son maiz, arroz, chile,
pepino, hortalizas, cafia de azucar, sorgo, frijol, citricos, entre otros (INEGI, 2009;
Mendoza-Cantu et al., 2010).
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Se préctica en la region la ganaderia de bovinos, con un doble propdsito: la
produccion de leche y de carne, ademas de ovino, caprino, porcino y gallinaceas
abarcando extensiones de tierra de municipios como Minatitlan y parte de
Coatzacoalcos (INEGI, 2009).

2.1.7.2 Actividades secundarias

En ocho localidades alrededor de la cuenca del rio se realizan este tipo de
actividades, como son la industria extractiva (petréleo y gas), de la construccion y
de la transformacion (Mendoza-Cantu et al., 2010).

Hasta 2013, se contaban con diferentes industrias dedicadas a la
produccion de alimentos, quimicos o petrolera en la region de la cuenca baja del
Rio Coatzacoalcos en diferentes municipios que lo componen (Tabla 1). Cada una
de estas producen y emiten contaminantes hacia los ecosistemas de la cuenca
(SEMARNAT, 2013).

2.1.7.3 Actividades terciarias

De acuerdo a la funcion principal se desarrollan actividades terciarias, entre
las que destacan el comercio, los servicios, el transporte y la administracion
publica. Ocupan una superficie aproximada de 114.75 km?2. Algunos municipios
que conforma la regidbn de la cuenca baja como Ixhuatlan del Sureste,
Coatzacoalcos, Minatitlan, Cosoleacaque, Nanchital y Agua Dulce se dedican al
sector terciario (INEGI, 2009; Mendoza-Cantu et al., 2010).

Tabla 1. Industrias localizadas y sus emisiones hasta 2013 en municipios de la cuenca
baja del Rio Coatzacoalcos (SEMARNAT, RETC, 2013)

Nombre Sector Municipio Emisiones
PEMEX Exploracién y Hg, Pb (compuestos), Cd,
Produccion: Estacion 3 o Cr (compuestos), Ni, As y

o » Petrdleo y Petroquimica Agua Dulce . .
Provisional de separacion cianuro organico en agua
RABASA CO.en aire
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Nombre Sector Municipio Emisiones
e » Cianuro inorganico y
) . Quimica (produccién de o
Ciarant México S.A. de C. ) o . orgénico, Hg, Pb, Cd, As,
sustancias quimicas a partir | Coatzacoalcos .
V. Ni, Cr en suelo, CO, en
de mezclas) )
aire.
| o CO; y acetaldehido en aire,
Petréleo y quimica o .
o Bifenilos Policlorados
Grupo CELANESE S. de | (fabricacién de .
o . Coatzacoalcos (BPCs), Ni, Cd, Pb, Hg, Cr,
R.L. de C.V. petroquimicos secundarios,
) As, Asbesto, benceno en
almacenaje)
suelo
NO, CO,, Benceno,
Formaldehido, 1,2-
) ) Petrdleo y quimica Diclorobenceno,  Metano,
Industrias  derivadas del »
Etil (produccién de | Coatzacoalcos compuestos de Pb, Hg, Cr,
ileno
petroquimicos) Cd, Ni, As en aire. Pb, Hg,
Cr, Cd, Ni, As, benceno,
cianuros en suelo.
Industria quimica del Istmo | Quimica (produccién de Pb, Hg, Cr, Cd, Ni, As y
) ) Coatzacoalcos
S.A.de C.V. gases industriales) compuestos en suelo
CO,,  Hexafluoruro de
MEXICHEM derivados, | Quimica (producciéon de Azufre, Tetrafluoruro de
S.AA. de CJV. Planta | 4cidos, sales y bases | Coatzacoalcos Carbono y compuestos de
Coatzacoalcos orgéanicos) Cd, Ni, Cr tanto en aire
como en suelo.
Quimica (fabricacion de )
OXITENO MEXICO S.A. de ) CO; en aire, Fenoles, As,
productos quimicos para | Coatzacoalcos )
C.V. Cd, Cr, Hg, Ni, Pb en suelo
aseo general)
CO,, Dioxinas, Furanos,
Metano, 1,2-Dicloroetano,
PEMEX Petroquimica | Petréleo y petroquimica N )
) ) ) Cloruro de Vinilo en aire,
Complejos Cangrejera, | (produccion de | Coatzacoalcos .
o o . As, Cd, Cr, Hg, Ni, Pb y
Morelos, Pajaritos petroquimicos secundarios) ]
compuestos, cianuros en
suelo
Petréleo y petroguimica CO; en aire, asbesto, As,
PEMEX gas y petroquimica | (almacenaje, produccién y Cd, Cr, Hg, Ni, Pb y sus
Coatzacoalcos
béasica distribucion derivados del compuestos en aire 'y
petréleo) suelo.
Pb (compuestos),

DARK Resinas Américas
México S.A. de C.V.

Quimica (produccién de

polietilentereftalato)

Cosoleacaque

acetaldehido, dioxanos,

CO; en aire

|1
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Nombre Sector Municipio Emisiones

FEFERMEX S.A. de C.V.

Quimica (produccién de
sustancias quimicas a partir

de mezclas)

Cosoleacaque

As, Cd, Cr, Hg, Pb, Ni y

compuestos en suelos

PEMEX
Complejo Cosoleacaque

Petroquimica

Petrdleo y petroguimica
(produccién de

petroquimicos secundarios)

Cosoleacaque

Acroleinas, CO,, Bencenoy
metano en aire, As, Cr, Hg,
Ni, Pb y compuestos en
suelo

Tereftalatos Mexicanos

S.A.deC.V.

Quimica (elaboracion,
venta de Aacido tereftalico

purificado y sus derivados)

Cosoleacaque

CO,, NO en aire, Cianuros,

Cd y Ni en suelo

Arkema Meéxico S.A. de

C.V.

Quimica (produccién de
productos quimicos

orgéanicos basicos)

Ixhuatlan del Sureste

As, Cd, Cr, Hg, Pb y Ni en

suelo

S.A.de C.V.

fertilizantes quimicos)

PEMEX Gas y | Petréleo y petroquimica COg, Acetaldehido,
petroquimica béasica sector | (transportes de ductos, Formaldehido,  Acroleina,
ductos Minatittan, PEMEX | refinacion del petroleo, benceno, Metano,
refinacién Refineria | almacenamiento y | Minatitlan compuestos de As, Cd, Cr,
General Lazaro Cardenas, | distribucion de derivados, Hg, Ni, Pb en aire.
PEMEX Almacenamiento y | transporte de En suelo y agua benceno,
Distribucion hidrocarburos) As, Cd, Cr, Hg, Niy Pb.
Soluciones Quimicas para . . .

) Quimica (produccién de o CO; y NO en aire, As, Cd,
el Campo y la Industria, Minatitlan

Cr, Hg, Niy Pb en agua

Fuente: SEMARNAT, 2013

2.1.8 Problemética del sitio de estudio

La region de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos ha tenido un acelerado

crecimiento urbano e industrial en las ultimas décadas. Se ha considerado el Rio

Coatzacoalcos como el mas contaminado de México (Stringer et al., 2001;

Vézquez-Botello et al., 2004; llizaliturri-Hernandez et al., 2013). En la zona se ha

desarrollado un conjunto industrial quimico, petroquimico y de derivados mas

grande y concentrado de toda América Latina. Instalaciones como la Refineria

“Lazaro Cardenas”, complejos petroquimicos Cosoleacaque, Pajaritos, Cangrejera

y Morelos; Azufrera Panamericana e industrias como Fenoquimica, Tereftalatos

Mexicanos, Gunos y Fertilizantes de México, Resistol y Celanese Mexicana
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constituyen solo algunas empresas productivas y de emisién de contaminantes
(Bozada-Robles y Bejarano-Gonzalez, 2006).

La contaminacién ha sido histérica desde que se iniciaron las obras de
exploracion y refinacion petrolera a principios del siglo XX hasta la
industrializacion, desarrollo agropecuario y crecimiento urbano en la actualidad,
causando un rapido deterioro de los ecosistemas que alli se encuentran (Bozada-
Robles y Bejarano-Gonzalez, 2006).

Actualmente dentro de los municipios que conforman la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos se encuentran establecidas diversas industrias que podrian
contribuir a la emision de contaminantes (Tabla 1) (SEMARNAT, 2013). Diversas
investigaciones en esta region han demostrado la presencia de metales pesados
(Stringer et al., 2001; Vazquez-Botello et al., 2004; Rosales-Hoz y Carranza-
Edwards, 2005; Pelallo-Martinez et al., 2011; llizaliturri-Hernandez et al., 2013),
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) (Sanchez-Guerra et al., 2012),
compuestos organicos volatiles (COVs) (Riojas-Rodriguez et al.,, 2008),
compuestos polibromados (Blake, 2005; Espinosa-Reyes et al.,, 2012) y otros
compuestos organicos persistentes (COPs) (Espinosa-Reyes et al., 2013) (Tabla
2).

Tabla 2. Contaminantes registrados en el Rio Coatzacoalcos.

Contaminante Matriz Autores
Stringer et al., 2001; Vazquez-
. Botello, 2004; Rosales y
Sedimento, agua, suelo. Carranza, 2005; Pellalo-
Metales pesados (Cd, Cu Hg, Zn, Pb) ﬁl?:%rr?oie anfibios, reptiles y Martinez et al., 2011,
) llizaliturri-Hernandez et al.,
2013.
Suelo Blake, 2005, Espinosa-Reyes
Compuestos bromados Fauna acuatica etal., 2012
Compuestos organicos persistentes Suelo, sedimento, agua, fauna Stringer et al., 2001;
(DDT, bifenilos policlorados -BPCs-, acuatica y terrestre (peces, Espinosa-Reyes et al., 2012,
Lindano, hexaclorociclobenceno) reptiles y anfibios) Gonzélez-Mille et al., 2010.
Hidrocarburos policiclicos aromaticos Orina de infantes Sanchez-Guerra et al. 2012.
(HAPs)
Compuestos organicos volatiles Agua, suelo, sedimento Riojas-Rodriguez et al., 2008.
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Aunado a esto empresas anteriormente establecidas también pudieron
contribuir a las emisiones de contaminantes, tal es el caso de Tetraetilo de México
(TEMSA) que en su momento produjo Tetraetilo de Plomo, un antidetonante que
se le adicionoé a la gasolina (llizaliturri-Hernandez et al., 2013).

Tabla 3. Efectos de los contaminantes del sitio en fauna acuatica y terrestre

Especie Contaminante Efecto Autor

Eisena spp. (lombriz de

tierra)

R. marina (sapo gigante) Espinosa-Reyes et al., 2010b,

COPs Dafio al ADN Gonzélez-Mille et al., 2010,

Peces (Centropomus Gonzalez-Mille et al., 2013.
parallelus, Mugil cephalus,

Eugerres axillaris,
Oreochromis sp, and

Ariopsis felis)

Inhibicién de acido 5- o i
llizaliturri-Hernandez et al.,

2013

R. marina (sapo gigante) Plomo aminolevulinico
dehidratasa (ALAD)

Por otra parte, se han registrado concentraciones de dicloro difenil
tricloroetano (DDT) y sus metabolitos como el DDE, en el Rio Coatzacoalcos. La
presencia de estos compuestos se puede deber a que la region de Coatzacoalcos
es una zona endémica de paludismo, y a pesar de ser prohibido en México desde
el afio 2000, en estudios recientes se han registrado concentraciones en
sedimentos del rio (Espinosa-Reyes et al., 2013). A la par también se ha
evidenciado la presencia de concentraciones de COPs, metales pesados como el
plomo, BPCs, PBDEs en sangre Yy tejidos de fauna acuatica (peces e
invertebrados acuaticos), fauna terrestre (iguanas, lombrices y cangrejos) y fauna
de humedales (sapo gigante, tortugas, cocodrilos). Algunos de estos
contaminantes se han asociado a dafio al ADN (genotoxico) e inhibicion del acido

delta aminolevulinico, enzima importante para la sintesis del grupo hemo
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(Espinosa-Reyes et al., 2010b, 2012; Gonzalez-Mille et al., 2010; Gonzalez-Mille
et al., 2013; llizaliturri-Hernandez et al., 2013) (Tabla 3).

2.2 Caracteristicas importantes de los contaminantes registrados en el sitio
de estudio
2.2.1 Contaminantes organicos persistentes (COPs)

Son compuestos organicos, algunos de origen natural, pero la mayoria de
origen antropogénico que resisten la fotolisis, degradacién quimica y biolégica. Su
caracteristica principal es que presentan un alto coeficiente de particiébn octanol-
agua (Kow) lo cual les confiere la propiedad de ser muy solubles en lipidos,
resultando en una bioacumulacion en tejidos con alto contenido graso de los seres
vivos. Estas propiedades de persistencia y semivolatilidad han hecho que se
encuentren a lo largo de todas las regiones del mundo, incluso en regiones donde
no existan fuentes locales, explicando asi su alto rango de transporte. Se ha
registrado la presencia de COPs a gran escala; desde sedimentos y suelos hasta
tejidos grasos de peces o0 animales terrestres, e incluso en la leche materna de los
humanos. Son biomagnificables, es decir aumentan su concentracion a lo largo de
la cadena trofica. Estudios de laboratorio demuestran que pueden ser
perturbadores endocrinos, mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos (Walker,
2009). Dentro de las regulaciones a nivel internacional para estos compuestos, se
creo el Tratado de Estocolmo, el cual inicialmente prohibia el uso y produccion de
12 compuestos. En los cuales se incluian plaguicidas, compuestos de origen
antropogénico y productos formados de manera no intencionada. Plaguicidas
como aldrin, clordano, DDT, dieldrin, endrin, heptacloro, mirex, toxafeno,
hexaclorobenceno (HCB); quimicos o0 subproductos industriales como
Hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs), Bifenilos Policlorados (BPCs),
dibenzo-para-dioxinas policloradas (DDPCs) y dibenzofuranos Policlorados
(DFPCs) formaban parte de los compuestos iniciales. Sin embargo, en los ultimos
afios se han afadido mas compuestos entre los cuales se encuentran

clorodecona, hexaclorociclohexano (HCH, lindano), éteres polibromodifenilos
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(PBDEs), hexabromodifenilos y compuestos perfluorooctanosulfonicos (PFOS)
(Cumanova et al., 2008).

Estos compuestos se almacenan en el tejido graso de los organismos, y
pueden ser excretados a través de las vias biliares y urinarias, asi como en la
leche materna. Se ha evidenciado que el DDT tiene diferentes efectos toxicos en
distintos modelos animales. Los organoclorados también pueden interactuar con
receptores endocrinos como los estrogenos y los androgenos (perturbacion
endocrina) (Walker, 2014).

2.2.1.1 Bifenilos Policlorados (BPCs)

Estos compuestos forman parte del grupo de halogenados aromaticos que
han sido identificados en diversas matrices ambientales. Son compuestos
industriales quimicos, no se encuentran naturalmente en el ambiente. Son
producto de la actividad antropogénica. Eran producidos por la cloracién de
bifenilos y cada producto formado es nombrado conforme al porcentaje de
cloracién (por peso). Fueron producidos por diversas compaifiias, por lo cual los
BPCs podian tener diferentes caracteristicas fisicoquimicas, en parte gracias a su
grado de cloracion, las cuales contribuian a sus diversas aplicaciones. Fueron
utiizados como diluyentes organicos, plastificantes, plaguicidas, adhesivos,
agentes de reduccion de polvo, retardantes de flama, fluidos de transferencia de
calor, fluidos dieléctricos para transformadores y capacitores, Ilubricantes
hidraulicos y selladores (Safe, 1994; Walker, 2009).

Debido a estos diferentes usos, estos compuestos han podido acumularse
en el medio ambiente, por lo cual han sido restringidos mediante normas en
diferentes paises a lo largo de los ultimos afios. Existen mas de 209 congéneres
de BPCs. Son compuestos muy estables, con una reactividad quimica baja,
densidad alta, y muy resistentes al fuego ademas de ser muy lipofilicos, que han
contribuido a problemas ambientales (Walker, 2014). Una vez introducidos en el
medio ambiente, dadas sus propiedades, los BPCs se degradan lentamente, se
someten a ciclos y son transportados junto con varios componentes al ecosistema

global. Mas adn, dada su lipofilicidad, estos compuestos se pueden bioacumular y

| 16



Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016
marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

biomagnificar a través de los diferentes niveles tréficos, afectando la cadena
alimenticia. Diferentes estudios han demostrado la presencia de estos compuestos
en el aire, agua, sedimentos, y en tejidos de animales salvajes (Safe, 1994).

Los efectos toxicologicos de los BPCs a los organismos se encuentran bien
documentados (Sibley y Hanson, 2011). Estudios en animales han evidenciado
que estos compuestos pueden tener efectos teratogénicos (Ceci et al., 1974;
Marks et al., 1981), mutagénicos y carcinogénicos (Safe, 1989), inmunotéxicos
(Thomas y Hinsdill, 1978), efectos hepatotoxicos asi como efectos de perturbacion
endocrina (alteracion del sistema reproductivo) (Sibley y Hanson, 2011). En
vertebrados el efecto toxicolégico puede llegar a ser mediado por el receptor arilo
hidrocarburo (AhR). En anfibios se ha demostrado la presencia de estos
compuestos y su asociacion a efectos como alteraciones enzimaticas y del

sistema endocrino (Sibley y Hanson, 2011).

2.2.1.2 Dioxinas

Las policlorodibenzodioxinas (PCCD) y policlorodibenzofuranos (PCDF)
(catalogadas comunmente como dioxinas) son moléculas planares con una
estructura compuesta por dos anillos de benceno unidos por un puente de
oxigeno. No son producidas industrialmente y no tienen ninguna aplicacién
comercial. Sin embargo, hay diferentes maneras para que estos compuestos se
formen y se liberen al medio ambiente. Dentro de sus principales fuentes estan los
procesos de fundicion de metales, la produccion de clorofenoles y herbicidas,
durante procesos industriales como en la produccion de papel, incineracién de
residuos municipales, pero, sobre todo, la quema de combustibles fésiles (Chopra
y Schrenk, 2011; Walker, 2014).

Las dioxinas comunmente no son solubles en agua, pero sin en grasas por
su alto Kow. ElI metabolismo de estos compuestos es lento en mamiferos. Las
dioxinas mas cloradas son muy lipofilicas y biolégicamente estables, por lo cual
pueden atravesar toda la cadena tréfica. Los vertebrados muestran una tendencia
a bioacumular estos compuestos mayoritariamente en el higado y en tejidos
grasos. Debido a su alta persistencia pueden transportarse alrededor del mundo
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uniéndose a particulas de aerosoles, haciendo que se puedan detectar en fluidos
biolégicos de humanos, animales y muestras ambientales en regiones polares
(Walker, 2009; Chopra y Schrenk, 2011).

Dentro de los efectos toxicolégicos de las dioxinas, se ha demostrado que
al igual que los BPCs pueden tener efectos teratogénicos, mutagénicos,
carcinogénicos, inmunotéxicos y hepatotdxicos. Las dioxinas también pueden
tener efectos neurotdéxicos en mamiferos y peces. Uno de los principales efectos
que tienen las dioxinas a altas dosis en animales es la pérdida de peso. Se ha
observado en diferentes especies efectos en el sistema hormonal, pueden ser
perturbadores endocrinos debido a que pueden mimetizar los estrogenos, asi
como interferir en la sefalética hormonal. También se ha demostrado que pueden
alterar las funciones y desarrollo de érganos reproductivos en reptiles y peces, asi
como alter el comportamiento social en aves (Mandal, 2005; Sibley y Hanson,
2011). En anfibios se reportan efectos en el desarrollo y crecimiento, mortalidad de
huevos y efectos en la metamorfosis (Collier et al. 2008; Sparling et al., 2010).

2.2.1.3 Compuestos organicos volatiles (COVs)

Son hidrocarburos que se convierten en volatiles (forma gaseosa) a
temperatura ambiente, en los que se incluyen una variedad de sustancias
quimicas, las cuales pueden tener efectos a la salud a largo y corto plazo. Los
COVs son contaminantes del aire en ambientes no industriales. Se clasifican
segun su punto de ebullicién: muy volatiles, volatiles, semivolatiles y compuestos
organicos asociados a particulas de materia organica. Pueden formar parte de
reacciones en la troposfera y estratosfera, lo cual puede contribuir a la formacion
de smog y al efecto invernadero en la estratosfera (Molhave, 1991; European
Trade Union Institute -ETUI-, 2012).

Los COVs son liberados durante los procesos de combustion de
combustibles y quema de carbon, madera, gas natural, solventes, pinturas,
adhesivos, plasticos y aditivos de procesos industriales. Algunos ejemplos de

compuestos organicos volatiles pueden ser el propane, butano, cloruro de metilo,
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formaldehido, tolueno, acetona, etanol, plaguicidas como organoclorados y BPCs
(US Environmental Protection Agency -EPA-, 2016).

Estos compuestos son de importancia debido a que pueden tener diferentes
efectos a la salud de la fauna y del humano, ademas de que por su baja
solubilidad y su afinidad a particulas pueden ser transportados a lo largo del globo
terrestre. Debido a que entre estos se encuentran compuestos organoclorados los
efectos toxicologicos en fauna pueden ser desde inmunolégicos hasta
genotoxicos. Dentro de los principales efectos estan los dafios al tracto
respiratorio, alergias, disminucion de la funcion de los pulmones y alteracion del
sistema nervioso central (Brasher y Wolff, 2004; EPA, 2016).

2.2.2 Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HAPS)

Son compuestos formados por carbono e hidrégeno dispuestos en forma de
dos o0 més anillos de benceno fusionados en arreglos lineales, angulares, o de
racimo que pueden o0 no tener grupos unidos o sustituidos a uno o mas anillos.
Siendo los de mayor preocupacion ambiental los HAPs que varian de un peso
molecular de 128.16 (ej. Naftaleno) a 300.36 (ej. coroneno). Los HAP de mayor
peso molecular son relativamente inmaoviles debido a su gran volumen molecular y
a su extrema baja volatilidad y solubilidad. Con el aumento del peso molecular, la
solubilidad acuosa disminuye, y el punto de fusién, ebullicion y el log Kow
(coeficiente de particion octanol/agua) aumenta, lo cual sugiere una mayor
solubilidad en grasas, una disminucion en la resistencia a la oxidacion y reduccion,
y una disminucion de la presion de vapor. En consecuencia, los HAPs con
diferente peso molecular pueden variar sustancialmente su comportamiento,
distribucion en el medio ambiente y sus efectos a nivel biolégico (Eisler, 1987).

Los HAPs son ubicuos en la naturaleza debido a la sintesis por los plantas
terrestres y microorganismos, actividad volcanica. Sin embargo, las cantidades
formadas por procesos naturales son relativamente menores si se compara con
las producidas por los incendios forestales y las fuentes antropogénicas. Las
Gltimas estan asociadas con la produccién de coque en la industria del hierro y

acero, craqueo catalitico del petréleo, la fabricacién de carbdn negro, los procesos
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de formacibn de la brea a partir del alquitrdn, produccion del asfalto,
incineraciones industriales, quemas a cielo abierto y las emisiones de los motores
de combustion interna utilizados en el transporte (Eisler, 1987; Walker, 2009).

Numerosas investigaciones han evidenciado los efectos toxicoldgicos de los
HAPs en organismos tanto vertebrados como invertebrados. La mayoria de estos
compuestos tiene propiedades mutagénicas y carcinogénicas, afectando los
organismos de los ecosistemas hasta los seres humanos. Una de las formas mas
comunes de exposicion a HAPs es por los derrames accidentales de petroleo.
Dentro de los principales efectos a organismos marinos es la narcosis. También
pueden formar aductos de ADN, asi como inducir imnunosupresion y afectar la
activad estrogénica en diferentes organismos. En anfibios, los HAPs, pueden
afectar el crecimiento y desarrollo de las larvas. Asi también, se tiene evidencia de
gue pueden afectar su respiracion, inducir alteraciones eritrocitarias y cambios en
la piel. Por ultimo, la toxicidad que los HAPs presentan es consecuencia de su
transformacién en productos mas reactivos dado por los procesos quimicos o
bioquimicos (Albers, 1995; Walker, 2009; Sibley y Hanson, 2011).

2.2.3 Metales pesados y metaloides

Los metales pesados y metaloides estan constituidos por elementos de
transicion y post-transicion incluyendo algunos metaloides como el arsénico y
selenio. Se presentan en diferente estado de oxidacion en agua, aire y suelo y
presentan diversos grados de reactividad, carga i6nica y solubilidad en agua.
Pueden encontrarse naturalmente en la corteza terrestre, y de igual manera, ser
incorporados naturalmente en procesos biolégicos como componentes
estructurales o de proteinas. Ejemplos de estos elementos pueden ser: arsénico,
cromo, cobalto, niquel, cobre, zinc, plata, cadmio, mercurio, titanio, selenio y
plomo. Estos se pueden convertir en contaminantes si su distribucién en el
ambiente se altera mediante actividades antropogénicas. Las actividades como la
extraccion minera, el refinamiento de productos mineros o la industria pueden
contribuir a su emision. Un desbalance en las concentraciones ambientales puede

ocasionar efectos en los ecosistemas (Mann et al., 2011). La contaminacion por
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metales puede derivar en diversos efectos a la salud y al ambiente, dependiendo
del elemento en particular. Por ejemplo; el Hg puede ser biotransformado en los
sedimentos a metilmercurio, y de esta manera se convierte en un compuesto
persistente que se biomagnifica a lo largo de las cadenas tréficas teniendo efectos
toxicos tanto para la biota como para el ser humano. Dentro de los efectos tdxicos
de los metales pesados se pueden mencionar que son teratogénicos, mutagénicos
e incluso carcinogénicos (Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico -
INECC-, 2009; Mann et al., 2011).

2.3 El biomonitoreo en sitios contaminados

Un monitoreo ambiental se basa en los analisis quimicos de las muestras
recolectadas de aire, suelo o agua. Sin embargo, la deteccion de fuentes de
contaminacion intermitentes depende en gran medida del tiempo y lugar del
muestreo. Esta limitaciébn es particularmente importante para los contaminantes
atmosféricos y acuaticos, donde ocasionalmente, las emisiones pueden ser
rapidamente dispersadas (Root, 1990). Mientras que en el suelo los
contaminantes pueden ser arrastrados por la lluvia. Algunos compuestos quimicos
son tan potentes que una sola exposicion a pequefias cantidades puede ser
dafiina (Capo-Marti, 2007). Un monitoreo constante podria resultar logisticamente
dificil y econdmicamente inviable, especialmente en areas silvestres de dificil
acceso (Root, 1990).

La evaluacion de riesgo ecoldgico es una herramienta util para determinar
la probabilidad de que se produzcan efectos adversos en los niveles de
organizacion biologica de la biota como consecuencia de la exposicion a
contaminantes en un sitio 0 ecosistemas determinados (Ruiz-Saucedo, 2006;
Sutter 1l, 2007). Este tipo de evaluaciones, a lo largo de los afios, se han basado
en los andlisis quimicos de las muestras recolectadas de aire, suelo 0 agua
(evaluacion ambiental), asi como medicion de los niveles subletales acumulados y
efectos de los xenobioticos (biomarcadores) en organismos centinelas
(biomonitoreo) (Root, 1990; llizaliturri, 2009).
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Los organismos centinelas son aquellos en los que su existencia, sus
caracteristicas, su funcionamiento y sus reacciones, dependen del medio en que
se desarrollan, y cambian al modificarse las condiciones ambientales. Son
sensibles a los cambios ambientales y reaccionan ante estos, generando
estimulos especificos, provocando respuestas que dan informacion de los cambios
ocurridos y su nivel de intensidad. Bajo esta definicion, los organismos centinelas
se pueden clasificar dentro de la cuantificacion de la respuesta como (Capo-Matrti,
2007):

e Bioindicadores en sentido estricto: aquellos que, con su presencia,
ausencia o abundancia, indican los efectos de un factor ambiental de forma
cualitativa. Pueden ser positivos, por su presencia o abundancia, o
negativos, por su ausencia.

e Biomonitores: especies que evidencian la presencia de contaminantes o
perturbaciones tanto cualitativamente o cuantitativamente, dado que sus
reacciones son de alguna manera proporcionales al grado de
contaminacion o perturbacion, o porque acumulan los contaminantes y
estos pueden llegar a cuantificarse en el organismo.

Para que un organismo sea considerado un biomonitor de la contaminacion
debe tener las siguientes caracteristicas (Fossi y Leonzio, 1994; Sparling et al.,
2010):

e Mostrar tolerancia a efectos letales o reproductivos de los contaminantes,
de modo que pueda coexistir con los contaminantes en concentraciones
bajas a moderadas.

e La especie debe ser propensa a acumular el contaminante en una relacion
positiva con las concentraciones del ambiente

e Debera ser suficientemente sedentaria de modo que los individuos seran la
muestra de la misma zona en la que se expusieron

e La especie tendra una distribucién los suficientemente amplia como para

permitir comparaciones en diferentes regiones
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e Debe ser lo suficientemente comun y abundante para permitir su
recoleccion o manipulacioén sin preocupacion de alterar la supervivencia de
su poblacion. Las especies en peligro de extincibn o amenazadas por lo
general no son adecuadas.

e El animal debera tener el tamafio del cuerpo lo suficientemente grande para
extraer y medir los residuos o los cambios fisioldgicos. En la actualidad ya
se encuentran métodos que implican el uso de microlitros o cantidad de

sub-gramos de muestra.

2.3.1 Los anfibios

Los anfibios son un grupo de vertebrados que representan el eslabén entre
la vida en el medio acuéatico y la adaptacion a la vida terrestre. Algunas especies
de anfibios rednen todas las caracteristicas de un biomonitor, otras especies
pueden satisfacer sélo alguno de los criterios y son menos adecuados como
animales de estudio (Venturino et al., 2003; Samaniego et al., 2007). Son un
componente critico en las comunidades acuaticas y terrestres, por lo tanto, los
factores antropogénicos que afecten negativamente a los anfibios pueden influir en
el ecosistema entero. Este grupo de vertebrados ocupa diferentes nichos tréficos
desde planctivoros hasta carnivoros, y sirven como abundantes presas para la
vida silvestre. La fisiologia ecotérmica de los anfibios les permite explotar los
recursos energéticos en situaciones adversas, por lo tanto, sirven como enlaces
criticos entre los niveles troficos mas altos y mas bajos dentro de una comunidad.
Ademas, poseen caracteristicas importantes que los hacen muy sensibles a las
perturbaciones del ecosistema, comparado con otros organismos. Su piel
permeable, la cual es critica por el cambio de gases y la osmoregulacion, los hace
particularmente sensibles a los cambios de condiciones hidricas, asi como a los
contaminantes y ciertas enfermedades de la piel. La dependencia de muchos
anfibios a su ciclo de vida (habitat acuatico y terrestre) los coloca en doble riesgo,

debido a que una perturbacion de la calidad o disponibilidad de su habitat, puede
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interrumpir su correcto desarrollo y, ademas, afectar a las poblaciones (Duellman y
Trueb, 1994; Samaniego et al., 2007).

El ciclo de vida complejo de la mayoria de los anfibios los hace susceptibles
a diferentes rutas de exposicidon a contaminantes ambientales. La absorcion de
guimicos puede comenzar rapidamente después de la deposicion de los huevos,
debido al movimiento del agua dentro de la capsula de los huevos. Como larvas y
renacuajos, la absorcion de productos quimicos en el agua a través de la piel
permeable es una importante ruta de exposicion. La piel continda teniendo un
papel importante en la absorcion de contaminantes en los anfibios adultos como
resultado de su funcién continla como una superficie respiratoria, que junto con
los pulmones proporcionan rutas posibles para los compuestos volatiles. La
absorcion de sustancias quimicas también puede darse a travées de la
alimentacion a través de su ciclo de vida, por ejemplo, con los anuros, debido a
gue en su tiempo de vida viven en dos niveles tréficos, comiendo algas cuando
son renacuajos o comiendo invertebrados cuando son adultos. Ademas, los
anfibios adultos pueden enterrarse en los sedimentos y suelos durante la
hibernacion y la estivacion, creando otra ruta de exposicion a contaminantes
cuando su piel permeable estd en contacto con las fases sdlidas de los suelos
(Linder et al., 2010a; Sparling et al., 2010).

Este ciclo de vida complejo y sus caracteristicas como: tamafio, su fisiologia
ecotérmica, metabolismo y su piel altamente permeable hacen a los anfibios
especialmente susceptibles a la degradacién del ambiente (Wells, 2007), por lo
cual, han sido considerados recientemente como indicadores o biomonitores de la
calidad ambiental (Sparling et al., 2010). Mas aun, diferentes estudios han
propuesto la contaminacion ambiental como uno de los principales factores o
cofactores en el declive mundial de los anfibios que se ha presentado desde 1990
(Alford, 2010).

2.3.1.1 Los anuros
Los anuros, son un grupo de anfibios que constituyen un componente

importante de la biomasa de la comunidad ocupando diferentes niveles tréficos.
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Las ranas y los sapos constituyen este grupo. La mayoria de los renacuajos son a
menudo considerados como herbivoros o detritivoros, mientras que las ranas y los
sapos adultos son carnivoros. Ademas, los anuros renacuajos pueden ocupar un
nivel trofico inferior que cuando son adultos, lo que los hace vivir intimamente con
los sedimentos, y por lo tanto pueden estar expuestos a los contaminantes a
través diferentes rutas de exposicion (Sparling et al., 2010). Aunado a esto, la
mayoria de las investigaciones con biomarcadores de efecto o exposicion y
monitoreos ambientales han sido llevadas a cabo en especies de ranas como;
Xenopus laevis, Rana temporaria, Rana pipiens o Lithobates catesbeianus, y
sapos como; R. arenarum, R. fernandezae y R. marina (Venturino et al. 2001,
Attademo, Lajmanovich, llizaliturri Gonzalez Mille). Muchas de estas
investigaciones han demostrado la alta sensibilidad y la utilidad como biomonitores
gue los anuros tienen a la exposicion a xenobidticos tanto en laboratorio como en
campo (Venturino et al., 2003; Linder et al., 2010b).

2.3.1.1.1 El sapo gigante o de cafa (R. marina)

El sapo gigante o sapo de cafa es una especie de anfibio anuro (Figura 2),
una especie omnivora y oportunista (Zug y Zug, 1979), lo cual indica que pueden
ser susceptibles a diferentes vias de exposicién de contaminacion (Gonzalez-Mille
et al., 2013; llizaliturri-Hernandez et al., 2013). Es nativo de Sudamérica, América
Central, México y Texas (Solis et al., 2009). Ha sido introducido en paises como
Australia o Indonesia, entre otros para el control de plagas de la cafia de azlcar,
sin embargo, segun la IUCN a pesar de ser considerada una especie con un
estado de conservacion de preocupacion menor, es también una especie invasora,
listada dentro de las 100 especies invasoras mas dafinas del mundo (Lowe et al.,
2000). En México no se encuentra listado en las especies con proteccion especial
o en peligro de extincion dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2001. Su distribucién
incluye los estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Chiapas,
Tamaulipas, Guerrero, Morelos, Puebla, Oaxaca, Campeche, Veracruz, Tabasco,

Chiapas, San Luis Potosi, Quintana Roo y Yucatan (Ochoa-Ochoa et al., 2006).
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Figura 2. Sapo gigante o de cafia (R. marina)

Su alto indice somatico y hepatosomatico (Feder y Burggren, 1992), su alta
biomasa y su voraz apetito (Pizzatto y Shine, 2008) lo hacen una especie
susceptible a la bioacumulacion y biomagnificacion de contaminantes organicos e
inorganicos y a sus efectos toxicolégicos. Ha sido utilizado como biomonitor en la
evaluacion de la contaminacion del aire (Dohm et al., 2008), enfermedades
infecciosas (Zupanovic et al., 1998), plaguicidas organoclorados (Linzey et al.,
2003), perturbadores endocrinos (McCoy et al.,, 2008), contaminacion por Pb
(llizaliturri-Hernandez et al., 2013) y otros contaminantes organicos persistentes
(Gonzalez-Mille et al., 2013). En las investigaciones llevadas a cabo con R. marina
se han utilizado diferentes biomarcadores, algunos especificos para los
contaminantes de los sitios de estudio, siendo respuestas medibles en esta
especie utiles para conocer el estado de los ecosistemas donde se encuentran,

asi como el grado en el que los contaminantes pueden afectar a los organismos.

2.4 Uso de biomarcadores para evaluar la exposicién y efectos de los
contaminantes

Una de las partes mas importantes de evaluaciones de riesgo 0 monitoreos
ambientales es la utilizacion de biomarcadores. Un biomarcador es una respuesta

bioldgica a un xenobiédtico a nivel individual o por debajo de lo que demuestra una
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desviacién del estado normal. Asi las mediciones bioquimicas, fisiol6gicas,
histologicas, morfolégicas y de comportamiento son considerados biomarcadores
que pueden utilizarse en la evaluacion de la exposicion o de los efectos de
factores estresantes ambientales (Walker, 2009; Sparling et al., 2010; Roméo y
Giambérini, 2013).

La clasificacibn méas usada en ecotoxicologia de biomarcadores es la
divisién entre biomarcadores de exposicidon y de efecto (Walker et al., 2012):

e De exposicion: son aquellos que indican la exposicién de un organismo a
quimicos ambientales o xenobidticos, pero no proporcionan informacién
acerca del grado de adversidad de los efectos que estos cambios puedan
causar.

e De efecto: son aquellos que demuestran un efecto adverso en el
organismo.

Una ventaja de la evaluacidon bioguimica y parametros fisiolégicos en
organismos expuestos a contaminantes es que las variaciones que se presenten
pueden ser relacionadas por la influencia de estresores y como una indicacion
temprana de mayores efectos en el organismo o la poblacion (Sibley y Hanson,
2011).También con esto es posible comparar valores de biomarcadores de una
poblacion residente a sitios contaminados con otra poblacion de referencia, para
indicar la influencia de la exposicion a contaminantes en el estado de salud
general de los organismos (Linder et al., 2010Db).

Los biomarcadores a su vez pueden ser especificos, es decir, pueden ser
respuestas ligadas un determinado contaminante. Sin embargo, algunos
biomarcadores son tan especificos que no dan informacibn de otros
contaminantes que pueden encontrarse comunmente en sitios contaminados
(mezcla compleja) (Amiard-Triquet et al., 2013a). Un ejemplo de este tipo de
biomarcadores puede ser la inhibicibn de acetilcolinesterasa (AChE), la cual se
puede utilizar para proveer una prueba legal de la muerte por plaguicidas OFs y
carbamatos, y su inhibicién es considerada especifica de esta clase de quimicos

(Walker, 2009). Los biomarcadores son necesarios para conectar la presencia de
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los contaminantes en el ambiente con su accion en el organismo (Venturino et al.,
2003).
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Figura 3. Relacion entre la condicion fisiolégica de un organismo y su estado salud (grafica
superior), y su vinculo con la intensidad de respuesta de biomarcadores y la concentracién del
contaminante (grafica inferior) al que esta expuesto. Una de las ventajas de una bateria de
biomarcadores (Fuente: Depledge, 1994).

Diversos autores sefalan distintas ventajas al utilizar un enfoque con
multiples biomarcadores (es decir una bateria) en el monitoreo biolégico, por
ejemplo; se podrian conjuntar en un indice que a su vez proveeria un mayor
entendimiento de los efectos en los organismos y priorizar los sitios mas afectados
en una region contaminada para finalmente proponer la contencion o mitigacion de

la contaminacion (Depledge, 1994; Beliaeff y Burgeot, 2002; Broeg y Lehtonen,
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2006; Roméo y Giambérini, 2013). Ademas Depledge (1994) establecié que una
bateria de biomarcadores a diferencia de un biomarcador individual puede dar un
mayor acercamiento a la salud de los organismos en cuanto a la exposicion a
contaminantes (Figura 3); de esta forma este autor sefiala que un conjunto de
biomarcadores (B1, B2, B3, B4, B5) podrian sefialar en donde se encuentra un
organismo dentro de la curva de salud, por lo tanto ofrecen potencialmente una
advertencia temprana de cuando la exposicibon a contaminantes induce
desviaciones reversibles o irreversibles (r) de la homeostasis (h) o de la zona

compensatoria (c).

2.4.1 Biomarcadores no destructivos

La mayoria de los biomarcadores comunmente usados en los programas de
biomonitoreo requieren el analisis de tejidos y érganos, como el higado, riidn o
cerebro, involucrando el sacrificio de los organismos vivos. Ademas de implicar
consideraciones éticas, los ensayos destructivos son indeseables en muchas
situaciones, por ejemplo, el niumero de animales disponible en un sitio puede estar
limitado, las especies pueden estar en peligro de extincion, o en algunas
ocasiones se requieren muestras secuenciales del mismo individuo en campo para
compararlas en diferentes tiempos. Los ensayos destructivos no pueden ser
usados en la evaluacion de riesgo en especies protegidas por las normas oficiales
o reglamentos (Fossi, 1994).

Un biomarcador no destructivo es toda variacidbn bioquimica, celular,
fisiol6gica o de comportamiento que puede ser medido en fluidos biolégicos,
tejidos (biopsias) en un organismo o poblacién, el cual proporciona evidencia de la
exposicion y/o los efectos de uno 0 mas contaminantes ambientales sin causar
ningun dafio o un estrés prolongado al organismo o la poblacién (Leonzio y Fossi,
1994). Las técnicas no destructivas pueden reemplazar las técnicas destructivas

en el biomonitoreo ambiental. Presentando ventajas como (Fossi, 1994):
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e La disminucion de la poblacion de la especie estudiada puede ser evitada,
asi mismo, las especies con proteccion especial o en peligro de extincion
pueden ser utilizadas.

e Se pueden analizar especies ecolégicamente importantes con un namero
reducido. Como aquellas especies que no pueden ser analizadas mediante
métodos invasivos sin poner en peligro la poblacion.

e Un mayor numero de individuos puede ser muestreado por estacion, dando
mas datos para un mayor peso en el analisis estadistico.

e Los animales pueden ser recapturados si se requieren series de muestras o
mediciones por tiempos y asi hacer el andlisis de los mismos
biomarcadores, para observar que tan constante o cuanto varia la

exposicién a los xenobidticos.

2.4.2 Respuestas biologicas consideradas como biomarcadores
2.4.2.1 Enzimas de Biotransformacion de Fase Il

Durante su desarrollo los organismos pueden estar expuestos a un sinfin de
contaminantes (plaguicidas organoclorados Yy organofosforados, productos
industriales o petroquimicos como BPCs o HAPs, hasta productos o desechos
farmacéuticos) en el medio ambiente donde residen. Dada sus propiedades
fisicoquimicas la mayoria de estos contaminantes tienden a ser lipofilicos,
haciéndolos susceptibles a ser absorbidos con mayor facilidad, y dentro del
organismo a ser reabsorbidos, haciendo dificil su eliminacion. Por ende, los
organismos a lo largo de su evolucién han desarrollado sistemas o procesos para
la eliminacion de estos compuestos. Dentro de los cuales destaca la
biotransformacion de xenobioticos (Parkinson et al., 2013).

Esta bien documentado que este proceso se lleva a cabo en dos fases por
enzimas en el higado y otros tejidos, y tiene la funcidon de transformar o cambiar
las propiedades fisicoquimicas (que les confieren su lipofilicidad) de los
xenobidticos hasta compuestos mas solubles en agua (hidrofilicos), y mucho mas

faciles de eliminar mediante via urinaria o biliar. La primera fase de este proceso
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involucra una serie de reacciones que incluyen hidrélisis, oxidacién y reduccién
donde enzimas, como esterasas, hidrolasas o el sistema de citocromos P450,
agentes reductores o microflora intestinal eliminan o afladen grupos funcionales a
los compuestos haciéndolos hidrofilicos y susceptibles al siguiente proceso de
biotransformacion; la segunda fase, en la cual se incluyen reacciones de
glucoronidacioén, sulfonacién, acetilacion, metilaciéon y conjugacion, donde las
enzimas encargadas de esto reaccionan con los grupos funcionales afiadidos en
la anterior fase o que ya contenian los compuestos, dando finalmente un producto
de mayor polaridad, el cual sera mas facil de excretar (Van der Oost et al., 2003;
Amiard-Triquet et al., 2013b; Parkinson et al., 2013). La conjugacion interviene en
el metabolismo de xenobidticos, ya sea después de las reacciones de oxidacion
(Fase 1), o directamente en moléculas que contienen grupos hidroxilos, tiol o
carboxilicos (Figura 4). Estas reacciones, también llamadas reacciones de fase II,
son catalizadas por enzimas de la membrana o citosélicas que funcionan con
varios cofactores (glutation, sulfatos, acido glucorénico, entre otros) (Parkinson et
al., 2013). Las enzimas responsables de estas conjugaciones son glutation-s-
transferasa (GST), UDP-glucoronosil-transferasa (UDPGT) y sulfotransferasas. La
actividad de las enzimas de fase Il es baja en invertebrados a comparacion de

vertebrados superiores (Amiard-Triquet et al., 2013b).

Proceso de biotransformacion de xenobioéticos

Fasel Fase ll

Reacciones de Reacciones de conjugacion,
Eliminacion ——* hidrdlisis, oxidacion y glucoronidacion, etc. (ej. las

Entrada del reduccion llevadas a cabo por GST)
contaminante al l l

arganismao _
Mas polaridad al R

Bioacumulacion en contaminante Excrecidn via

tejidos urinaria o biliar

Figura 4. Proceso de biotransformacién de xenobidticos por enzimas

2.4.2.1.1 Glutation S-transferasa (GST)

Representan una familia de enzimas importante cuya funcion es la de
combinar el glutation reducido (GSH) con compuestos electréfilos mediante la
formacion de tioéteres. Los productos son metabolizados en mercapturatos que se

excretan en la bilis o en la orina. La actividad de GST aumenta en organismos
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expuestos de acuerdo con la concentracion de xenobioticos en el medio. Diversos
autores han demostrado que la GST esta involucrada en la desintoxicacién de
muchos contaminantes quimicos como hidrocarburos, plaguicidas organoclorados
y BPCs (Slatinsk& et al., 2008). Asi mismo, desempefia un papel adicional en el
proceso de desintoxicacion, siento utilizado como el transporte de moléculas que
aumentan la biodisponibilidad de compuestos lipofilicos a las enzimas de fase |I.
Por lo tanto, reducen, por enlace covalente a compuestos electréfilos, y la
probabilidad de que estos se una a otras macromoléculas celulares, tales como
compuestos de ADN (Awatshi, 2006). Diversos xenobidticos y metabolitos pueden
ser sometidos a conjugaciones de glutation. Un ejemplo de reaccién en donde se
involucra la enzima GST es el atague a epéxidos; compuestos formados durante
las reacciones que ocasionan los radicales libres. En este tipo de reaccion el anillo
del epdxido es abierto, un enlace GSH es afiadido a un carbono, y un grupo OH
afadido a otro, confiriéndole mas polaridad y en consecuencia pueda ser
eliminado con mayor facilidad del organismo por via biliar. Este tipo de
conjugacion puede ser critico en la eliminacién de epdxidos mutagénicos recién
generados, tales como el benzo[a]pireno 7,8-diol-9-10-epdxido, antes de que
pueda causar dafios al ADN (Figura 5) (Walker, 2009).

Glutathione-S-
S rrrmsfemse
I ““*’f \ / ‘v f 3
] ;;; AN \__4,

HO"

OH OH

Benzo(a)pyrene
7, 8-diol 9, 10-epoxide

HO"

Figura 5. Ejemplo de una de las reacciones de conjugacién por parte de GST hacia un ep6xido
(Walker, 2009).

Recientemente la determinacion de esta enzima ha sido utilizada como
biomarcador de exposicion en campo a plaguicidas organofosforados o en
laboratorio a hidrocarburos policiclicos aromaticos en anfibios como Xenopus
laevis, R. schneideri, R. fernandezae, o R. arenarum (Buryskova et al. 2006;
Attademo et al., 2007; Lajmanovich et al., 2008).
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2.4.2.2 Estrés oxidativo

En los seres vivos, las especies reactivas de oxigeno (EROSs) y radicales
libres son continuamente producidas por mecanismos que involucran compuestos
exdgenos o endogenos. La produccion de EROs y radicales libres es el resultado
de la actividad de diferentes enzimas oxidativas, como por ejemplo el citocromo
Paso reductasa, que producen aniones superéxidos, o de la peroxidacién lipidica
de membranas celulares. Los xenobidticos son importantes productores de EROs
y de radicales libres (Repetto et al., 2012). El desbalance de la produccion de
EROs da lugar al estrés oxidativo. A nivel celular, resulta en la alteracion y
oxidacion de componentes, como el ADN, proteinas y lipidos, y en consecuencia
una perturbacion total del equilibrio redox. Sus efectos citotoxicos se expresan en
perturbaciones estructurales tales como la inhibicion enzimatica, el dafio de
proteinas, la peroxidacion de lipidos, procesos inflamatorios y la apoptosis. El
dafio oxidativo esta directamente relacionado con la eficiencia de los sistemas
antioxidantes que se producen en las diferentes especies. Los sistemas se
componen de un conjunto de enzimas citosolicas (superoxido dismutasa -SOD-,
peroxidasas, catalasas -CAT-), la reduccion de moléculas de bajo peso molecular
(glutatién, ascorbatos, uratos) y varias vitaminas liposolubles (a-tocoferol, -
caroteno) (Amiard-Triquet et al., 2013b).

2.4.2.2.1 Peroxidacion lipidica (malondialdehido)

La deficiencia de sistemas antioxidantes para eliminar el exceso de EROs
podria dar lugar a diferentes tipos de dafio celular, de los cuales el mas estudiado
es la peroxidacion de lipidos, capaz de inducir alteraciones estructurales y
quimicas en las membranas celulares (Amiard-Triquet et al., 2013b).

El proceso de la peroxidacion lipidica involucra una cadena de reacciones
gue conducen a la ruptura de los acidos grasos poliinsaturados, los cuales son
relativamente sensibles a las reacciones de oxidacion. Esta degradacion induce la
formacion de diferentes compuestos como radicales lipidos alcoxilos, alquenos,

epoxidos y aldehidos (Figura 6). Entre sus productos finales, se encuentran el
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malondialdehido (MDA), el mas importante y el mas estudiado. La mayoria de

estos compuestos son mutagénicos (Marnett, 1999).

Oxidacién de acidos nucleicos —>  Oxidacion de nuclectidos

Radicales libres

Entrada de xenobidtico Oxidacion de aminoacidos
en el organismo Malondialdehido

; : (MDA)
Especies raactivas de oxigeno U . .
; g Peroxidacion de lipidos — Productos aldehidicos

4-hidroxialqueno
(4-HNE)

Figura 6. Explicacion del proceso peroxidacion lipidica inducida por xenobioticos (Fuente: De Zwart
et al. 1999).

La peroxidacion lipidica es considerada uno de los mecanismos que
ocasionan dafo oxidativo a las membranas celulares y proceso de toxicidad que
conducen a la muerte celular (Reppeto et al., 2012). Asi mismo, se ha demostrado
que la peroxidacion lipidica puede ser inducida por compuestos organoclorados,
organofosforados y metales pesados (De Zwart et al.,, 1999; Marnett, 1999;
Hampel et al., 2016). Los efectos de la peroxidacion lipidica pueden ser evaluados
en diferentes pasos de la ruptura lipidica: en la fase inicial (dienos conjugados),
fase intermedia (hidroperoéxidos lipidicos) o en la fase final (sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico -SRATB-). Este ultimo se basa en el uso de estas sustancias
gue revelan la formacion de MDA por métodos colorimétricos o fluorimétricos. En
ocasiones, y debido a que el acido tiobarbitarico (ATB) puede reaccionar con otros
compuestos diferentes al MDA, los resultados son expresados finalmente como
concentraciones de SRATB (Del Rio et al., 2005; Amiard-Triquett et al.,
2013b).Los niveles de MDA y SRATB son usados comunmente como
biomarcadores de estrés oxidativo indicando la peroxidacion de las membranas en

diferentes especies vertebradas (Van der Oost et al., 2003).

2.4.2.3 Acido delta aminolevulinico dehidratasa (8-ALAD)
Una enzima que ha mostrado en diversos estudios una inhibicién directa
por la exposicion a un contaminante especifico, es el acido 5-aminolevulinico

dehidratasa (6-ALAD), necesaria para la sintesis del grupo hemo (Figura 7). Esta
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enzima es muy sensible a los efectos del incremento de plomo en la sangre. El &-
ALAD eritrocitario es inhibido a niveles bajos de plomo, y es por esto, que ha sido
usado frecuentemente como un biomarcador no destructivo (Fairbrother, 1994). La
biosintesis del grupo hemo, el grupo prostético de la hemoglobina, es
selectivamente dafiada por la unién de un metal (plomo), afectando asi pasos
importantes de la biosintesis, inhibiendo la actividad de 6-ALAD, y afectando la
sintesis de protoporfirina IX y de la hemoglobina (Arrieta et al., 2000; Tokar et al.,
2013). Posteriormente, la inactivacion de ALAD produce la acumulacion de
productos pro-oxidantes que pueden desencadenar procesos de estrés oxidativo,

por ejemplo, la oxidacion de membranas (Arrieta et al., 2004; Rocha et al., 2012).

Mitocondria

Ferr latasa . Hierro .
Hemo * Protoporfirina IX ————  Citocromo ¢

Glicina + ALA-sintetasa

Succinil-CoA ALA

Coproporfirinogeno

Bilirrubina

Hierro

Coproporfirinageno <+—— Uroporfirinégeno «—— Porfobilinégeno

Figura 7. Sitios donde el Pb puede afectar la biosintesis del grupo hemo, incluyendo la inhibicién
de 8-ALAD (Fuente: Tokar et al., 2013).

La inhibicion de &-ALAD se estudié por primera vez hace mas de 30 afios
como un medio para detectar la exposicién al plomo del medio ambiente en los
seres humanos y se ha convertido desde entonces en él bioensayo estandar para
este propdsito; y posteriormente se ha utilizado en las investigaciones con vida
silvestre. El ensayo es altamente especifico para el plomo, con otros metales es

10 000 veces menos activo en la causa de la inhibiciéon. La inhibicidon de ALAD es
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rapida, pero el efecto es reversible por si solo y lentamente, los valores de ALAD
regresan a su normalidad después de 4 meses (Walker et al., 2006).

En estudios recientes con sapo gigante ha sido utilizado este biomarcador,
para evidenciar la exposicién a plomo en sitios contaminados (Arrieta et al., 2000;
Arrieta et al., 2004; Fink y Salibian, 2005; llizaliturri-Hernandez et al., 2013).

2.4.2.4 Parametros hematoldgicos

Los parametros quimicos y morfologicos de la sangre pueden proveer una
amplia gama de biomarcadores, su uso ha incrementado debido a que la toma de
muestra puede ser muy rapida y no destructiva (Hopkins y Rowe, 2010).

La hematologia estad dedicada a la evaluacion del funcionamiento de la
sangre, principalmente las células de la sangre y sus progenitores en la médula
Osea. Los parametros hematoldgicos pueden proporcionar evidencia de patologia
incluyendo anemias, deshidratacion, procesos infecciosos, parasitismo o
intoxicaciones (Fossi et al., 1994). Estos pardmetros a su vez pueden estar
relacionados con la contaminacion y sus efectos (Blaxhall, 1972).

Un gran numero de células rojas inmaduras en la sangre circulante es
indicativo de una pérdida de sangre, un incremento de la tasa de destruccion de
eritrocitos maduros o linfocitos es indicativo de una respuesta a un proceso
inflamatorio o infeccion. Debido a que el volumen de células empaquetadas es una
funcién tanto de la cantidad y el tamafio de las células rojas de la sangre, se
pueden utilizar para una estimacion de la presencia de una anemia. Sin embargo,
debe tomarse en cuenta, si el animal estd deshidratado porque esto reduce el
volumen de plasma y aumenta artificialmente el porcentaje de volumen de células
empaquetadas. El tamafo de las células rojas (volumen corpuscular medio VCM)
puede ser calculado por la division del volumen del paquete celular entre el conteo
de eritrocitos. Un VCM alto es causado por un aumento de eritrocitos inmaduros y
ocasionalmente es indicativo de una anemia causada por agentes infecciosos,
pérdida interna de sangre, enfermedades autoinmunes o deficiencias de vitamina
Bi2 0 acido félico. El contenido de hemoglobina por eritrocito (Hb corpuscular
media -HCM-) es calculado por la division de la cantidad de hemoglobina por
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mililitro entre el nimero de células rojas por mililitro. Las anemias hemoliticas y la
deficiencia de hierro llevan a un aumento de HCM. La concentracion de Hb
corpuscular media (CHCM) es el rango del peso de la hemoglobina por el volumen
del eritrocito. Una deficiencia de hierro, aumento de eritrocitos inmaduros
(reticulocitosis) y metahemoglobina puede resultar en una disminucién de los
valores de CHCM (Fairbrother, 1994).

La cantidad de hemoglobina en la sangre puede ser cuantificada
espectrofotométricamente por la  conversion de hemoglobina a
hemoxihemoglobina con hidréxido de amonio. El volumen de paquete celular o
hematocrito, es el porcentaje de volumen total de sangre compuesto por glébulos
rojos. Algunos compuestos toxicos pueden alterar el funcionamiento del sistema
hematoldgico a través de la interferencia con la produccion celular en la médula
0sea 0 en la sintesis del grupo hemo, por una citotoxicidad directa a las células, o
por lesiones en otros tejidos resultando en una pérdida de células de la sangre a
través del secuestro en 6rganos (Fairbrother, 1994; Lajmanovich et al., 2005).

2.4.2.5 Enzimas esterasas

El uso de la inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE) es particularmente util
porque representa el sitio de accién, y el grado de inhibicion est& relacionado con
efectos toxicos. La butirilcolinesterasa (BChE) es estudiada algunas veces en
paralelo con AChE, sin embargo, su grado de inhibicibn no siempre esta
relacionado a un efecto toxico. EI modo de accion estd bien establecido. Dos
clases de compuestos, los organofosforados y carbamatos, inhiben la AChE o la
BChE, en el caso de la primera; causando una acumulacion de acetilcolina en las
sinapsis nerviosas, interrumpiendo su funcion. Esta disrupcion neurologica de la
funcién nerviosa tiene efectos evidentes: temblores, disfuncion motora, o hasta la
muerte. El andlisis de AChE y BChE es mas sencillo, mas rapido y mas barato que
el andlisis quimico para OFs y carbamatos (Amiard y Amiard-Triquet, 2013).

La BChE, conocida también como pseudo-colinesterasa o colinesterasa no
especifica, es una serina hidrolasa que cataliza la hidrélisis de esteres de colina.
Esta relacionada estructuralmente y funcionalmente con AChE. Diversas
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investigaciones sugieren que BChE puede tener funciones en el sistema nervioso
y puede participar en procesos patoldgicos de enfermedades neurodegenerativas
(Darvesh et al., 2003).

En vertebrados, la inhibicion de AChE del cerebro ha sido usada para
establecer la muerte causada por una exposicion a plaguicidas OFs o carbamatos.
Bajo condiciones ideales, la inhibicién en un intervalo de 50-80% se puede tomar
como prueba de la mortalidad por el plaguicida. En la practica, a menudo se
desconoce el grado de desnaturalizacion de los compuestos, y los controles para
estos son dificiles de obtener. Ademas, la inhibicion por carbamatos es facilmente
reversible y se puede perder rapidamente después de la muerte. Sin embargo, las
mediciones de los OFs y carbamatos son aun mas dificiles, ya que se metabolizan
y eliminan con rapidez, de hecho, los analisis quimicos para niveles de residuos
no han sido ampliamente utilizados en el diagnéstico de toxicidad por estos
compuestos. La recoleccion de AChE y BChE sanguineo es mas rapida y mas
facil que la del cerebro (Thompson, 1999). Ademas, la BChE ha sido utilizada
como biomarcador de exposicion a organofosforados (OFs) en anfibios que
habitan en campos o cultivos de arroz o0 maiz (Attademo et al., 2007; Lajmanovich
et al., 2008).

2.4.2.6 Factor de condicion

Los indices de condicion fisicos han sido usados durante mucho tiempo en
la acuacultura como un método simple para monitorear los cambios en la salud de
los peces. El indice morfométrico mas usado es el factor de condicién, expresado
como el peso (g)/ longitud (cm). Ademas, los indices de condicién, son
biomarcadores potencialmente atractivos debido a que son sencillos de
implementar (Linder et al., 2010a).

Los indices de condicion pueden estar influenciados por factores
ambientales (temperatura, temporada, pH) y el estado fisiologico del animal
(nutricién). Por otra parte, los contaminantes pueden producir cambios rapidos y
marcados en los indices de condicion que se diferencian claramente de cualquier

influencia estacional o ciclo de vida subyacente (Schlenk et al., 2008).
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El decremento del factor de condicién es interpretado como un declive en
las grasas del cuerpo o almacenamiento de glucégeno en el higado. Asi mismo,
los contaminantes que causan un aumento en la tasa metabdlica, un declive en la
ingesta de energia o mejoran el metabolismo de las grasas, como parte de la
accion toxica, es probable que disminuyan el factor de condicion. Comunmente,
una mayor reserva de energia en organismos les confiere una mayor resistencia
sin alimento, mayor supervivencia y mejor rendimiento reproductivo en
comparacion a los individuos que presenten menores reservas (Brodeur et al.,
2011). La elevacién de la tasa metabdlica es una respuesta comun a la exposicién
a contaminantes, y varios de estos pueden causar una menor ingesta de energia,
ya sea, por el cambio de comportamiento alimenticio o por los efectos toxicos en la
absorcion en el tracto gastrointestinal, lo cual también afecta el factor de
condicion. Alternativamente, el indice de condicién puede confirmar la ausencia de
efectos téxicos o indicar la recuperacion del ecosistema de la contaminacién
(Schlenk et al. 2008). En organismos, como peces, aves y anfibios se ha reportado
la disminucion del factor de condicion después de la exposicion a metales
pesados, bifenilos policlorados y plaguicidas (Bervoets y Blust, 2003; Jaspers et
al., 2006; Brodeur et al., 2011).

2.4.2.7 Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso de muerte
celular natural, esencial para el desarrollo normal y la homeostasis de todos los
organismos multicelulares. Este proceso es muy importante para eliminar
cualquier dafio, infeccion o neoplasia en la célula. Sin embargo, un proceso de
apoptosis alterado puede conducir a efectos biolégicos adversos (Sweet et al.,
1999). La apoptosis se distingue claramente de la necrosis, debido a que, en este
altimo proceso la integridad de la membrana celular est4d severamente
comprometida a un dafio. Ademas, la necrosis ocurre en grupos de células o en
tejidos. En contraste, la apoptosis ocurre a nivel de célula individual. Durante este
proceso, una célula individual se somete a un proceso activo de muerte celular

puesto en movimiento por un programa genético y que culmina en la
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fragmentacion del ADN y la formacion de trozos de membranas empaquetadas
llamadas cuerpos apoptoéticos. La membrana plasmética de las células y cuerpos
apoptoéticos mantienen su integridad, previniendo la salida de material celular, y de
ese modo, una respuesta inflamatoria y dafio tisular local. Los cambios
bioguimicos en la superficie de la membrana plasmética son reconocidos por
macrofagos del tejido y otras células, encargandose de su eliminacion in vivo
(Kannan y Jain, 2000).

La apoptosis puede ser desencadenada por numerosos factores incluyendo
las sefiales mediadas o la induccidon por receptores, factores de crecimiento,
farmacos, contaminantes, y en determinadas condiciones, el dafio al ADN (Sweet
et al.,, 1999, Kannan y Jain, 2000). Ademas, tiene un papel importante en las
funciones inmunoldgicas, tanto con la seleccion de células inmunes y la
eliminacion de células citotoxicas. Una alteracion de la sefalizacion de la
apoptosis puede desencadenar enfermedades degenerativas, autoinmunidad y
cancer (Chopra y Schrenk, 2011).

Los contaminantes ambientales pueden influir en la proliferacion celular y la
apoptosis, los cuales pueden generar el desarrollo de lesiones pre neoplasicas o
tumores. Se ha demostrado que algunos contaminantes como el DDT, dieldrin,
heptacloro, dioxinas o BPCs pueden inhibir la apoptosis de células hepaticas. Por
otra parte, otras investigaciones, han demostrado la induccién de apoptosis por
contaminantes como dioxinas, dieldrin, hexaclorobenceno o metabolitos del DDT
principalmente porque inducen la produccién de especies reactivas de oxigeno
gue desencadenan toda una cascada de procesos hasta dar inicio a la apoptosis
(Figura 8) (Shi et al., 2009; Ludewig et al., 2013).
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Figura 8. Ejemplo de induccién de apoptosis por p, p’-DDE (metabolito del DDT) (Shi et al., 2009).

2.4.2.8 Perturbacion endocrina

Los biomarcadores de perturbaciéon endocrina han sido usados desde que
se demostré que la reproduccién de los peces era sensible a los contaminantes
qguimicos. Los primeros compuestos de perturbacién endocrina (EDCs por sus
siglas en inglés) fueron aquellos que actuaban como estrogenos por su capacidad
de imitar el estrégeno natural, estradiol, causando asi una accioén de feminizacion
en los organismos. El término general de los EDCs ahora incluye moléculas de
distinta variedad estructural y de origen (BPCs, por ejemplo) (Palmer et al., 1998;
Walker, 2009). Otro ejemplo, es el nonilfenol, usado como una sustancia
intermediaria en la produccion industrial de etoxilatos de nonilfenol, un grupo de
surfactantes no idnicos usados en plasticos, pinturas de latex, detergentes
industriales y de hogar, o en la industria textil y de papel. Los EDCs no sélo imitan

las hormonas sexuales esteroides estrogénicas sino también los androgénicos,
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mediante la union a receptores hormonales o influyendo en las vias de
sefalizacion hormonal; bloqueando o alterando la union de las hormonas a estos
receptores, resultando en la alteracion de la produccion de las hormonas naturales
y modificando los niveles y la funcion de los receptores (Walker et al., 2012).

En vertebrados no mamiferos, la produccion de yema es iniciada en el
higado de las hembras adultas con la produccion de vitelogenina. Una vez
sintetizada y liberada por el higado, la vitelogenina entra al sistema de circulacion,
siendo tomada por los ovocitos para ser convertida en la yema de huevo
(lipovitelina y fosvitina). Estructuralmente, VTG es una fosfolipoglicoproteina
precursora de la yema de huevo, que tiene un peso molecular de 200 a 250 kDa
(Linder et al., 2010a).

El estrogeno es el principal estimulo para la produccion de vitelogenina,
induce la vitelogénesis en miembros de todas las clases de vertebrados no
mamiferos. En cada uno de estos grupos, el tiempo de la produccion de
vitelogenina en hembras adultas corresponde al periodo de niveles elevados de
estrogenos. La vitelogénesis puede ser inducida en machos y en hembras no
vitelogénicas por la administracion de estrogenos (Figura 9). La produccion de
vitelogenina en respuesta a compuestos estrégenicos es rapida, sensible y
dependiente de la dosis (Wallace y Bergink, 1974; Palmer et al., 1998). Los
estrogenos mimeéticos ejercen una accion feminizante, que preocupa mas en los
individuos macho, debido a que induce la VTG en estos, y por consecuencia hay
presencia de ovocitos y oviductos en los testiculos, disminucion de la fecundidad,
modificacion de la proporcion de sexos, y la reduccion de los caracteres sexuales
secundarios en el macho. Cuando se detecta la presencia de VTG en sangre de
machos puede haber un efecto endocrino en estos, asi mismo, cuando en las
hembras es detectada una disminucién en los valores de VTG también sugieren
una perturbacion endocrina. Es por esto que la VTG se considera un biomarcador
de exposicion a xenoestrogenos, que producen una perturbacion endocrina
(Linder et al., 2010; Arukwe y Goksgyr, 2003; Roméo y Giambérini, 2013).
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Figura 9. Induccion de la produccion y secrecion de proteina VTG mediante compuesto
estrogénicos (Arukwe y Goksoyr, 2003; adaptado por Aranzazu-Taborda et al. 2009).

Se estima que VTG es la Unica proteina que contiene foésforo en la sangre
de los vertebrados oviparos, y esto, junto con el alto grado de fosforilacion permite
la cuantificacion indirecta de VTG (Hallgren et al., 2009).

En cuanto a estudios, en anfibios macho de la especie Xenopus laevis, se
ha reportado el incremento de las concentraciones de VTG plasmética al estar
expuestos a compuestos organoclorados (dieldrin, toxafeno y DDT) en
condiciones controladas (Palmer y Palmer, 1995; Palmer et al., 1998). Otros
autores sefalan que dentro de los principales compuestos que causan
perturbacion endocrina, en anfibios y reptiles, se encuentran los BPC's,
plaguicidas organoclorados y algunos metales pesados (Sparling et al., 2010).




Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016

marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

METODOLOGIA

3.1 Seleccion de biomarcadores no destructivos (sangre completa o plasma)

Con base a una revision bibliografica realizada de efectos presentados en

organismos vertebrados como R. marina expuestos a diferentes contaminantes se

seleccionaron los siguientes biomarcadores:

Glutation s-transferasa (GST). Aumento de la enzima GST (fase Il) por la
presencia de contaminantes.

Peroxidacién lipidica (Medida como MDA). Presencia del producto MDA
cuando se induce peroxidacion de lipidos ocasionado por la exposicion a
contaminantes.

ALAD (inhibicion). Sensible a la contaminacién por Pb

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM): parametro
hematolégico sensible a los cambios en la salud general de los organismos
producidos por contaminantes.

Butirilcolinesterasa (BChE). Sensible a la presencia de plaguicidas
organofosforados.

Factor de condicion. Biomarcador considerado como metabdlico y de uso
de energia.

Apoptosis. Sensible a los cambios producidos por contaminantes como
organoclorados, que podrian causar un desequilibrio en este proceso.
Determinacion de la presencia de vitelogenina (VTG). Aumento o

disminucién con la presencia de perturbadores endocrinos.

3.2 Identificacién del sitio y estaciones de muestreo

Se seleccionaron dos estaciones de muestreo dividas en dos sitios de

muestreo cada una de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos: de la zona baja o

industrial el Ejido Cangrejera (municipio Coatzacoalcos) y Estero del Pantano

(municipio de Cosoleacaque), de la zona alta o rural el ejido Limonta (municipio de

Minatitlan) y la localidad de San Carlos aledafia al Rio Uxpanapa (Figura 10).
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Figura 10. Sitios de muestreo de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Zona baja o industrial

(rojo) y zona alta o rural (amarillo).

3.2.1 Descripcion de las estaciones de muestreo

La eleccion de estas estaciones de muestreo se basd en el grado de

contaminacion registrado en el lugar. La zona baja o industrial (Figura 10) se

conformd por los siguientes sitios:

e Ejido Cangrejera: sitio aledafo a los complejos petroquimicos de Pajaritos y

Cangrejera, donde son producidos diversos derivados de compuestos de

cloro y etileno. Ademas, en esta zona ya se ha evidenciado la presencia de

COPs tanto en matrices ambientales como en bioldgicas, asi como los

efectos que estos podrian estar causando en organismos terrestres

(Stringer et al., 2001; Espinosa-Reyes et al., 2010b; Gonzalez-Mille et al.,

2010).
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e Estero del Pantano: sitio que se encuentra en las orillas del Rio Calzadas.
De acuerdo a llizaliturri et al. (2013) el rio recibe descargas de aguas
residuales e industriales. Ademas, se ha evidenciado la presencia de COPs
y Pb, asi como los efectos de estos compuestos a organismos terrestres y
acuaticos (Pelallo-Martinez et al., 2011; Gonzalez-Mille et al., 2013;
llizaliturri-Hernandez et al., 2013).

Mientras que la zona alta o rural (Figura 10) se conformd por los siguientes sitios:
e Ejido Limonta: Ubicado rio arriba del Rio Coatzacoalcos, en el municipio de
Hidalgotitlan. Presenta escasa urbanizacion y ecosistemas aun bien
conservados.
e Localidad de San Carlos: sitio aledafio al Rio Uxpana, rio arriba y que
desemboca en el Rio Coatzacoalcos. Tiene ecosistemas bien preservados.
Los sitios agricolas seleccionados se caracterizan por tener ecosistemas
semi-preservados, y algunos impactados por la produccion agricola, siendo zonas
susceptibles donde se pueden utlizar plaguicidas organofosforados,
organoclorados o carbamatos para el control de plagas o vectores.

Como referencia se seleccionaron sapos gigantes mantenidos en
laboratorio por un afio con su respectiva alimentacién, recolectados en Cd. Valles,
San Luis Potosi. En el laboratorio estos organismos no se expusieron a ningun

contaminante.

3.3 Recoleccién de sapo gigante y toma de muestras

Se obtuvo el permiso de colecta cientifica con nuamero de oficio:
SGPA/DGVS/09731/15 para captura de sapo gigante en la regién de la cuenca
baja del Rio Coatzacoalcos por parte de la SEMARNAT.

Para la captura de los sapos, esta se hizo a mano en transectos de los
sitios por la tarde y noche. Se recolectaron de 4 a 10 sapos por sitio de muestreo.
Se tomaron como criterios de inclusion las siguientes caracteristicas: estado
adulto, del sexo macho y hembra (en proporcion), y con caracteristicas similares

entre si.
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Los sapos se trasladaron al Laboratorio de Quimica de la Universidad
Veracruzana Campus Coatzacoalcos, donde se les tomé el peso y la longitud
hocico-cloaca. Posteriormente se procedidé a tomar la muestra sanguinea (3 a 5
mL) con jeringas heparinizadas por cada uno (siguiendo la guias y normas
establecidas por la Comision para el Uso y Cuidado de Animales Herpetolégicos -
HACC, por sus siglas en inglés-). Se tomaron dos partes de las muestras de
sangre completa antes de centrifugar. La primera se fij6 con formaldehido para su
posterior analisis de contenido de ADN en el citometro de flujo. Después de una
centrifugacion a 3500 rpm de la sangre completa restante, se tomoé el plasma y
junto con la segunda parte de sangre completa se almacend en criotubos en
nitrogeno liquido (-196°C) para su posterior analisis de enzimas (esterasas, ALAD,
MDA, GST y VTG). Para los sapos de referencia se procedio de la misma manera

para la toma de muestras.

3.4 Determinacion de biomarcadores
3.4.1 Glutation S-Transferasa (GST)

El método para la determinacion de GST en plasma de los sapos esta
basado en la metodologia propuesta por Habig et al. (1974) modificada por
Habdous et al. (2002) para ser usada en sangre. El principio del método consiste
en que la enzima GST que se encuentra en el plasma, combina el GSH con 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) (conjugacion), este conjugado aumenta su
absorbancia a 340 nm. Una unidad de actividad de GST se define como la
cantidad de enzima que sintetiza 1 uM del producto por minuto. Para anfibios
anuro el método fue modificado por Attademo et al. (2007).

La técnica se estandarizdé bajo las condiciones del laboratorio donde se
determinaron los biomarcadores (ANEXO B). Posteriormente para la
determinacion de GST en plasma de sapos gigantes de referencia y del Rio
Coatzacoalcos, se utilizaron 50 puL de plasma diluido 1:50 con buffer fosfato. En
una microplaca de 96 pocillos se colocaron 50 uL de plasma, se le adicionaron

100 pL de CDNB 15 mM y 100 puL de GSH reducido 3 mM. El espectrofotbmetro
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con lector de microplacas se programé para medir cada 10 segundos por 1 minuto
la reaccion, después cada minuto hasta completar 10 minutos. Se procedi6 a leer
a una longitud de onda de 340 nm. Para el blanco analitico se sustituy6 la muestra
por buffer fosfato, y para el blanco de la muestra el sustrato se sustituy6 por buffer
fosfato.

El incremento de la absorbancia es directamente proporcional a la actividad

de GST. Para calcular la actividad de GST se utiliz6é la Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Férmula para obtener la actividad de GST en plasma de sapo gigante

AA340/

Asyo (lectura final) — Az, (lectura inicial)
minuto) =

Calculo de cambio en absorbancia ( - — -
tiempo de reacciéon (min.)

MM AA340/

— . XV (mL)XFD
Actividad GST | 2L | = min

min Emm X Vop (ML)

Donde V= volumen de la reaccién, FD= factor de dilucién, Emv= factor de extincién y Ve; = volumen

de la muestra enzimatica.

3.4.2 Peroxidacion lipidica medida como malondialdehido (MDA)

Las especies de radicales libres involucrados en el proceso de peroxidacion
lipidica desaparecen a causa de su corta vida, y soOlo las sustancias estables
permanecen. Incluso tales sustancias estables son susceptibles de
descomponerse en cierta medida. En consecuencia, el principio del procedimiento,
para determinar SRATB, es hacer reaccionar estas sustancias estables con un
reactivo adecuado después de la eliminacion de otras sustancias reactivas. El
acido tiobarbiturico (ATB) es un reactivo sensible para la deteccion de peroxidos
de lipidos, pero su especificidad es muy baja cuando se encuentran otras
sustancias reactivas. Por lo tanto, para la eliminacién de estas sustancias en el
proceso tales como la glucosa y aldehidos solubles en agua, los lipidos se pueden

precipitar junto con las proteinas mediante el uso de un sistema de acido fosforico
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y butilhidroxitolueno (BHT). Después de la reaccion con ATB a 60°C, el producto
se mide por espectrofotometria UV-Visible a 532 nm.

Para la cuantificacion de MDA se utilizé el kit NWLSS™ Malondialdehyde
Assay de la empresa Northwest Life Sciencie Specialities. Se siguio el protocolo
de este kit. En un tubo de ensaye, se afiadieron 10 uL de BHT, 250 uL de plasma
(por duplicado) o estandar de MDA (para el caso de la curva de calibracion), 250
uL de acido fosforico y 250 uL de TBA, posteriormente se mezclaron en vortex
durante 5 a 10 segundos, enseguida se incubaron a 60°C por 60 minutos. Una vez
completado el tiempo, la mezcla se centrifugd a 10 000 g x 3 minutos. El
sobrenadante fue transferido a un pozo de microplaca de 24 pocillos y se realizo la
lectura inmediatamente a 532 nm. El célculo de MDA se realiz6 mediante
extrapolacion con una curva de calibracion de MDA que el propio kit contenia.

3.4.3 Butirilcolinesterasa (BChE)

La determinacion de esterasas en plasma se basé en el método propuesto
por Ellman et al. (1961) modificado por Attademo et al. (2007) para anfibios y por
Gagné (2014) para microplaca de 96 pocillos. El fundamento del método consiste
en la medicién de la reaccion enzimatica, donde a partir de la butiriliicolina, la
BChE libera tiocolina, esta ultima reacciona con el acido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB, reactivo cromégeno), produciendo un color amarillo el cual
puede ser medido espectrofotométricamente a 412 nm.

La técnica se estandarizdé bajo las condiciones del laboratorio donde se
determinaron los biomarcadores (ANEXO B). Para la determinacién de la actividad
de BChE 10 uL de suero se diluyeron en 990 uL (1:100) de buffer Tris HCI 0.1 M.
Enseguida 50 pL del plasma diluido se afiadieron a la microplaca, posteriormente
se adicionaron 100 uL de DTNB 5 mM y 100 pL de yoduro de butirilcolina 1 mM,
se mezclaron e inmediatamente se midieron en un espectrofotdmetro UV-Visible
con lector de microplacas a 412 nm en intervalos 10 segundos por 1 minuto, y
posteriormente en intervalos de 1 minuto hasta completar 10 min. Para la

preparacion del blanco analitico, se sustituy6 la muestra sanguinea por 50 uL de
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buffer Tris HCI 0.1 M a pH 7.6, mientras que para el blanco de la muestra solo se
sustituyd el sustrato por buffer, y el procedimiento para la reaccion fue similar. La

actividad de BChE se calcul6 con la ecuacion 2.

Ecuacion 2. Férmula para calcular la actividad de BChE en plasma de sapo gigante
1000
XVt X

.. _ AA
Actividad BChE = min X 13600 Vm

x FD

Donde, AA/min= cambio de absorbancia por minuto, 1= ancho de la celdilla, 13.6= coeficiente de
extincion molar, Vt= volumen total de la determinaciéon, Vm= volumen de muestra utilizado, 1000=

factor de conversién, y FD= factor de dilucién (600).

3.4.4 Actividad &-ALAD

El principio del método de determinacion se basa en la incubacion de la
enzima &-ALAD con un exceso de acido aminolevulinico (ALA). El porfobilinégeno
formado es mezclado con el reactivo de Erlich’s y el color conseguido se mide
fotométricamente contra un blanco. La cantidad de porfobilinégeno producido es
indicativa de la actividad 6-ALAD (Berlin y Schaller, 1974). La determinacion de &-
ALAD se bas6 en el método anteriormente mencionado y de las modificaciones
realizadas por llizaliturri-Hernandez et al. (2013).

Antes de realizar el ensayo, las muestras se mantuvieron a temperatura
ambiente por 5 minutos. Posteriormente tres alicuotas por sapo (muestra,
repeticion y un blanco) de 50 pL de sangre se mezclaron con 1.45 mL de agua
desionizada en tubos de ensaye libres de suciedad y adecuados para
centrifugacion. La sangre diluida se homogeniz6 por 15 segundos con un agitador
tipo vortex para asegurar su completa hemdlisis. Enseguida, las muestras se
colocaron en un bafio de hielo por 10 minutos. Terminado el tiempo, se afiadi6 1
mL de buffer sustrato (ALA 10 mM y pH 6.4) a todas las muestras (para el caso del
blanco solo se agregd ademas 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10%) y se
homogenizaron con vértex. Los tubos se incubaron a 38°C por 60 minutos en
obscuridad. La reaccion se detuvo afiadiendo 1 mL de TCA 10%, se

homogenizaron los tubos con vortex y se centrifugaron por 10 minutos a 2000 rpm.
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Un mililitro del sobrenadante se mezcldé con 1 mL de la solucién de Erlich’'s y se
dejé reposar por 10 minutos. Finalmente, en el espectrofotometro de UV-Visible se
realizo la lectura de las absorbancias de las muestras contra el blanco a 555 nm.

Se determind el hematocrito de la sangre de los sapos para calcular la
actividad O&-ALAD. Para esto, la sangre se colocé en tubos capilares
(heparinizados de 50 pL) durante unas horas en posicion vertical, para que el
paquete globular sedimentara. La medicién se realizé con una carta estandar de
hematocrito. Las muestras se midieron por duplicado, y se reporté la media de los
dos registros.

Para el calculo de la actividad 8-ALAD, las unidades se expresaron en pmol

x min x L de hematies (ER), con la ecuacion 3.

Ecuacion 3. Férmula para calcular la actividad 5-ALAD en sangre completa de sapo gigante
Abs X 100 X D X F
Ht x 60 x 0.062

Actividad § — ALAD =

Donde Abs= absorbancia de la muestra, F= 2 (factor de conversion de porfobilindgeno a &-ALA),
D= 35 (factor de dilucion), Ht= hematocrito (%), 60= tiempo de incubacion (minutos), y 0.062=

coeficiente de extincion (L/umol x cm).

3.4.5 Determinacion de Hb y calculo de CHCM

El contenido de hemoglobina (g/dL) fue medido usando el kit HemoCue Hb
201+. La determinacion fue realizada siguiendo el protocolo del aparato. Una
pequefia muestra de sangre fue vertida por capilaridad a una microcubeta del
aparato, la cual, contenia reactivos secos para reaccionar con la Hb de la sangre y
ser determinada fotométricamente en el analizador portatil HemoCue Hb 201+.

La concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) fue calculada
bajo la ecuacion 4.

Ecuacion 4. Férmula para calcular la concentracion de hemoglobina corpuscular media

Hb (Ez%) x 100

CHCM =
HT (%)
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3.4.6 Calculo del factor de condicion (FC)
Para el calculo del FC se tomé la longitud hocico-cloaca (SVL) de los sapos
con un calibrador vernier (mm) y su peso (g) con una balanza electrénica.

Posteriormente se utilizd la ecuacion 5.

Ecuacion 5. Férmula para obtener el factor de condicion

P
FC = eso (g)
SVL (mm)

x 100
3.4.7 Porcentaje de apoptosis por citometria de flujo

Para el analisis del porcentaje de apoptosis en eritrocitos de sapo gigante,
primeramente, siguiendo el método propuesto por Gagné (2014) una parte de la
sangre completa recolectada se centrifugd a 3500 rpm, se deseché el plasma y el
paquete eritrocitario se lavd dos veces con solucion buffer salino pH 7.4 (PBS).
Enseguida a 250 pL del paquete eritrocitario se le afiadieron 750 pL de solucion
fijadora de células (formaldehido al 3% en PBS), se agitdO lentamente y se
almaceno hasta su posterior analisis.

El fundamento de la técnica consiste en que el IP se una al ADN, tifie las
células en proporcion con su contenido de ADN; las células con contenido diploide
normal de ADN apareceran en la fase Go/Gi del ciclo celular, las células que
sintetizan ADN activamente tienen un contenido de ADN mayor y se asignaran a la
fase S, mientras que las células con contenido 4N (diploide) de ADN estaran en Gz
0 mitosis (G2/M), por ultimo las células en procesos de muerte celular estaran en
la categoria de apoptosis (Pérez-Maldonado et al., 2004).

Para el analisis por citometria de flujo se prosiguié con el método propuesto
por Pérez-Maldonado et al. (2004), las muestras previamente fijadas, se diluyeron
con formaldehido 3% para obtener de 10 000 a 10 000 células y entrar en el rango
que el citbmetro de flujo requeria. Posteriormente, se realizé un lavado 1:1 del
paquete eritrocitario con PBS y se centrifugaron las muestras a 1500 rpm por 5
minutos. Enseguida se desecho el sobrenadante, y al boton celular se le afadio 1
mL de IP (preparado con ARNasa) en agitacion constante en vortex por 1 minuto.

Se incubaron las muestras por 20 minutos a 4°C en la oscuridad, y se realizo la
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lectura inmediatamente en el citdmetro de flujo. Finalmente se obtuvieron los

resultados en porcentajes e intensidad de fluorescencia.

3.4.8 Cuantificacion de la proteina VTG como fosforo proteico labil alcali
(ALP)

Este método se basoé en la metodologia descrita por Martin y Doty (1949)
modificada por Wallace y Jared (1969) y Hallgreen et al. (2009). Consiste en
precipitar, purificar y obtener el fésforo de origen proteico, mediante una digestion
alcali para eliminar la materia organica. Después de esta digestion la
concentracion de fosforo es determinada colorimétricamente mediante la técnica
de Fiske y Subbarow (1925).

Primero se procedio a extraer la fraccion fosforo ALP del plasma. Para esto
se mezclaron 50 pL de plasma y 500 pyL de &cido tricoloracético (TCA) al 20%.
Esta mezcla se centrifugé a 4500 rpm durante siete minutos, y se desechd el
sobrenadante. Enseguida se agregaron 500 pL de TCA al precipitado y de nuevo
se centrifugdb a 4500 rpm en el mismo lapso de tiempo, y se desechd el
sobrenadante. Se agregaron 3 mL de etanol en absoluto, y se colocaron en vértex,
para romper los grumos o solidos. Posteriormente, se incubaron las muestras en
bafio Maria a 60°C durante 10 minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugaron
(4500 rpm/7 minutos) y se desechd el sobrenadante. Se agregaron 2 mL de
solucion etanol-éter-cloroformo, y se colocaron en vortex, para romper grumos y
sélidos. Hecho esto, se centrifugd (4500 rpm/7 min) y se desecharon el
sobrenadante. Se agregaron 3 mL de acetona y se colocaron nuevamente vértex
para eliminar grumos o sélidos. Enseguida, se centrifugara (4500 rpm/7 min) y se
desechara el sobrenadante. Al precipitado se le agregaron 2 mL de éter y se
colocd en vértex para romper grumos o solidos, esta mezcla se dejo en una
campana de extraccion para evaporarse toda una noche. Después se agregaron
500 pL de NaOH (2N) y se colocaron las muestras en vértex, y enseguida en bafo
seco a 100°C 20 minutos. Pasado el lapso de tiempo, se dej6é enfriar, y se
agregaron 500 pL de HCI (2N), se mezclaron y se centrifug0, y el sobrenadante se
empleo para la determinacion de fosforo (ALP).
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En una placa de 24 pocillos se coloc6 en una columna el blanco y una curva
de calibracién de 0 a 30 ug/mL (ppm) de fésforo. Para las muestras se tomaron
500 pL sobrenadante. Enseguida se adicionaron 100 uL de solucion de molibdato
acido y 25 pL de reductor de Fiske y SubbaRow (acido 1-amino-2-naftol-4-
sulfénico, 0.8% de sulfito de sodio y bisulfito de sodio) a todos los pozos y se
mezclaron por 35 segundos. Se esperd 10 minutos y se realizé la lectura en el
espectrofotometro UV-Visible con lector de microplacas a 630 nm. La absorbancia
de cada muestra se extrapoldé con la curva de calibraciébn para asi obtener la
concentracion de ALP.

3.5 Analisis estadistico

El analisis de los resultados se realizé mediante la prueba Kruskall Wallis
(p>0.05) y pruebas post-hoc para observar las diferencias entre los rangos cada
sitio evaluado. Posteriormente se realizd un analisis de correlacion de Spearman
entre los biomarcadores para observar sus. Todos estos analisis se realizaron bajo
el programa STATISTICA 10 ® y Prisma GraphPad 6 ®.
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RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Actividad Glutation S-transferasa (GST)

Los niveles de actividad de la enzima GST por zona se presentan en la
Figura 11. La GST presentd un aumento significativo de su actividad enzimética en
los sapos residentes de Coatzacoalcos. Este aumento fue de 1.4 veces con
respecto a los de laboratorio. El analisis estadistico mostré diferencias
significativas (KW-Hz, 37=13.64, p<0.05) entre los organismos de Coatzacoalcos y

con los de referencia (laboratorio).

144
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104

Actividad GST (uM x min x mL de plasma)
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LABORATORIO Z. ALTA Z. BAJA
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Figura 11. Actividad GST en plasma de sapo gigante. Analisis estadistico realizado con prueba
Kruskall Wallis, p<0.05. (Laboratorio n=7, Alta o Rural n=19, Baja o Industrial n=11) (Las barras
representan el rango intercuartil y el simbolo la mediana).

El patron de aumento de la actividad enzimatica de GST concuerda con
estudios en anfibios adultos de la especie R. schneideri expuestos a plaguicidas
organofosforados en campos agricolas en comparacion a los residentes a un sitio

pristino (Attademo et al., 2007). En otros estudios, experimentales, se demostro
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gue conforme aumenta la concentracidbn de plaguicidas como el endosulfan,
diazinon y 2-4-D, estos elevan significativamente la actividad de GST en diferentes
organos y suero de anfibios adultos (R. regularis y R. arenarum) expuestos
(Ezemonye y Tongo, 2010; Lajmanovich et al., 2015). Por otra parte, en otros
vertebrados como peces que habitaban en sitios contaminados por HAPs, BPCs,
DDT, lindano y metales pesados, se encontr6 un aumento de la actividad
enzimética de GST comparado con sitios no contaminados (Willett et al., 1997;
Armknecht et al. 1998; Luklianov y lIreikina, 2011). Los autores de las
investigaciones anteriormente sefialadas han atribuido el incremento de GST a
una posible detoxificacibn de los contaminantes por parte de la enzima.
Ciertamente, GST es una de las enzimas que conforman la segunda fase de
biotransformacion de xenobidticos, conjugando estos compuestos, adicionando un
grupo glutatiéon reducido (GSH) para hacerlos muchos mas polares (grupo tioéter)
y por ende puedan ser eliminados mediante via biliar o urinaria del organismo
(Parkinson et al., 2013). Por lo cual, el incremento de GST encontrado en la
presente investigacion puede estar relacionado con la presencia de los
contaminantes como compuestos organicos persistentes (BPCs, PBDEs,
plaguicidas organoclorados) registrados en algunos de estos sitios (Espinosa-
Reyes et al., 2010b; Espinosa-Reyes et al., 2012; Espinosa-Reyes et al., 2013;
Gonzalez-Mille et al., 2013, Ruiz-Fernandez et al., 2016). Cabe aclarar, que la
mayoria de las investigaciones anteriores evidencian una mayor presencia de
COPs y HAPs en la zona industrial. Aunado a esto, el analisis de comparacién
post hoc de la presente investigacion no mostré diferencia significativa de la
actividad de GST entre los sapos de la zona baja y la zona alta. Por lo tanto, se
podria asimilar que en la zona alta pueden existir compuestos similares a los de la
zona baja que estén propiciando una mayor actividad de GST en plasma de los
organismos residentes de esta zona, y por ende, con esto se confirmaria la utilidad

de GST como biomarcador de exposicion en sapo gigante.
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4.2 Peroxidacién lipidica

En cuanto a la peroxidacién lipidica reportada como MDA se encontré una
menor presencia de este compuesto (2.3 veces menor) en los organismos de la
zona alta, el cual fue estadisticamente significativo con respecto al de laboratorio
(KW-H2,37=9.74, p<0.05). Los resultados se muestran en la Figura 12. El analisis
de comparacién post hoc mostr6 también una diferencia significativa entre la
presencia de MDA, donde se obtuvo un incremento de 1.8 veces de MDA en los

organismos residentes de la zona baja en comparacion con los de la zona alta.

MDA (uM x mL de plasma)

0 T T T
LABORATORIO Z.ALTA Z.BAJA

ZONAS

Figura 12. Presencia de MDA en plasma de R. marina. Andlisis estadistico realizado con prueba
Kruskall Wallis, p<0.05. (Laboratorio n=7, Z. Alta= 19. Z. Baja=11) (Las barras representan el rango
intercuartil y el simbolo la mediana).

MDA es el producto de la peroxidacion lipidica de acidos grasos insaturados
que se encuentran en las membranas celulares. MDA ha sido utilizado
comunmente como un biomarcador de estrés oxidativo (Repetto et al., 2012).

Algunos xenobidticos pueden interactuar con las membranas celulares y formar

| 57



Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016
marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

radicales libres, generando una cadena que puede desbalancear el sistema redox
en el organismo y tener consecuencias severas, como la induccion de la apoptosis
o dafio al ADN en las células (De Zwart et al. 1999; Marnett, 1999; Hampel et al.
2016).

Con la premisa de que se ha registrado una mayor concentracién de
contaminantes en la zona industrial (metales pesados, compuestos
organoclorados, HAPs, etc.), en matrices ambientales (suelo y sedimento) hasta
en tejido de sapo gigante (Espinosa-Reyes, et al., 2012; Gonzalez-Mille et al.,
2013, llizaliturri-Hernandez, et al., 2013), se puede asumir que la presencia de
MDA en los sapos residentes de la zona industrial puede estar relacionado a una
posible induccion de peroxidacion lipidica por los contaminantes, debido al
incremento de especies reactivas de oxigeno y radicales libres que estos
ocasionan al estar en contacto con las membranas celulares (Repetto et al., 2012).

Wolmarans (2015) encontr6 la presencia de MDA en tejidos de anfibios
terrestres y acuaticos (sapos y ranas) en un rio de Sudéafrica, lo cual se le atribuyo
a la exposicion a organoclorados. Mas aun, en este mismo estudio, el incremento
del estrés oxidativo y por consiguiente la peroxidacion lipidica se correlacioné con
la bioacumulacion de plaguicidas como aldrin, HCH, DDT y clordano en el higado
de los anfibios. Otras investigaciones llevadas a cabo a nivel laboratorio han
evidenciado que la exposicibn a compuestos similares a los registrados en
sedimento y suelo de las zonas industriales de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos tales como derivados de hidrocarburos policiclicos aromaticos
(Buryskova et al., 2006), compuestos de aceite crudo (Eriyamremu et al., 2008),
elutriados de sedimento contaminado con Pb, Hg y Cd (Ortiz-Ordofiez et al.,
2016), metales pesados principalmente Pb y Cd (Wang y Jia, 2009; Ezemonye y
Enuneku, 2011; Zhang et al.,, 2012) organofosforados (Kanter y Celik, 2012;
Lajmanovich et al., 2015) e incluso piretroides (Munisway et al., 2012) aumentan la
presencia de MDA en tejidos o en plasma de larvas, renacuajos o en estado adulto
de sapos, ranas o ajolote, debido a la peroxidacion lipidica inducida por los
radicales libres o especies reactivas de oxigeno que estos contaminantes

generan.
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Por otra parte; se podria explicar una mayor presencia de MDA detectada
en los sapos de laboratorio comparado con los de la zona alta, y a la similitud con
los sapos residentes de la zona baja con la alimentacion de los organismos. Se ha
evidenciado que una deficiencia de vitaminas (por ej. Vitamina E) o la falta de una
nutricion adecuada puede hacer susceptibles a los organismos de presentar una
peroxidacién lipidica, debido a que se produce un desbalance en los sistemas
antioxidantes (Mihara et al., 1980). Esto podria estar pasando en los sapos de
laboratorio, los cuales tuvieron una dieta muy diferente (un solo tipo de alimento)
comparado al de los organismos silvestres. Sin embargo, Repetto et al. (2012)
mencionan que la Unica manera de diferenciar si un estatus nutricional influye en
la peroxidacion de lipidos, es midiendo ademas de MDA, la capacidad antioxidante
en la sangre de los organismos, lo cual hizo falta en la presente investigacion. Asi
mismo, Grotto et al. (2009) y Repetto et al. (2012) recomiendan utilizar mas de dos
métodos para detectar la presencia de MDA en cualquier muestra bioldgica. Por lo
cual, es evidente que hizo falta una estandarizacion de otros métodos para
determinar la peroxidacion lipidica en plasma de sapo gigante. Ademas en futuras
investigaciones se podria complementar este biomarcador con la determinacion de
sistemas antioxidantes (catalasa -CAT-, superoxido dismutasa -SOD-, capacidad
total antioxidante) para obtener una mayor informacion en cuanto al estrés

oxidativo en organismos inducido por contaminantes.

4.3 Acido 5-aminolevulinico dehidratasa (8-ALAD)

Los resultados de 8-ALAD mostraron una menor actividad enzimatica en los
sapos residentes de las zonas muestreadas en Coatzacoalcos comparado con los
sapos de laboratorio. Como se muestra en la Figura 13, los resultados fueron
estadisticamente significativos (KW-H2,37=15.95, p<0.001). Comparando con el
control, se encontrd un porcentaje de inhibicién de 6-ALAD de un 60 a 65% en los

anfibios de Coatzacoalcos.
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Figura 13. Actividad 6-ALAD en sangre completa de sapo gigante. Analisis estadistico realizado
con prueba Kruskall Wallis, p<0.001. (Laboratorio n=7, Z. Alta= 19. Z. Baja=11) (Las barras
representan el rango intercuartil y el simbolo la mediana).

Arrieta et al. (2000) y Arrieta et al. (2004) demostraron en estudios de
laboratorio que la exposicion a Pb en sapos adultos (R. arenarum) inhibia la
actividad enzimatica 8-ALAD, conforme las concentraciones de este metal
aumentaban. Los resultados obtenidos fueron aun mas similares a los
encontrados por llizaliturri-Hernandez et al. (2013), donde se demostré un patrén
de inhibicion de 35 a 78% &-ALAD en sapos residentes a sitios urbano-industriales
e industriales, respectivamente, atribuyéndolo a una exposicion por Pb. Sin
embargo, al comparar el presente estudio con el anterior, se observé que la
actividad 6-ALAD tanto en zona alta y baja fue similar a las obtenidas en la zona
industrial en el 2013. Esta bien documentado que de todos los contaminantes que
existen al Pb se le ha relacionado con una alta inhibicion de la enzima &-ALAD,

dada la composicion rica en grupos sulfhidrilos de la enzima y a la afinidad del Pb
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por estos grupos (Arrieta et al., 2004; Ahamed et al., 2006; Mussali-Galante et al.,
2013). Por lo tanto, la inhibicibn enzimatica presentada en los sapos de
Coatzacoalcos en la presente investigacion, podria estar relacionada a una
exposicion reciente a Pb, debido a que, la enzima 6-ALAD es evaluada en la
sangre completa que contiene los eritrocitos que llevan a cabo el transporte de la
hemoglobina, y que por consiguiente contienen esta enzima. Ademas esto se
confirmaria por la vida media (700-1400 dias) de los eritrocitos registrado en R.
marina (Atland y Brace, 1962). Se podria suponer que el hecho de encontrarse
inhibida la enzima en los sapos de sitios rurales, donde no existen fuentes
puntuales de Pb como en los sitios industriales, podria deberse a dos factores. El
primero es que estos sitios rurales se encuentran cercanos a Minatitlan, municipio
donde se encuentran industrias, sobretodo, de refinacidbn y petroquimica, las
cuales podrian ser fuentes de contaminacién no puntuales de Pb, y hayan
aumentado las emisiones en afos recientes, y por consiguiente incrementado la
exposicion a Pb en los organismos. Por otro lado, un segundo factor que podria
estar propiciando esta exposicion serian los fenbmenos meteorolégicos que se
han presentado en esta zona, por ejemplo, inundaciones recientes. Se ha
documentado que algunos metales pesados, como el Pb, y compuestos organicos
puede movilizarse y afectar su biodisponibilidad debido a la remocion de
sedimentos cuando se presentan fendmenos meteoroldgicos extremos como las
inundaciones (Espinosa-Reyes et al., 2013), por lo cual posiblemente un evento

como este haya aumentado la exposicién a Pb en los organismos.

4.4 Parametros hematoldgicos: CHCM

En la Figura 14 se presentan los resultados de la concentracion de
hemoglobina corpuscular media. Los valores de CHCM (mediana + rango
intercuartil) obtenidos para los organismos de Coatzacoalcos fueron 22.14+2.20
g/dL (zona alta) y 26.45+6.17 g/dL (zona baja) los cuales fueron estadisticamente
diferentes a los obtenidos en sapos de referencia (17.09+4.0 g/dL) (KW-
H2,37=17.50, p<0.001). Como se observa se presentd un aumento significativo de
1.3 a 1.5 veces de la CHCM en los sapos de las zonas muestreadas con respecto
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a la referencia. El andlisis de comparacion post hoc también detecté diferencias

significativas en la CHCM de los organismos capturados en zona alta y zona baja.
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Figura 14. Hemoglobina Corpuscular Media (HCM) en sapo gigante. Analisis estadistico realizado
con prueba Kruskall Wallis, p<0.001. (Laboratorio n=7, Z. Alta= 19. Z. Baja=11) (Las barras
representan el rango intercuartil y el simbolo la mediana).

Cabe destacar que muy pocos estudios, en relacion a contaminantes y
parametros hematoldgicos, se han realizado con anfibios. Cabagna et al. (2005)
utilizaron estos parametros para evaluar los efectos de los agroecosistemas en la
salud de los anfibios, sin embargo, no encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el sitio de referencia y los agroecosistemas. llizaliturri-
Hernandez et al. (2013) encontraron valores de CHCM en sapo gigante, de
Coatzacoalcos, similares a los obtenidos en la presente investigacion. Aunque, en
ese estudio, se encontr6 un patréon de disminucion de CHCM conforme a la
cercania de los organismos a sitios industriales, siendo asociado a una anemia

microcitica, la cual podria haber sido causada por exposicién a Pb. Caso contrario,
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en el presente estudio se encontré un patron de incremento de la concentracién de
HCM, en relacion al incremento de los valores de hemoglobina y hematocrito en
los organismos capturados en Coatzacoalcos. De acuerdo a Cazenave et al.
(2005) el incremento de algunos parametros, como la Hb, podria estar relacionado
a una respuesta de los organismos ante una disminucion del transporte de
oxigeno en la sangre (hipoxia), lo cual puede dar origen a una anemia (hipoxia
anémica). La hipoxia en algunos organismos vertebrados (peces, anfibios) se ha
relacionado con el incremento natural y antropogénico de amonio, sulfuros o
materia organica, asi como por la presencia de contaminantes (organicos o
metales pesados -plomo-) y exceso de nutrientes (Rice et al., 1999; Wu, 2002).
Asi mismo, llizaliturri-Hernandez et al. (2013) sefialan que uno de los mecanismos
de respuesta de los vertebrados ante una hipoxia anémica puede ser el aumento
del numero de eritrocitos (policitemia) incrementando la capacidad del transporte
de oxigeno, por consiguiente, aumentando algunos valores hematolégicos, como
el hematocrito. Sugiriendo este fenOmeno como un mecanismo de compensacion
ante la hipoxia anémica.

Con lo anterior, y, dada la evidencia de la presencia de contaminantes
como metales pesados o COPs, se podria suponer que un efecto similar haya
ocurrido en el sistema de R. marina de Coatzacoalcos de la presente
investigacion, presentando diferencia en los parametros con respecto a los

organismos de referencia, y entre los de cada zona.

4.5 Butirilcolinesterasa (BChE)

En cuanto a la actividad de BChE, la Figura 15 muestra los resultados que
se obtuvieron. La actividad de BChE fue estadisticamente mas alta y se obtuvo un
incremento de 1.4 veces para los sapos residentes de la zona baja con respecto a
los de referencia (KW-H2,37=7.47, p<0.05). El andlisis de comparaciones post hoc
no mostrd diferencias estadisticamente significativas de la actividad enzimatica

entre las zonas muestreadas de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos.
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Figura 15. Actividad BChE en plasma de sapo gigante. Andlisis estadistico realizado con prueba
Kruskall Wallis, p<0.05. (Laboratorio n=7, Z. Alta= 19. Z. Baja=11) (Las barras representan el rango
intercuartil y el simbolo la mediana).

La inhibicion de esterasas muchas veces se ha utilizado como un excelente
biomarcador de exposicion a plaguicidas organofosforados y carbamatos, dado
que estos, mediante una fosforilacion del sitio activo, pueden inhibir la enzima, vy,
en consecuencia, desencadenar efectos a nivel neurolégico en los organismos
(Thompson, 1999; Leite et al., 2010).

Diversos estudios, tanto en campo como en laboratorio, en anfibios han
demostrado la inhibicion enzimatica de BChE cuando estan expuestos a
plaguicidas organofosforados (Lajmanovich et al., 2004; Attademo et al., 2007;
Attademo et al., 2011; Lajmanovich et al., 2015). BChE ha sido utilizado también
en otros organismos (aves y reptiles) como un excelente biomarcador no
destructivo de exposicién a plaguicidas (Fossi et al., 1992; Sanchez-Hernandez et
al., 2003).
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Como en la mayoria de los estudios se esperaba obtener una respuesta de
inhibicion de BChE, sobre todo, en los sitios de la zona rural, debido a que podrian
utilizarse plaguicidas para el control de plagas en cultivos. Sin embargo, los
resultados obtenidos, demostraron una mayor actividad de BChE en sapos
residentes de la zona baja. Dado que los sapos gigantes que se mantuvieron en
laboratorio no estan en contacto con ningun contaminante que pueda tener un
efecto en la actividad de BChE, se asumié esta actividad en estos organismos
como normal.

Ademés de utilizarse como biomarcadores de exposicibn a
organofosforados, tanto BChE como la acetilcolinesterasa, han sido utilizados
como biomarcadores de respuesta inflamatoria (Das et al., 2007). Das (2012)
explica que un incremento de la esterasas se debe a que regulan la acetilcolina,
dado que esta molécula es antiinflamatoria, para que el proceso de inflamacion se
lleve en equilibrio. La inflamacién es una respuesta del sistema inmunolégico, de
un organismo, al dafio causado en células y tejidos por cualquier agente
(biolégico, quimico, fisico 0 mecanico); caracterizada por el incremento del flujo
sanguineo, permeabilidad capilar y migracion de células blancas fuera del sistema
circulatorio hacia el tejido circundante para eliminar los residuos y restaurar la
estructura y actividad del tejido (Kovacs y Frazier-Jessen, 1994; Garcia Barreno,
2008). La inflamacién es considerada una respuesta comun a la toxicidad causada
por el metabolismo de xenobibticos (Rosenthal y Luster, 1994; Lampédn et al.,
2012). Algunos COPs como las dioxinas y BPCs pueden desencadenar procesos
inflamatorios por su interaccion con células vasculares (Hennig et al., 2002; Kim et
al., 2012). Por lo tanto, la respuesta que presentaron los anfibios residentes de la
zona baja podria ser causa de exposicion o efectos de los contaminantes de esa
zona que podrian estar desencadenando procesos inflamatorios. Trujillo-Vazquez
et al. (2016) evidenciaron un aumento de la acetilcolinesterasa y BChE en reptiles
(Cocodrilo moreletti) residentes de una laguna contaminada, atribuyéndolo a un

posible dafio hepatico en estos.
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4.6 Factor de condicién (FC)

Los resultados para FC se muestran en la Figura 16. El andlisis estadistico
con la prueba Kruskall Wallis no mostro diferencias significativas entre el FC de los
sapos de las zonas de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos con respecto al FC
de los organismos de referencia (KW-H2,35=15.41, p<0.001). Sin embargo, el
analisis de comparacion post hoc mostré6 una disminucion estadisticamente
significativa de 1.4 veces en el FC de los sapos residentes de la zona baja

comparado con el de los de la zona alta.
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Figura 16. Factor de condicion (FC) presentado en sapos gigantes. Analisis estadistico realizado
con prueba Kruskall Wallis, p<0.001. (Laboratorio n=6, Z. Alta= 18. Z. Baja=11) (Las barras
representan el rango intercuartil y el simbolo la mediana).

Existe muy poca informacién de la utilizacion del factor de condicién en
anfibios en sitios contaminados. llizaliturri-Hernandez et al. (2013) reportaron una
disminucién en el factor de condicidn de sapos residentes de zonas industriales de

la cuenca del Rio Coatzacoalcos comparado con los de referencia (zonas rurales),
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siendo similar a lo obtenido en la presente investigacion. Asi mismo, Brodeur et al.
(2011) reportaron una disminucion del factor de condicion y alteraciones
enzimaticas en ranas semi-acuaticas y terrestres residentes de sitios agricolas,
asociandolo a una posible activacion de sistemas compensatorios o de
detoxificacion en los anfibios ante un estrés ambiental o una disminucion de sus
presas (mosquitos) por la aplicacién de insecticidas. En otros organismos, como
peces y aves, se ha reportado la disminucion del factor de condicion después de la
exposicion a metales pesados y BPCs, respectivamente (Bervoets y Blust, 2003;
Jaspers et al., 2006).

La estimacion del factor de condicion en anfibios es importante para evaluar
si se encuentran bajo un estrés ambiental (Bancila et al., 2010). Este indicador es
utilizado comunmente para evaluar el estado de salud general de organismos
acuaticos y terrestres, debido a que es considerado un biomarcador no destructivo
de las reservas energéticas (Amiard-Triquet et al., 2013). Lo anterior resulta muy
importante dado que las reservas energéticas pueden ser utilizadas para el
mantenimiento, desarrollo o reproducciéon de los anfibios. ComUnmente, una
mayor reserva de energia en organismos les confiere una mayor resistencia sin
alimento, mayor supervivencia y mejor rendimiento reproductivo en comparacion a
los individuos que presenten menores reservas (Brodeur et al., 2011). La
exposicion de los organismos a contaminantes puede incrementar los
requerimientos energéticos, disminuir la tasa metabolica o de asimilacion de
nutrientes, e incluso alterar las enzimas de digestion (Rice et al., 1999; Linder et
al., 2010a; Dedourge-Geffard et al., 2013). Esto podria explicar la disminucién en
el factor de condicion de los sapos residentes de la zona baja en el presente
estudio y en el realizado por llizaliturri-Hernandez et al. (2013), dado que ya se ha
demostrado una mayor presencia de contaminantes en esta zona. En cuanto a la
similitud encontrada entre los sapos residentes de la zona alta y los de referencia,
esto podria estar ocasionado por la falta de un mayor numero de individuos
(tamafio de muestra) o por la deficiencia en la nutricion de los organismos de

laboratorio, debido a que, estos fueron alimentados por un solo tipo de dieta.
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4.7 Apoptosis

En cuanto al resultado del porcentaje de apoptosis en eritrocitos de los
sapos, el analisis estadistico mostré un aumento significativo de este parametro en
los organismos de la zona de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos con respecto
a los de referencia (KW-H2,37=19.90, p<0.001), siendo mayor en los organismos de
la zona baja (Figura 17). Por otra parte, el analisis de comparacién post hoc
demostré diferencias significativas entre el porcentaje de apoptosis de los sapos
de la zona alta y baja. El porcentaje de apoptosis (de mayor a menor) fue de
35.68% y 11.52% en sapos gigantes de la zona baja y zona alta, respectivamente.
La apoptosis en eritrocitos se presentdé 10.7 veces y 33.3 veces mas en los
organismos residentes de la zona alta y baja, respectivamente, en comparacion a

los de laboratorio.
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Figura 17. Porcentaje de apoptosis presentado en eritrocitos de sapos gigantes. Analisis
estadistico realizado con prueba Kruskall Wallis, p<0.001. (Laboratorio n=7, Z. Alta= 19. Z.
Baja=11) (Las barras representan el rango intercuartil y el simbolo la mediana).
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La mayoria de las investigaciones realizadas en fauna con apoptosis, como
biomarcador, hasta el momento se enfocan a la exposicibn de organismos a
contaminantes (en condiciones controladas), sobre todo, de compuestos
organoclorados. Por ejemplo, Tebourbi et al. (1998) y Hallegue et al. (2002)
reportaron una mayor induccién de apoptosis en linfocitos de ratas expuestas a
DDT vy dieldrin, concluyendo que ambos compuestos tuvieron efectos
inmunotéxicos. Sakamoto et al. (1997) y Sakamoto et al. (2004) reportaron la
induccion de apoptosis en células rojas del anfibio anuro Xenopus laevis expuesto
a dioxinas, concluyendo que estos compuestos podrian conducir a una anemia en
estos organismos mediante la induccion de la apoptosis en eritrocitos. Por otra
parte, Cabagna et al. (2006) evidenciaron el incremento de induccion de apoptosis
en eritrocitos de renacuajos de la especie Odontophrynus americanus conforme
aumentaron la exposicion a concentraciones del piretroide Cipermetrina.

Con lo anterior, se podria asumir que el resultado obtenido en la presente
investigacion es uno de los primeros estudios de la utilizacion de la apoptosis
como biomarcador en anfibios en campo, y dado que, ya se ha evidenciado la
presencia de diferentes contaminantes a lo largo de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos, se podria asumir que la induccién de la apoptosis en las dos
zonas se podria deber a una exposicidn reciente a contaminantes que se
encuentran en este sitio. Sweet et al. (1999) mencionan que la apoptosis
comunmente es utilizada como un biomarcador de respuesta a una exposicion
aguda o crénica a una mezcla de contaminantes, indicando un estado de estrés
general, y en algunas ocasiones, la pérdida de funcién celular o estructural de un
tejido, y, por consiguiente, la salud del organismo. En este sentido, se ha
demostrado que algunos compuestos organoclorados y metales pesados pueden
inducir especies reactivas de oxigeno, y, en consecuencia, inducir la apoptosis en
células de diferentes organismos (Pérez-Maldonado et al., 2005; Yang et al., 2009;
Zhang et al., 2012). Esta induccién de apoptosis puede desbalancear o alterar la
homeostasis inmunoldgica. Por ejemplo, un exceso de apoptosis puede alterar las
funciones de los linfocitos, y, en consecuencia, dafar el sistema inmunolégico del

organismo (Kamath et al., 1997; Weyts et al., 1997; Fukuyama et al., 2010). Por

| 69



Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016
marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

otra parte, se puede generar una pérdida de funcion celular, o incluso, de un
organo, por el exceso de apoptosis, como, por ejemplo, dafar la formacién de
organos reproductivos, teniendo efectos de disrupcion endocrina en los
organismos (Androutsopoulos et al., 2013). Y, en cuanto a su relacion con dafio
genético, se ha demostrado que cuando compuestos como HAPs, BPCs, dioxinas
0 metales pesados causan dafios en el ADN como aductos, aberraciones
cromosomicas o dafio en las bases, y el ADN no puede repararse por si solo, se
induce la apoptosis, por lo cual esta induccion puede ser utilizada como
biomarcador de genotoxicidad (Roos y Kaina, 2006).

Es evidente que los sapos residentes de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos contienen mayor porcentaje de apoptosis en comparacion con los
de referencia, por lo tanto, se puede asumir que esto puede ser provocado por la
exposicidbn a contaminantes en las zonas. Mas aun, las diferencias estadisticas
entre la zona alta y baja, dan un gradiente de exposicion en este biomarcador,
siendo la zona baja o industrial la mas afectada, coincidiendo con la region donde

se han registrado mas contaminantes.

4.8 Vitelogenina

Por dltimo, los resultados de vitelogenina en plasma de R. marina se
muestran en la Figura 18. Las concentraciones de VTG (ug/mL) en los organismos
de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos no presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los de referencia (KW-Hz,26=4.017,
p>0.05). El analisis de comparacién post hoc no mostré diferencias significativas
entre las concentraciones plasmaticas de VTG en sapos gigante residentes de la
zona alta y baja. Cabe destacar, que la determinacion de VTG plasmética se
realiz6 en organismos macho residentes del Rio Coatzacoalcos, mientras que,
para laboratorio o referencia, se utilizaron organismos hembra.

VTG ha sido utilizada como biomarcador de disrupcion endocrina en
organismos como peces, reptiles, anfibios y mamiferos. Kirby et al. (2004)
reportaron un aumento de esta proteina en plasma de peces pleuronéctidos

machos (Platichthys flesus) residentes de estuarios del Reino Unido, atribuyéndolo
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a una exposicion a compuestos estrogénicos por los sitios industriales aledafios.
Posteriormente, en este mismo estudio, realizado en otra temporada se evidencio
la disminucion de VTG en los peces macho, asociandolo a un mejor tratamiento de
aguas residuales de las industrias aledafas al estuario. De la misma manera
Medina-Garza (2012) report6 un aumento de VTG en plasma de peces
(Oreochromis sp.) en ecosistemas acuaticos de México, asociandolo a una posible
presencia de compuestos estrogénicos en descargas de aguas residuales o lodos

de tratamiento circundantes a estos ecosistemas.
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Figura 18. Concentracién de VTG plasmatica en sapos gigantes (H=hembras, M= machos).
Analisis estadistico realizado con prueba Kruskall Wallis, p<0.05. (Laboratorio n=7, Z. Alta= 10. Z.
Baja=9) (Las barras representan el rango intercuartil y el simbolo la mediana).

Por otra parte, en anfibios, la mayoria de estudios se han realizado a nivel
de laboratorio. Por ejemplo; Palmer y Palmer (1995) y Palmer et al. (1998)
reportaron un incremento de las concentraciones de VTG plasmatica en anfibios

de la especie Xenopus laevis al estar expuestos a compuestos organoclorados
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(dieldrin, toxafeno y DDT) en condiciones controladas, concluyendo que VTG
servia como un biomarcador de exposicion a xenoestrogenos en anfibios. Lo
anterior no fue similar a lo encontrado en el presente estudio, debido a que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los sapos gigantes de
referencia contra los del Rio Coatzacoalcos, y los valores de VTG no se
encontraron aumentados en las zonas muestreadas. Sin embargo, esto también
podria ser indicativo de una exposicion a perturbadores endocrinos, debido a que
los sapos machos de los sitios problema presentan valores similares de VTG
plasmatica que las hembras del laboratorio. Wallace y Bergink (1974) y Palmer et
al. (1998) explican que VTG es una proteina caracteristica de las hembras en
anfibios, induciéndose en anfibios machos solamente por la exposicion a
compuestos estrogénicos. Hallgren et al. (2009) confirman que, en organismos
vertebrados del sexo hembra, VTG es la Unica proteina plasmética que contiene
fésforo, y es por esto, que se puede determinar indirectamente como fésforo alcali
labil (ALP) y relacionar con perturbacion endocrina en caso de estar presente en
organismos machos. Por lo tanto, con el hallazgo de las concentraciones similares
en los sapos gigantes evaluados, se podria suponer que los organismos
residentes del Rio Coatzacoalcos estan expuestos a compuestos que pueden
tener efectos como perturbadores endocrinos. Mas aun, se ha demostrado que
algunos de los compuestos organoclorados que se han registrado en el sitio de
estudio pueden tener efectos endocrinos en anfibios, reptiles y peces (Palmer y
Palmer, 1995; Palmer et al., 1998; Vega-Lopez et al., 2006). Esto es indicativo de
qgue el biomarcador puede funcionar para evidenciar perturbacion endocrina por

Xenoestrogeénos en sapo gigante.

4.9 Asociaciones entre biomarcadores

Al realizarse las pruebas de correlacibon de Spearman entre los
biomarcadores en sapo gigante por cada sitio evaluado incluyendo la referencia
(laboratorio), solamente se encontraron correlaciones en las enzimas

determinadas en los sapos residentes de ambas zonas de la cuenca baja del Rio
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Coatzacoalcos. No se encontré ninguna correlacion en los biomarcadores de
sapos de laboratorio.

Primeramente, se encontré una correlacion positiva (r=0.51, p<0.05, n=19)
entre el porcentaje de apoptosis y la actividad de BChE de sapos gigantes
residentes de la zona alta (Figura 19); y, una correlacién negativa (r=-0.68, p<0.05,
n=11) para los mismos biomarcadores en los organismos de la zona baja (Figura
18).
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Figura 19. Correlacién entre la actividad BChE y apoptosis de sapo gigante (R. marina) de la zona
alta (A) y la zona baja (B) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos.

La apoptosis es un mecanismo natural donde se programa la muerte
celular, siendo esencial para el desarrollo y homeostasis normal en los
organismos. Este proceso es muy importante, debido a que, remueve las células
dafiadas o infectadas. Sin embargo, un desbalance de este mecanismo puede dar
consecuencias biolégicas adversas (Kannan y Jain, 2000). Se ha evidenciado que
las esterasas como BChE y AChE pueden ser reguladoras de los procesos
apoptéticos (Zhang et al., 2002). Jiang y Zhang (2008) mencionan que esterasas
como AChE pueden suprimir o promover la apoptosis, incluso bajo estrés
oxidativo, ya sea porgue la expresion de esta enzima podria influir en la expresion
de genes involucrados en la induccion de la apoptosis, o porque, ademas, las
esterasas contribuyen a la formacion del apoptosoma (complejo que da inicio a

una reaccion en cascada que da lugar a la apoptosis), aunque los mecanismos
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aun no estén bien elucidados. Ademas, Zhang y Greenberg (2012) proponen que
una sobreexpresidn de esterasas puede ocasionar que las células sean
susceptibles a procesos apoptoéticos; mientras que una disminucién provoca lo
contrario. Lo anterior podria estar sucediendo en los organismos. Como ya se
habia mencionado en apartados anteriores, algunos compuestos organoclorados
pueden inducir la apoptosis, la cual podria estar siendo regulada por la BChE,
manteniendo el equilibrio de este proceso en el sistema de los organismos. Por
otra parte, otro proceso que podria estar sucediendo en el sistema de los
organismos es la inflamacién. Durante este proceso debe haber un balance para
reducir el dano celular o a los tejidos, por lo cual, ciertas sustancias con
caracteristicas pro-inflamatorias y anti-inflamatorios son excretadas para mantener
el equilibrio de la inflamacion y minimizar los efectos de este proceso. Una de las
sustancias que se ha demostrado tiene efectos anti-inflamatorios es la acetilcolina,
la cual mediante las esterasas BChE y AChE debe estar regulada para mantener
el equilibrio de la inflamacion (Rao et al.,, 2007; Das, 2012) . En apartados
anteriores se menciond que algunos xenobidticos pueden provocar procesos
inflamatorios en los organismos. Asi también durante la inflamacién puede ocurrir
la apoptosis y la necrosis de las células y tejidos (Rao et al., 2007). Por lo cual, se
puede deducir que los sapos gigantes antes una exposicion de diversos
contaminantes podrian estar bajo procesos inflamatorios, los cuales podrian estar
siendo regulados por el aumento de BChE, y a su vez provocando una induccion
de apoptosis como balance para evitar algin dafio o pérdida de la funcién en
tejidos o células. Se necesita estudiar con mayor profundidad estos procesos no
s6lo en anfibios, sino en otros organismos, ya que esto daria la pauta para utilizar
estos biomarcadores en conjunto y evidenciar hasta posibles efectos de los

contaminantes.
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Figura 20. Correlacién entre la actividad de GST y porcentaje de apoptosis en sapos gigantes de
la zona alta de la cuenca del Rio Coatzacoalcos.

Por otro lado, se encontré una correlacion positiva (r=0.54, p<0.05, n=19)
entre la actividad de GST y el porcentaje de apoptosis en los sapos gigantes
residentes de la zona alta (Figura 20).

En apartados anteriores se habia mencionado el papel importante que
cumplia GST ante la eliminacién de xenobioticos. Esta funcion es una de sus
caracteristicas principales por el qgue GST es conocido. Sin embargo, en estudios
recientes se ha sefialado que esta enzima podria estar involucrada en procesos
no enzimatico en modulacion de las sefales celulares para regular la proliferacion
y muerte celular (apoptosis) ante condiciones de estrés (Laborde, 2010). Por otra
parte, Gilot et al. (2002) evidenciaron que algunas clases o isoformas de GST
podrian regular la apoptosis para la proteccion de células como hepatocitos ante
condiciones de estrés inducido por diferentes compuestos. Con lo anterior, se
puede suponer que un mecanismo similar podria estar presentandose en el
sistema de los sapos gigantes de la zona alta, GST podria estar regulando esta
apoptosis en las células para prevenir alteraciones o dafios. Esta asociacion
también podria confirmar que los organismos pueden encontrarse bajo un estrés

oxidativo inducido por los contaminantes que alli se encuentren.
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De igual manera, se encontré una correlacién negativa (r=-0.61, p<0.05,
n=11) entre GST y MDA de los organismos residentes de la zona baja, y, una
correlacion negativa entre GST y O-ALAD (r=-0.48, p<0.05, n=19) de los

organismos residentes de la zona alta (Figura 21).
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Figura 21. Correlacion entre la actividad GST y MDA (A), GST y 8-ALAD (B), en sapos gigantes de
la zona baja (A) y de la zona alta (B)

Con las correlaciones encontradas, podria confirmarse que la enzima GST
cumple un rol importante en los organismos.

En cuanto a la relacién entre GST y MDA, se ha demostrado que GST
cumple un papel como antioxidante y como mecanismo de defensa en la
peroxidaciéon de lipidos. Una exposicion a xenobidticos puede inducir la
generacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres, la interaccién de
estas moléculas con los lipidos de las membranas celulares puede generar
productos como hidroperoxidos, radicales peroxidos, epoxidos y productos finales
de la reaccién como 4-hidroxialquenos (4-HNE), MDA vy acroleina. En general,
GST puede reducir los radicales peroxidos formados de &cidos grasos
insaturados, asi como los productos finales (4-HNE, MDA), e interrumpir la cadena
que se origina por la peroxidacion lipidica. Aunque GST no puede del todo
prevenir la peroxidacion lipidica, pero si proteger las células de la toxicidad de los
productos finales de este proceso (Yang et al., 2003; Sharma et al., 2004). Por lo

cual, se podria asumir que un mecanismo similar podria estar pasando en los
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sapos gigantes de la zona baja del Rio Coatzacoalcos. Esto también puede
confirmar que los organismos se encuentran bajo un estrés probablemente
inducido por los contaminantes que se encuentran en esa zona, Y, por lo tanto, el
sistema de estos compensa los efectos generados por esta exposicion mediante la
utilizacién de la enzima GST, ya sea, para prevenir y proteger a las células de
efectos adversos como el dafio al ADN.

Por otra parte, la relacion entre GST y &-ALAD, también confirmaria la
existencia de contaminantes que posiblemente podrian estar induciendo efectos
en el sistema de los sapos gigantes de la zona alta del Rio Coatzacoalcos. Se ha
demostrado que la inhibicion de &-ALAD puede ocasionar la acumulacion de
productos pro-oxidantes que pueden conllevar a un estrés oxidativo (Arrieta et al.,
2004; Rocha et al., 2012). Lo anterior podria explicar el aumento de GST a la par
de la inhibicion de &-ALAD en la zona alta. En este caso, GST podria estar
actuando, ya sea, regulando los productos pro-oxidantes, al igual que sucede con
MDA, para disminuir el estrés oxidativo en los organismos. A su vez, se ha
evidenciado que metales pesados, como el Pb y Cd, pueden conducir a un estrés
oxidativo y peroxidacion lipidica, activando las funciones de los antioxidantes
(Sarkar et al., 1997; Arrieta et al., 2004). Esto podria suponer que la existencia de
metales pesados como el Pb en esta zona puede estar desencadenando todos
estos procesos y efectos en el sistema de los sapos gigantes, y que GST esté
cumpliendo un papel importante en la regulacion de estos procesos como

mecanismo de defensa y proteccion.

4.10 Sobre los biomarcadores

Los estudios previos y los resultados del presente estudio, han demostrado
qgue el incremento de la actividad enzimatica GST en anfibios, como el sapo
gigante, puede utilizarse como un biomarcador no destructivo. Mas aun, dada la
amplia distribucién de esta especie a lo largo pais, se puede recomendar incluir la
actividad GST en una bateria de biomarcadores en estos organismos en el
monitoreo ambiental o evaluacion de riesgo ecolégico de sitios contaminados. A

su vez, la actividad de esta enzima se podria complementar con otros
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biomarcadores que puedan evidenciar dafos en los tejidos -recordando que GST
no solamente puede ayudar la detoxificacién de los contaminantes, sino también
puede contribuir a la activacion de la toxicidad de algunos compuestos, como por
ejemplo, los alquenos halogenados, los cuales se transforman en sustancias
nefrotdxicas después de la conjugacion por glutation (Slatinska et al., 2008)-.

En cuanto a MDA, este puede funcionar como un biomarcador no
destructivo de estrés oxidativo en sapos gigantes. Sin embargo, para evidenciar
gque un organismo se encuentra bajo un estrés oxidativo y desbalance
antioxidante, es posible complementar este biomarcador con la determinacién de
enzimas antioxidantes (como, por ejemplo; CAT y SOD) (Repetto et al. 2012),
ademas de probar otros métodos para plasma o comprobar con cromatografia de
gases si el método implementado con el kit esta realizandose de manera correcta
0 es de utilidad para la determinacion de MDA en plasma de sapo gigante.

Por otra parte, se puede asimilar que la actividad d-ALAD puede ser
considerada como un buen biomarcador no destructivo de exposicion a Pb en
sapo gigante, y debido, a que se encontré inhibicion en ambas zonas de la cuenca
baja del Rio Coatzacoalcos, podria dar la pauta a que es necesario un nuevo
monitoreo con énfasis en la region rural para afirmar o descartar si hay un
aumento en la concentracién de Pb, su posible causa y, si esto, pueda estar
afectando a otros organismos e incluso a los asentamientos humanos que alli se
encuentran.

Los parametros hematolégicos pueden ser considerados como
biomarcadores no sélo de exposicion, sino de efectos a la salud de los
organismos, sin embargo, deberian utilizarse cautelosamente, debido a que los
valores pueden verse afectados no solamente por los xenobioticos, sino también,
por factores como la temperatura del ambiente, el estado nutricional de los
organismos o hasta la presencia de microorganismos (Blaxhall, 1972; Roche y
Bogé, 1996). Ante esto, para diferenciar estos factores, podria hacerse un analisis
hematoldégico mucho mas exhaustivo, incluyendo conteo de glébulos rojos,
diferenciacion celular, anormalidades eritrocitarias e incluso la evaluacion del ciclo

celular.
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Como en la mayoria de los estudios se esperaba encontrar una inhibicion
de la actividad de BChE la zona alta (sitios rurales), sin embargo, esto puede
explicarse porque podria ser que los sitios rurales no tienen una actividad agricola
intensa. El hecho de encontrarse una mayor actividad de BChE en los sapos
residentes de la zona baja (industrial) podria ser posiblemente una respuesta a
procesos inflamatorios, sin embargo, para demostrar esto, tendrian que afadirse
biomarcadores inmunolégicos o de dafo a tejidos, ademas de acompafarlo con la
determinacion de la actividad de acetilcolinesterasa; o, dada la poca informacién
gue existe, realizar bioensayos con anfibios y contaminantes (especialmente
inductores de procesos de inflamacién) para demostrar si las esterasas también
podrian servir como biomarcadores de inflamacioén en organismos silvestres.

Es importante mencionar que con los resultados obtenidos el FC puede
funcionar como un biomarcador no destructivo en sapo gigante. Aunque el FC es
considerado un biomarcador para evaluar el estado general de salud de los
organismos, a falta de un analisis de contaminantes en el sitio evaluado, muy
pocas veces puede relacionarse directamente con la presencia de contaminantes,
debido a que también puede responder a factores como la edad o el estado
reproductivo de los organismos e incluso a factores ambientales como la
temperatura (Mouneyrac et al., 2013). Dedourge-Geffard et al. (2013) proponen el
uso de biomarcadores de digestibn enzimatica, junto con la medicion de
parametros fisicoquimicos y el analisis de la presencia de contaminantes en
monitoreos ambientales para diferenciar las causas de una disminucion o
incremento en los indices de condicién, y para de esta manera, definir el riesgo
individual o a la poblacién de organismos.

La apoptosis en eritrocitos mostré ser un buen biomarcador de exposicion
no destructivo en los sapos gigantes residentes de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos. Cabe mencionar, que la evaluacién de apoptosis en células rojas
puede proveer evidencia de la disminucién de la funcidon inmunoldgica o fisiolégica
de los organismos (Sweet et al.,, 1999). Por lo cual podria ser que los sapos
gigantes de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos podrian estar teniendo efectos a
nivel hematolégico, inmunolégico o de dafio a tejidos o ADN, sin embargo, para

| 79



Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016
marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

diferenciar el tipo de efecto se deberian tomar en cuenta biomarcadores
inmunoldgicos o histolégicos u otros de genotoxicidad junto a la determinacion de
apoptosis.

La VTG plasmatica podria ser considerada como biomarcador de
perturbacion endocrina en futuros monitoreos ambientales no solamente con sapo
gigante sino con otras especies de anfibios, reptiles o peces. Principalmente
porque uno de los criterios que se manejan para usarla como biomarcador es que
los organismos machos no deben presentar concentraciones de vitelogenina, y en
caso de presentarla, es indicativo de que estan expuestos a compuestos
estrogénicos. De igual manera, Gagneé et al. (2008) proponen utilizar el enfoque de
multiples biomarcadores, para determinar que otros efectos podrian presentar los
organismos a la par del incremento de VTG. También, es de importancia utilizarlo
sobre todo en anfibios y reptiles en sitios impactados, para evidenciar y prevenir
posibles efectos en las poblaciones de estos organismos, debido a que, se ha
relacionado el declive mundial de anfibios y reptiles con la contaminacion
ambiental y con la exposicidon a perturbadores endocrinos (Bdgi et al., 2003;
McCoy et al., 2008; Alford, 2010).

Cabe destacar que las correlaciones confirmaron que una bateria de
biomarcadores es util para el caso de monitoreo o evaluaciones de riesgo
ambiental, debido a que algunos biomarcadores pueden estar relacionados entre
si, y, a su vez, pueden estar cumpliendo otras funciones para regular o equilibrar
la homeostasis de los organismos. De esta manera, se podria confirmar o dar un
mayor peso de evidencia a los efectos inducidos posiblemente por los
xenobidticos a los que se encuentren expuestos los organismos. Es importante
destacar, que también esto podria abrir nuevas lineas de investigacion, sobre
todo, utilizando el sapo gigante como modelo animal para entender y elucidar los
mecanismos que se pueden presentar ante una exposicion a contaminantes en
este organismo.

A pesar de que este estudio demostrO que los biomarcadores no
destructivos pueden ser una util herramienta en la evaluacién de sitios

contaminados, como la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, algunos autores
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sefialan que es mejor utilizar estos biomarcadores junto a parametros
fisicoquimicos y la determinacion de concentraciones de contaminantes (Romeo y
Gambieri, 2013), asi como su utilizacion por temporadas; primeramente, para
observar si dependen del comportamiento del en cuanto a los cambios de
condiciones meteoroldgicas, y, segundo, para relacionar la presencia de
contaminantes y poder diferenciar cuales de estos podrian tener mayores efectos
en los organismos (Amiard-Triquett et al., 2013). Por lo anterior es también de
suma importancia destacar la utilizacion de organismos de referencia en este tipo
de estudio, y, aunque, en la presente investigacién se hayan utilizado organismos
mantenidos en laboratorio, se asume que estos no se encuentran bajo un estrés
por contaminantes. Por ultimo, la integracion de los biomarcadores bajo un indice
para evidenciar el gradiente de contaminacion podria ser de gran utilidad, en caso
de tener diferentes sitios o estaciones de muestreo, en una regién contaminada
(ej. Coatzacoalcos), y evidenciar el grado de los efectos que los organismos
puedan estar presentando, para posteriormente proponer los sitios prioritarios para
la implementacion de su remediacion (Depledge, 1994; Beliaeff y Burgeot, 2002;

Broeg y Lehtonen, 2006; Roméo y Giambérini, 2013).
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran una posible
exposicion y efectos por contaminantes en los sapos gigantes de la cuenca baja
del Rio Coatzacoalcos. Aunque no se determinaron las concentraciones de
contaminantes en esta region, la exposicién y los efectos se pueden asociar
debido a que estos biomarcadores responden principalmente a los xenobidticos
registrados en anteriores investigaciones.

Los biomarcadores GST, 8-ALAD, los parametros hematolégicos y el factor
de condicion demostraron que los sapos gigantes de la cuenca baja del Rio
Coatzacoalcos estan bajo un estrés oxidativo o efectos inducidos por los
contaminantes que se encuentran en esas zonas. Esto se logré confirmar, con las
correlaciones que evidenciaron un aumento de GST con la disminucion de MDA,
las cuales no se presentaron en los organismos de laboratorio o referencia.
Ademas, la correlacion encontrada con la actividad 6-ALAD y GST suponen una
posible exposicion reciente a metales pesados (por ej. Pb) en la zona alta de la
cuenca, lo cual también da la pauta para realizar un nuevo monitoreo ambiental y
deducir si los niveles de Pb podrian haber aumentado en esta zona y por qué.

El biomarcador MDA requiere de la verificacion de los valores obtenidos por
otros métodos alternativos fiables para su determinacién, asi como la inclusion de
biomarcadores del sistema antioxidante (CAT y SOD), para ser afiadido o
considerado en una bateria de biomarcadores.

Con la actividad de BChE no se demostré la exposicion a plaguicidas
organofosforados como se esperaba. Sin embargo, su relacién con procesos de
inflamacion y la correlacion encontrada con apoptosis (posiblemente como un
mecanismo de regulacion) hace que este biomarcador si pueda incluirse dentro de
la bateria, junto a AChE y biomarcadores de dafno especificos. Ademas, hace falta
un mayor estudio a profundidad con estas enzimas y su relacion en procesos
inflamatorios en sapo gigante, ya sea con estudios de laboratorio o de campo.

La apoptosis demostrd ser un buen biomarcador no destructivo que puede

evaluarse en sangre de R. marina. Aunado a esto, las técnicas sencillas para su

| 82



Evaluacion de biomarcadores no destructivos en sapo gigante (Rhinella | 2016
marina) de la cuenca baja del Rio Coatzacoalcos, Veracruz, México

determinacién lo hacen un biomarcador utilizable en otros organismos como
reptiles o peces. Cabe destacar que este estudio es de los primeros donde se
utiliza apoptosis como un biomarcador a contaminantes en campo en anfibios.

Aungue no se hayan encontrado diferencias estadisticas en el aumento o
disminucién de VTG en los sapos gigante macho en comparaciéon con las hembras
de laboratorio, se asume por las concentraciones similares que los organismos
estan expuestos a perturbadores endocrinos en ambas zonas de la cuenca. Por lo
cual la presencia en machos posiblemente se deba a la presencia de compuestos
estrogénicos, lo cual hace a VTG un buen biomarcador no destructivo de
perturbacién endocrina aplicable en sapo gigante.

Una vez mas, se confirm6 que el sapo gigante (R. marina) es un buen
biomonitor de la salud de ecosistemas, y puede ser Util para la evaluacion de
exposicion y efectos por los contaminantes en diferentes sitios debido a su
facilidad de captura, amplia distribucion y, como ya se demostr6, a su
susceptibilidad ante xenobiéticos. Eso también puede dar la pauta para su
utilizacion en estudios de laboratorio o bioensayos para comprender el
comportamiento de los biomarcadores en este organismo. Ademas, se podria
utilizar y extrapolar los biomarcadores con otras especies de ecosistemas
similares, recordando, el ciclo de vida bifasico (larvas: ecosistemas acuaticos,
adultos: ecosistemas terrestres) que tienen los anfibios como el sapo gigante.

Ademas, con la presente investigacion se demostré que la utilizacion de
muestras biolégicas como sangre completa o plasma sanguineo puede ser
suficiente y de gran utilidad para determinar biomarcadores sin el sacrificio del
organismo (no destructivo). Aunque el organismo evaluado no se encuentra bajo
ningun estatuto de proteccion, en ocasiones por cuestiones de bioética se debe
evitar el sacrificio de este. Aunado a esto, Rhinella marina presenta un amplio
rango de distribucion y cumple un importante rol ecolégico en los ecosistema, lo
cual con el uso de estos biomarcadores lo colocaria como un excelente biomonitor
en otro tipo de sitios contaminados. Mas aun, esto puede dar la pauta para utilizar
este tipo de biomarcadores en sitios protegidos o donde solo se encuentran
especies bajo proteccién especial o en peligro de extincion, debido a que solo se
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necesitan muestras bioldgicas (plasma, sangre completa, orina) para
determinarlos.

Las correlaciones encontradas solo confirmaron que una bateria de
biomarcadores no destructivos es una herramienta (til para evidenciar la
exposicion y efectos por contaminantes. Estos biomarcadores podrian ser Utiles en
futuras investigaciones o0 monitoreos ambientales; debido a que se pueden
obtener por métodos rapidos con la utilizacion de muestras bioloégicas como el
plasma sanguineo. Ademas la importancia de una bateria de estas respuestas
biolégicas radica en que puede complementar la informacién indicando la
magnitud de respuesta de los organismos a los contaminantes, asi como, afadir
un mayor peso de evidencia entre las causas de estas respuestas, la presencia de
contaminantes en evaluaciones de riesgo ecolégico o monitoreo ambiental para
priorizar los sitios en una region contaminada y asi tomar las decisiones

adecuadas en cuanto a su remediacion o mitigacion.
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LIMITACIONES

Asi como el sapo gigante tiene ventajas en cuanto a ser un organismo
biomonitor, también cuenta con desventajas, una de las mas claras es que existe
poca informacidén con biomarcadores en este organismo, por lo que es dificil hacer
comparaciones con otros estudios. Ademéas cada investigaciéon con anfibios ha
utiizado meétodos diferentes y algunos destrutivos para determinar los
biomarcadores, lo cual lo hace aun mas dificil para comparar entre estudios.

Un monitoreo constante de los biomarcadores, en los sapos de laboratorio,
podria haber dado una nocion del comportamiento de estos en cuanto al tiempo o
temporada.

Otros biomarcadores no destructivos (CAT, SOD, cortisol) podrian haber
complementado la informacion acerca del estrés oxidativo en los organismos.
Debido al tiempo y a las normas establecidas con algunos reactivos no se logro la
estandarizacion de mas métodos para determinar MDA y afadir los biomarcadores
anteriormente mencionados.

La medicién de biomarcadores por una sola temporada o solo una vez no
puede evidenciar del todo los efectos a la salud de los organismos por los
contaminantes. Es decir, hizo falta una determinacion de biomarcadores por lo
menos por estaciones del afio. Debido a que cada biomarcador responde de
manera diferente entre organismos (tanto individual como poblacional) en razon a
la concentracion de los contaminantes en los sitios donde residen y al tiempo de
exposicion. Asi por ejemplo, el aumento de GST en ambas zonas de la cuenca
baja del Rio Coatzacoalcos, junto a las correlaciones con MDA y 8-ALAD podrian
evidenciar un estado de compensacion del sistema de los sapos gigantes. Sin
embargo, para asimilar que este efecto puede ser reversible o irreversible en estos
organismos falté la inclusion de biomarcadores de dafio especificos, como por
ejemplo, transaminasas, que evidencian un dafo hepatico. Para asi de esta

manera funcione la bateria de biomarcadores como diferentes autores indican.
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RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Seria ideal que en futuras investigaciones se utilizaran biomarcadores
especificamente que evidencien dafio celular o en tejidos, para posteriormente
establecer o diferenciar que sucede cuando los biomarcadores no responden de la
manera esperada, que como ya se demostré, pueden tener relacién entre si, y con
las correlaciones podria diferenciarse el porqué de su comportamiento. Ademas,
es recomendable utilizarlos junto a parametros fisicoquimicos y determinacion de
concentraciones de contaminantes, asi como su utilizacion por temporadas; para
asi presentar suficiente informacion y peso de evidencia en evaluaciones de riesgo
ambiental. Una herramienta util que aumentaria esto es la integracion de estos
biomarcadores en un indice, para diferenciar cuales sitios en una region son los
mas afectados.

Asi mismo, se recomienda realizar un registro de la bateria de
biomarcadores por temporadas o estaciones del afio para finalmente dar una
explicacion mas objetiva y afiadir un mayor peso de evidencia, no solo de la
exposicién a contaminantes sino del efecto de estos al estado de la salud de los
organismos en cuanto a su homeostasis, mecanismos de compensacion y dafios
irreversibles.

Con la determinacion de algunos biomarcadores en la presente
investigacion y su relacion entre si se pueden abrir otras lineas de investigacion
para elucidar los mecanismos o procesos en los que algunas enzimas estan
involucradas, sobre todo, para anfibios, debido a que existe poca informacion, y
esto determinaria como pueden aplicarse o entender el comportamiento de los
biomarcadores.

Se recomienda en futuras investigaciones con biomarcadores en la cuenca
baja del Rio Coatzacoalcos afiadir mas sitios de muestreo, incluso, establecer una
referencia aguas arriba de la cuenca baja, es decir, incluir por lo menos la cuenca
media (limite entre Oaxaca y Veracruz, que incluye en su mayoria municipios de

Oaxaca sin actividades industriales ) del Rio Coatzacoalcos, donde por lo menos
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se encuentran ecosistemas mayormente preservados en comparacion a la region
conformada por los municipios de Veracruz.

Con esta investigacion se planto la base para futuras investigaciones con
biomarcadores en otros sitios contaminados. Dada la complejidad de diferentes
escenarios de contaminacién en México, se recomienda mejorar la bateria de
biomarcadores afiadiendo parametros antes mencionados, y otras respuestas
biologicas en relacion al tipo de escenario, como por ejemplo, la adicion de

metalotioneinas en evaluaciones de sitios contaminados con metales pesados.
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ANEXO A. Preparaciéon de soluciones para la determinacion de cada

biomarcador.

A.1 Preparacion de soluciones para la determinacion de GST en microplaca

de 96 pocillos

Reactivos

Fosfato de sodio monobéasico (NaH2POa4), agua desionizada, glutation reducido
(GSH), 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB), alcohol absoluto.

Preparacién de soluciones

Notas

Buffer fosfato pH 6.5. Pesar 1.59 g de NaH2POs, disolver en 20 mL de
agua desionizada, completar hasta 85 mL con agua, y ajustar pH a 6.5 con
solucion correspondiente. Aforar a 100 mL con matraz volumétrico.

GSH 50 mM. Pesar 0.384 g de GSH y disolver con 5 mL de buffer fosfato,
aforar con esta misma solucién a 25 mL en matraz volumétrico. Almacenar
en frasco ambar. Preparar solucion de trabajo al momento de la
determinacién, diluir a 15 mM con buffer fosfato, dependiendo de las
muestras que se tengan. La solucion stock es estable por dos semanas.
CDNB 50 mM. Pesar 0.253 g de CDNB vy disolver en 5 mL de alcohol
absoluto, posteriormente aforar a 25 mL en matraz volumétrico con la
misma solucion. Almacenar en frasco ambar muy bien cerrado. Preparar
solucion de trabajo al momento de la determinacion, diluir a 3 mM con
alcohol absoluto, dependiendo de las muestras que se tengan. La solucién

stock es estable por dos semanas.

Si se necesita diluir el plasma del organismo, se debe de hacer con el buffer

fosfato, esto para tener la mejor similitud posible con el blanco analitico.
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A.2 Preparacion de soluciones para la determinacion de MDA con el kit
NWLSS
La determinacion de malondialdehido se sigue tal y como menciona el kit
NWLSS™ Malondialdehyde Assay de la empresa Northwest Life Science
Specialties.
Preparacion de soluciones
e Acido tiobarbitarico (TBA). Al frasco ambar marcado como TBA del Kkit,
afadir 10.5 mL de agua desionizada, mezclar con agitar magnético hasta
disolver el TBA. Almacenar a temperatura ambiente, no se debe colocar en
refrigeracion.
e Otros reactivos. El kit incluye acido fosforico y butilhidroxitolueno (BHT)
previamente preparados y listos para ser utilizados en el ensayo. La curva
de calibracion se realiza con tetrametoxipropano, el cual también los

estandares se incluyen en el kit.

Notas

e Una vez preparado el reactivo de TBA no se debe refrigerar, porque este se
precipita y no puede utlizarse en el ensayo. Se debe almacenar a
temperatura ambiente y utilizarse antes de una semana.

e El kit se almacena de 2-8°C.
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A.3 Preparacion de soluciones para la determinacién de BChE en microplaca
de 96 pocillos

Trisma base (Tris), acido acético, ioduro de butirilcolina (BTCI), acido 5,5-ditiobis-
(2-nitrobenzoico) (DTNB), fosfato de potasio (KH2POa4), acido
etildiaminotetraacético (EDTA).

Preparacion de soluciones

e Buffer Tris-acetato. Preparar 100 mM de buffer a pH 7.4. Disolver 1.21 g de
Tris en 90 mL de agua, ajustar a pH 7.4 con acido acético 10% y completar
en un matraz volumétrico a 100 mL con agua desionizada.

e loduro de butirilcolina (BTCI). Preparar solucion 1 mM de BTCI una hora
antes de la determinacion. Pesar 50 mg de BTCI, disolver en 15 mL de
buffer tris-acetato pH 7.4, aforar a 50 mL con el mismo buffer. Guardar en
frasco ambar. El reactivo preparado tiene una estabilidad en refrigeracion
de 1 a 2 semanas.

e Reactivo de Ellman. Preparar una solucion stock de 5 mM de &cido 5,5-
ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) en buffer fosfato-EDTA. Disolver 1.36 g de
KH2PO4 y 4.5 mg de EDTA en 80 mL de agua desionizada. Ajustar a pH
7.2 y agregar 0.2 g de DTNB, completar a 100 mL con agua desionizada.
Esta solucidn stock es estable por 2 meses en frasco ambar protegido de la
luz. Para preparar la solucion de trabajo se diluye 1:5 la solucién stock de
DTNB en 100 mM de buffer tris-acetato.

Notas
e Si se necesita diluir el plasma del organismo, se debe de hacer con el buffer

fosfato, esto para tener la mejor similitud posible con el blanco analitico.
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A.4 Preparacion de soluciones para la determinacion de ALAD

Reactivos

Acido delta aminolevulinico (ALA), p-dimetilaminobenzaldehido (p-DMAB), fosfato

de sodio monobasico y dibasico (NaH2POs4 y Na2HPOg4), acido acético glacial,

acido tricloroacético (TCA), acido perclorico (70%).

Preparacion de soluciones

Buffer de fosfatos pH 6.4. Preparar 100 mL de fosfato de sodio monobasico
0.1 M (pesar 1.56 g de NaH2POa, disolver con agua desionizada y aforar a
100 mL con matraz volumétrico) y 50 mL de fosfato de sodio dibasico 0.1 M
(pesar 0.71 g de NazHPO4, disolver en agua desionizada y aforar a 50 mL).
Mezclar 71 mL del primero con 29 mL del segundo, ajustar el pH a 6.4 y
conservar en refrigeracion a 4°C.

Buffer sutrato. Disolver 0.01676 de ALA en 5 mL de NaH2PO40.1 M. Ajustar
a pH 6.4 con fosfato dibasico 0.1 M. Completar a 10 mL con buffer fosfato
pH 6.4. Conservar en refrigeracién a 10°C (si se usara al momento) o -18°C
(si se utilizara en los préoximos dias).

Reactivo de Erlich. Disolver 0.24 g de p-DMAB en 7.2 mL de acido acético
glacial, agregar 1.92 de acido perclorico y completar a un volumen de 12
mL con acido acético glacial. Este reactivo debe prepararse al momento de
Su uso.

TCA 10%. Pesar 10 g de TCA y disolver en 20 mL de agua desionizada,

aforar a 100 mL en matraz.
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A.5 Preparacion de soluciones para la determinacion de VTG

Reactivos

Acido tricloroacético (TCA), etanol absoluto, éter, cloroformo, acetona, hidroxido

de sodio (NaOH), acido clorhidrico (HCI), molibdato de amonio, acido sulfurico

(H2S04), acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico, sulfito de sodio (Na2SOs3) y bisulfito de
sodio (NaHSO:3).

Preparacion de soluciones

TCA 20%. Pesar 20 g de TCA y disolver en 50 mL de agua desionizada,
aforar a 100 mL para obtener la solucion a 20%.

Etanol-éter-cloroformo (2-2-1). Mezclar 20 mL de etanol absoluto, 20 mL de
éter y 10 mL de cloroformo para obtener esta solucién. Guardar en frasco
muy bien cerrado. Se debe preparar al momento de su uso.

NaOH 2 N. Pesar 8 g de NaOH vy disolver en 35 mL de agua desionizada,
aforar a 100 mL en matraz.

HCI 2 N. Tomar 16.423 mL de HCI y adicionarlo a 25 mL de agua
desionizada lentamente. Ajustar a 100 mL en matraz volumétrico.

H2SO4 2.5 N. Adicionar lentamente 3.507 mL de H2S04 a 25 mL de agua
desionizada, ajustar a 50 mL en matraz volumétrico.

Molibdato acido 5%. Pesar 0.5 g de molibdato de amonio y disolver en 5 mL
de H2S04 2.5 N, aforar a 10 mL con este mismo &cido. Se debe preparar al
momento de su uso.

Reductor de Fiske y SubbaRow. Pesar 5.44 g de NaHSOs, 1.2 g de Na2SOs
y 0.1 g de &cido 1, 2,4-aminonaftol sulfonico, disolver en 20 mL de agua
desionizada, ajustar a 50 mL en matraz volumétrico. Se debe preparar al

momento de Ssu uso.
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A.6 Preparacién de soluciones para determinacion de ciclo celular en
paquete eritrocitario de sapos gigantes

Reactivos

Buffer fosfato salino (PBS), formaldehido, ioduro de propidio, ARNasa A, citrato de
sodio, tritén x-100.

Preparacion de las soluciones
e PBS pH 7.4. Disolver una tableta del reactivo PBS (P4417-100TAB) en 200
mL de agua desionizada.
e Solucion fijadora de células. Preparar formaldehido 3% en buffer PBS pH
7.4,
e Solucion de ioduro de propidio con ARNasa. Pesar 50 mg de citrato de
sodio. Disolver en 10 mL de buffer PBS, afadir 0.15 mL de tritdbn x-100, 250
uL de ARNasa A, y 1.25 mL de ioduro de propidio, aforar a 50 mL con PBS

en matraz volumétrico.
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ANEXO B. Implementacion de biomarcadores (BChE y GST) en el laboratorio
B.1 Implementacién de BChE

Para la implementacion en laboratorio de esterasas se eligido la BChE,
debido a que tiene mayor presencia en el plasma de la sangre en comparacion
con AChE (Thompson, 1998), y a su vez el plasma se obtiene de una manera no
destructiva (Fossi et al. 1993).

Se hicieron pruebas preliminares con dos técnicas: la reportada por
Thompson (1998) y la de Attademo et al. (2007), bajo el esquema de la Figura 22,
y se eligio la que presentd menor variabilidad y fue adaptable a microplaca de 96
pocillos.

Se utilizé el inhibidor de BChE: iso-OMPA
(tetraisopropilpirofosforamida) (a una concentracion).

ey wuw

Control sin iso-OMPA Sangre con iso-OMPA

L

Se obtuvo plasma por centrifugacion.
Se determiné BChE

2

Thom pSOn (1 998) Aftademo e;:}.(s{sgr?g}(ggl;:ifaptaciones

Menor variabilidad
Adaptable a microplaca de 96 pocillos
Técnica adaptada para anfibios

Figura 22. Eleccion de método para determinacién de BChE en plasma de R. marina

Posteriormente para el primer disefio experimental de implementacion de
BChE se utilizé un compuesto organofosforado (malatién). La sangre completa de
sapo gigante fue expuesta a concentraciones minimas basadas en una
investigacion llevada a cabo por Alias et al. (2011). La implementacién se realiz6

bajo el esquema de la Figura 23
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Primer disefio experimental para probar BChE

5

Eleccion de inhibidor. ——  Mas usadoen el campo agricola
Organofosforado (malation) (cafias)

e

Eleccion de las concentraciones, basado
en Alias et al. (2011)

v v 9 s

0.125 uM 025uM 0.5 uM

Exposicion in vitro de sangre completa de
sapos (2) por 30 minutos

L

Determinacion de BChE

e

No se encontré inhibicion a estas concentraciones.
Resultados similares respecto al control

Figura 23. Primer disefio experimental para la implementacién de BChE en plasma de sapo
gigante.

Con este primer disefio experimental se encontré que las concentraciones
utilizadas no mostraron inhibicién de BChE en plasma de sapo gigante, por lo cual
se procedio a elegir concentraciones mayores de malation como se muestra en el
esquema de la Figura 24. Posteriormente con las concentraciones obtenidas se
procedio a realizarse la inhibicion de BChE con un mayor niumero de individuos (7)
de laboratorio. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 25. El andlisis
estadistico (ANOVA, p<0.05) demostré una disminucion significativa de BChE en
la sangre de sapo gigante expuesta a 100 uM de malatién. De igual forma se
observa una tendencia a disminuir la actividad de BChE al aumentar las
concentraciones de malation. Por lo cual se concluyé que BChE respondié como

un biomarcador de exposicion a plaguicidas organofosforados.
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Segundo disefio experimental para probar BChE

Eleccion de inhibidor.
Organofosforado malation

e

Eleccion de las concentraciones (mas altas)

v v ¥

10 uM 50 uM 100 uM

Exposicion in vitro de sangre completa de sapos (3) por 30 min

e

Determinacion de BChE.

5

Se observd un aumento de inhibicién al aumentar las concentraciones a
partir de 10 uM. En las concentraciones de 50 y 100 yM mayor
inhibicion. Diferencias estadisticamente significativas respecto al control

Figura 24. Segundo disefio experimental para la implementacion de BChE en plasma de sapo
gigante
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Actividad BChE (pM xmin x mL de plasma)
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0 uM 10 UM 50 uM 100 uM
Concentracion Malation

Figura 25. Actividad BChE en plasma de sangre completa expuesta a malatién comercial (ANOVA,
p<0.05, n=7).
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B.2 Implementacion de GST

En cuanto a la actividad de GST, para los experimentos preliminares no se
utilizé ningln compuesto que ocasionara su induccion, debido a que no se
encontr6 en la revision bibliografica ningan estudio donde in vitro (sangre
completa) se indujera la actividad de GST, por lo cual era necesario exponer a los
organismos a contaminantes in vivo, es decir, que tuvieran contacto por via dermal
0 ingesta, esto podria haber ocasionado la muerte u otros efectos en los
organismos, lo cual era indeseable. Por tal motivo, solo se hicieron pruebas para
determinar que técnica era la ideal para la determinacion de GST. Se procedi6 con

el esquema de la Figura 26.

Glutation s-transferasa

iyl

Pruebas preliminares con tres técnicas.
No se utilizé ninglin contaminante

R

Gagné et al. (2014) Sigma Aldrich (2009)
Attademo et al. (2007)

2 2

Solo para tejidos u érganos @

Menor variabilidad
Adaptable a microplaca de 96 pocillos

Figura 26. Eleccién de técnica ideal para determinacién de actividad de GST en plasma de sapo
gigante.

Se encontré que la técnica de Attademo et al. (2007), la cual era una
adaptacion de las técnicas propuestas por Habig et al. (1974) y Habous et al.
(2002) para plasma de anfibios. Esta técnica obtuvo una menor variabilidad, y
ademas fue adaptable a microplaca de 96 pocillos, la cual permite un mayor
manejo de muestras y réplicas, ademas de realizar la determinacién con mayor
rapidez en el lector UV-Visible de placas, en comparacion con cubetas de cuarzo.

Posteriormente se procedié a realizar exposicién in vitro (sangre completa) a
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malation para determinar en el plasma la actividad de BChE y GST, aunque este
ualtimo podria ser que no mostrara respuesta alguna (Figura 27).

Implementacion de BChE y GST

b

Exposicion in w‘tro de sangre com pleta de
R. marina (n=7) a malatién (30 min)

" ¥ ¥ ¥

10 pM 50 puM 100 pM

e

Obtencion de plasma por centrifugacion

"

Determinacion de BChE y GST (microplaca,
absorcion UV)

e

Andlisis de datos. Analisis estadistico

Figura 27. Implementacion de BChE y GST en sangre de sapo gigante

Los resultados de actividad de GST mostraron una disminucion significativa
en la sangre expuesta a 100 uM de malation en comparacion al control (ANOVA,
p<0.05) (Figura 28).
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12

-

ab

LB P B

Actividad GST (nM xminxmL de plasma)

0uM 10 uM 50 uM 100 uM
Concentracion Malation

Figura 28. Actividad GST en plasma de sangre completa expuesta a malation comercial (ANOVA,
p<0.05, n=7).
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