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RESUMEN
La mineria es una de las principales actividades econémicas de nuestro pais, sin embargo, la

explotacion de los recursos mineros conlleva a la generacion de residuos denominados jales,
que contienen altas concentraciones de metales pesados (MP) y que generalmente no reciben
ningun tratamiento posterior a su disposicién. A pesar de que los jales contienen MP, son un
habitat para la vida silvestre. Existen especies que habitan en o cerca de los jales entre los
que se encuentran los roedores. Este grupo de animales esta expuesto a MP de manera cronica
y tienden a bioacumular estos elementos en sus 6rganos promoviendo un incremento en los
niveles de dafio genético (P. ej., rompimientos de cadena sencilla y doble, aberraciones
cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, formacion de microndcleos, entre
otros). Debido a lo anterior, es importante determinar biomarcadores especificos que nos
permitan conocer a fondo el impacto de los MP bioacumulados en los distintos 6rganos sobre
los niveles de dafio genético. Por lo tanto, en este proyecto se utiliz6 como modelo de estudio
individuos de roedores que habitan en los jales de la localidad de Huautla (sitio expuesto) y
Quilamula (sitio control) pertenecientes a las especies P. melanoprhys, B. musculus y L.
irroratus. Asimismo, para cada especie se recolectaron hembras y machos, de los cuales se
extrajeron los rifiones, higado, hueso, cerebro e intestino para determinar la bioacumulacion
de los MP, ademas, de cada individuo se extrajo la sangre para el analisis de dafio genético
en linfocitos de sangre periférica. En general se encontr6 que los niveles de bioacumulacion
de MP en los distintos 6rganos evaluados presentaron el siguiente patron por especie: B.
musculus > P. melanoprys > L. irroratus, ademas el mismo patrén se presento para los niveles
de dafio genético. En cada especie de roedor las hembras presentaron los mayores niveles de
bioacumulacion de MP y de dafio genético en comparacion con los machos. En este estudio
se observé que el género y la especie de roedor juegan un papel importante en la
bioacumulacion de MP y en los niveles de dafio genético, debido a esto es de gran
importancia determinar el mejor biomarcador de exposicion-efecto para cada 6rgano, género

y especie de roedor.

Palabras clave: mineria, jales, metales pesados, roedores, bioacumulacion, biomarcadores.



ABSTRACT
Mining is one of the main economic activities in our country, however, the exploitation of

mining resources leads to the generation of waste called tailings, which contain high
concentrations of heavy metals (HM) and which normally do not receive any treatment.
subsequent to your disposal. Although tailings contain HM, they are a habitat for wildlife.
There are species that inhabit or near tailings, among which are rodents. This group of
animals is exposed to HM in a chronic way and affected to bioaccumulate these elements in
their organs promoting an increase in the levels of genetic damage (eg, single and double
chain breaks, chromosomal aberrations, sister chromatid exchange, formation of
micronuclei, among others). Due to the above, it is important to determine specific
biomarkers that specify the background of the impact of bioaccumulated HM in the different
organs on the levels of genetic damage. Therefore, in this project we will consider rodent
individuals that inhabit the tailings of the locality of Huautla (exposed site) and Quilamula
(site control) belonging to the species P. melanoprhys, B. musculus and L. irroratus, for each
species, females and males were collected, from which the kidneys, liver, bone, brain and
intestine were extracted to determine the bioaccumulation of the HM, in addition, each
individual's blood was collected for damage analysis. genetics in peripheral blood
lymphocytes. In general, it is found that the levels of bioaccumulation of HM in the different
organs evaluated are considered the following pattern by species: B. musculus > P.
melanoprys > L. irroratus, in addition the same pattern was presented for the levels of genetic
damage. In each rodent species, the females of the evaluation showed the highest levels of
bioaccumulation of HM and genetic damage in comparison with males. In this study it will
be seen that the genus and the rodent species play an important role in the bioaccumulation
of HM and in the levels of genetic damage, due to this it is of great importance to determine

the best biomarker of exposure-effect for each organ, genus and species of rodent.

Key words: mining, tailings, heavy metals, rodents, bioaccumulation, biomarkers.



INTRODUCCION
1.1 Impacto de la mineria en México

La mineria es una de las actividades mas antiguas de la humanidad y se define como la
obtencion selectiva de minerales y otros materiales de la corteza terrestre. Debido a su riqueza
en recursos minerales, México es un pais altamente atractivo para el sector
minerometaldrgico. México inicio sus actividades mineras a principios del siglo XI con la
extraccion de oro (Au) y cobre (Cu). Sin embargo, en el siglo XVIII se registro el maximo
esplendor de la mineria. Actualmente, se encuentra en el primer lugar en la produccién de
plata (Ag), quinto lugar en plomo (Pb), sexto en zinc (Zn) y molibdeno (Mo), noveno en Au
y undécimo en Cu. La mineria contribuye con el 4% del producto interno bruto nacional y es
la fuente laboral de alrededor de 352,666 familias de manera directay 1.6 millones de manera
indirecta en todo el pais (INEGI, 2011). Los minerales se utilizan como materia prima en un
gran numero de ramas industriales en las que destacan la petrolera, la siderurgica, la quimica,
la electronica, la del vidrio, la ceramica y la construccién. Sin embargo, la explotacion de
dichos minerales conlleva a la generacion de residuos mineros los cuales en la mayoria de
los casos no reciben algun tratamiento posterior para la neutralizacion de contaminantes
(Romero et al., 2011). Estos residuos reciben el nombre de jales y se caracterizan por ser
rocas pulverizadas con remanentes de reactivos de extraccion, sulfuros metalicos y elementos
potencialmente tdxicos (EPTs) como arsénico (As), antimonio (Sb), cadmio (Cd), Cu, cromo
(Cr), mercurio (Hg), niquel (Ni), plomo (Pb) y Zn. Todas las entidades federativas del pais
registran yacimientos mineros, pero, la acumulacién de estos residuos no estaba controlada,
sino hasta el afio 2004. En este afio se aprobo la norma de disposicion de jales, NOM-141-
SEMARNAT-2004. La cual sélo aplica para proyectos iniciados a partir de ese afio
(SEMARNAT, 2004). En México existe la acumulacién de estos residuos mineros en

diversos estados entre los que se encuentra Morelos (Velasco et al., 2004).

1.2 Jales de la localidad de Huautla Morelos
El estado de Morelos se ha caracterizado por presentar varios distritos mineros que se han
explotado por varias décadas. Los metales extraidos han sido de Ag, Pb y Zn, siendo los

distritos mineros ubicados en el municipio de Tlalquiltenango los méas explotados en el



estado. En dicho municipio se explotaron seis minas durante los siglos XVI1l'y XIX y hasta
1950. Estas minas fueron cerradas en 1993y se localizan dentro de una zona decretada como
“Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla” (REBIOSH), decretada como tal en 1999 (INEGI,
2004). Esta reserva protege cerca de 59,000 hectareas de la selva baja caducifolia, ecosistema

que cuenta con una gran biodiversidad de flora y fauna (Dorado et al., 2005).

Dentro de la REBIOSH se encuentra el poblado de Huautla, el cual presenta una riqueza
natural en minerales azufrados como Pb y Ag. En Huautla se estima que existen alrededor de
780 mil toneladas de residuos mineros ricos en Pb, As, Cd, Zn, y Cu, ademas de otra cantidad
de material no procesado como Pb, Cd, Mny Zn (SEMARNAT, 2005). Existen tres jales en
la zona, los cuales se encuentran a la intemperie y al borde del “Arroyo Chico”, el cual se
junta con los arroyos Juchitlan, Salitre y Atlipa, para formar el “Arroyo Grande” que
desemboca en el Rio Amacuzac (SEMARNAT, 2005). Por lo que, la lixiviacion de estos
metales hacia los cuerpos de agua superficiales y subterraneos y su transporte a otras
regiones, tienen una gran probabilidad de ocurrir, sobre todo durante la temporada de lluvias.
Ademas, dado que es una zona semiérida la dispersion edlica también influye en la dispersion
de los residuos.

En un estudio realizado por la SEMARNAT Yy el Instituto Nacional de Ecologia se determind
que los jales de Huautla contenian elevadas concentraciones de Pb (3340 mg/kg) y As (274
mg/kg) rebasando los limites maximos permisibles propuestos por la NOM-127/SSA-1-2004
para As (20 mg/kg suelo residencial y 40 mg/kg suelo industrial) y para Pb (200 mg/kg suelo
residencial y 1500 mg/kg suelo industrial). También se encontraron concentraciones elevadas
de Cu, Zny Cd y se determiné la biodisponibilidad de los contaminantes presentes en las
muestras de jales a través de la proporcion del metal que puede lixiviarse en condiciones
acidas. De todos los metales analizados As, Cd, Pb y Hg fueron solubles (SEMARNAT 2004,
2005).

1.2.1 Peligrosidad de los jales para el medio ambiente

Los jales de Huautla contienen sulfuros residuales como la acantita, calcita, calcocita, galena
y plata, la cual, ademas de los minerales anteriores esta normalmente asociada con cobre,
arsénico, cinabrio, cobaltita y barita (The Mineral Database, 2004). De esta manera, los altos

contenidos de Pb y As detectados en los residuos de la zona, pueden relacionarse
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directamente con el tipo de minerales explotados. La oxidacion de los sulfuros deriva en la
generacion de drenaje &cido de mina (DAM), que son soluciones que se caracterizan por
presentar bajos valores de pH (<2) y altas concentraciones de EPTs ademas se caracterizan
por tener un color amarillo anaranjado (Talavera et al., 2006). EI DAM causa la degradacion
del suelo permitiendo la dispersion de estos EPTs, que son altamente solubles, aumentando
su movilidad, biodisponibilidad y lixiviacion, afectando a los recursos naturales como suelos
urbanos, los cultivos, rios, el agua superficial y subterrdnea del entorno, los ecosistemas,

afectacion a la biota nativa y también al ser humano (Dold, 2002; Medel et al., 2008).

1.3 Generalidades de los metales pesados

Dentro de los principales EPTs que repercuten en el medio ambiente se encuentran los MP
que se definen como aquellos elementos que tienen una densidad mayor de 5 g/cm?® en su
forma elemental y que no son esenciales para el metabolismo de la biota, siendo ocho metales
pesados y un metaloide que se incluyen en esta clasificacion, los cuales son: Cd, Hg, Pb, Sb,
Se, Sn, Tl, Te y As (Fergusson, 1990). De acuerdo con Tiller (1989) los MP se identifican
por su caracteristica de brillo, conductividad de calor y electricidad, con excepcién del
mercurio (Hg) todos los metales son sélidos a temperatura ambiente. La mayoria posee
propiedades de dureza, con excepcion de los alcalinos, que son muy suaves. Quimicamente,
estos tienden a perder electrones para formar cationes (Cafiizares — Villanueva, 2000). Son
caracterizados con base a sus propiedades fisicas en el estado sélido por su reflectividad,
conductividad eléctrica y térmica. Estos MP actian como agentes tdxicos, ya que de acuerdo
con la especie quimica del metal y con base al tiempo de exposicion pueden producir un
envenenamiento agudo o intoxicacion cronica (Medel et al., 2008). De tal manera que existe
preocupacion por los metales Cd, Pb y As, ya que son los mas comunes en los jales de
sulfuros o de metales base. Estos metales causan varias enfermedades y disfunciones del
metabolismo que resultan de la exposicion cronica (Vassilev et al., 2004). Es importante
mencionar que con base a la IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) por sus
siglas en inglés As y Cd, estan clasificados en la lista de agentes carcinogénicos de clase I.
Mientras que Pb esta clasificado como clase 2B. En la clase | se encuentran aquellos metales
que son carcinogénicos para los seres humanos, mientras que en la clase 2B se encuentran

los metales que posiblemente pueden ocasionar cancer (IARC, 2012 y 2014).



1.3.1 Toxicidad de los metales pesados

Entre los contaminantes ambientales, los MP se han identificado como los elementos mas
toxicos para casi todos los organismos vivos, debido a su toxicidad y a su elevada tendencia
a bioacumularse. Ademas, se incluyen dentro de las sustancias persistentes emitidas al medio
ambiente (Mussali-Galante et al., 2013), ya que no pueden ser degradados de manera natural
por lo que se encuentran en el aire, agua y suelo. A veces los MP cambian su estado de
oxidacion y pueden incorporarse a los seres vivos (Volke et al., 2005; Nufiez, 2007).

Los MP considerados toxicos cumplen los siguientes criterios: son relativamente abundantes
en la corteza terrestre, se extraen y se utilizan en procesos industriales, son toxicos para el
ser humano y causan perturbaciones en los ciclos biogeoquimicos (Morton, 2006). La
exposicién ambiental cronica a los MP generalmente resulta en un continuo de “respuestas”
en todos los niveles de la organizacion bioldgica. Estas respuestas pueden abarcar desde
alteraciones a nivel molecular, comprometiendo la salud del individuo hasta el riesgo de la
salud del ecosistema (Kara, 2005; Arora et al., 2008; Memon y Schrdder, 2009). En los seres
humanos, los MP, aln en bajas concentraciones, pueden causar intoxicacién, mutagénesis,

carcinogénesis y teratogénesis (Ali et al., 2013).

Durante la explotacion de los minerales, los MP son transferidos a los suelos, donde pueden
acumularse localmente en algunas zonas y ser absorbidos por los organismos (Diez et al.,
2002). En el suelo los metales se distribuyen en fracciones sélidas con distinto grado de
estabilidad: intercambiables, ligados a materia organica, a 6xidos de hierro y manganeso, y
a estructuras minerales (Gonzélez-Flores, 2011). El equilibrio dindmico que se establece
entre estas fracciones determina la movilidad y la biodisponibilidad de los MP. Los factores
organicos mas importantes en la regulacion de los MP son el pH, el potencial redox (Eh), la
concentracion y tipo de coloides del suelo (materia organica, arcillas y 6xidos) (Weng et al.,
2001; Diez et al., 2002). Por lo anterior, la disponibilidad y solubilidad de los MP depende
de las reacciones quimicas entre éstos y los componentes sélidos del suelo (Basta et al.,
2005). Los MP que se encuentran en formas biodisponibles son facilmente incorporados al
ecosistema. En cambio, aquellos unidos a ligandos organicos o a cristales son dificilmente
separados e incorporados al ecosistema (Kim et al., 2005). La determinacion de la
concentracion de MP en las diferentes fases sélidas presentes en el suelo, la solubilidad, la
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movilidad y la biodisponibilidad de los MP es util para conocer su distribucién y predecir su

comportamiento y su toxicidad (Gonzélez-Flores, 2011).

Una vez movilizados los metales pueden ingresar a los organismos y acumularse en ellos,
fendmeno conocido como bioacumulacion. La bioacumulacion es el aumento de la
concentracion del contaminante en un organismo en determinado tiempo (Moriarty, 1990).
La acumulacion de los MP en los organismos es un proceso complejo que depende de
diversos factores tanto internos (inherentes al organismo) como externos (inherentes al
metal) (Gutiérrez-Galindo et al., 1999). Los factores internos que juegan un papel
determinante en la acumulacién de los MP son: la talla de los organismos (Moriarty, 1990),
el género (Gutiérrez-Galindo et al., 1999), factores genéticos (Fratini et al., 2008),
caracteristicas de historia de vida (Dauwe et al., 2004) y los habitos alimenticios (Laurinolli
y Bendell-Young, 2006). De los factores externos se pueden mencionar: biodisponibilidad
del y naturaleza quimica del MP. También depende de las caracteristicas del medio en el que

se encuentra tales como salinidad, pH, temperatura, humedad, entre otros (Guerrero, 2004).

En general, los metales tienen la capacidad de evadir barreras naturales que protegen al
organismo y utilizar sistemas fisiol6gicos presentes en los organismos modificando diversos
procesos celulares. Existen dos mecanismos generales por medio de los cuales los MP pueden
causar dafio celular. EI primero involucra la union del metal con distintas macromoléculas,
lo que puede derivar en un cambio conformacional o bien este puede reemplazar a metales
esenciales de sus sitios activos o sus sitios de union. Dichos cambios alteran la homeostasis
celular. Estos efectos se deben a la similitud quimica de los MP con cationes divalentes
esenciales como Zn, Ca, Mg, entre otros (Leonard et al., 2004). El segundo mecanismo
involucra su actividad como centros cataliticos en reacciones tipo redox, que producen
especies reactivas de oxigeno (EROs), las EROs son intermediaros que se forman mediante
los procesos de oxidacion metabdlica. Las EROs incluyen el anién superéxido (O2), el
radical hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrégeno (H202) (Valko et al., 2005). Las células
se pueden adaptar a concentraciones fisiologicas de EROs, sin embargo, las altas
concentraciones pueden causar dafio oxidante a diversas proteinas, lipidos y al ADN (Qian
et al., 2003).
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Debido a lo anterior, la mayoria de los MP pueden provocar dafio indirecto a la molécula de
ADN, causando rompimientos de cadena sencilla y doble (Mussali-Galante et al., 2007).
Ademas, los MP tienen la capacidad de generar aberraciones cromosomicas, intercambios de
cromatidas hermanas, formacion de microndcleos, oxidacion y alquilacion de bases
nitrogenadas, entre otros. Asimismo, se ha demostrado que la alteracion de las enzimas
involucradas en la reparacion del material genético es un mecanismo comun de toxicidad de
diversos metales (As, Cd, Co, Ni), que se genera por el intercambio de iones metélicos
esenciales que generalmente se encuentran en los centros cataliticos de este tipo de enzimas
inhibiendo su funcion (Hartwig et al., 2002, Rossman, 2003). Algunos metales como el Cry
compuestos de Ni solubles en agua ejercen sus efectos genotoxicos directamente a través de
la union covalente con el ADN generando la formacion de aductos (Singh et al., 1998; Muller
et al., 1999; Zhitkovich, 2005). Estos son productos que se generan mediante la unién
covalente de una molécula de metal cargada positivamente con el ADN o proteinas de un

tejido cargadas negativamente (Ehrenberg et al., 1996).

1.4 Uso de biomarcadores en ecotoxicologia

El uso de biomarcadores en ecotoxicologia tiene como principales objetivos medir la
exposicion a los agentes xenobidticos que producen enfermedades y predecir la respuesta
toxica que podria ocurrir en un organismo. El National Research Council (NRC, 1991) ha
definido a los biomarcadores como: herramientas que pueden ser Gtiles para comprender la
relacion que existe entre la exposicion a un xenobidtico asociada a diversas enfermedades.
Asi también el NRC clasificé a los biomarcadores en tres categorias segun la relacion con la
exposicion-enfermedad: biomarcadores de susceptibilidad, biomarcadores de exposicién y

biomarcadores de efecto.

1.4.1 Definiciones y tipos de biomarcadores

Biomarcadores de susceptibilidad: son indicadores de la capacidad heredada o adquirida de
un organismo que le permite responder a la exposicion de una sustancia xenobidtica. Esto se
puede deber a que tienen mas activos los procesos de bioactivacién o a que tienen
disminuidas sus capacidades de detoxificar, de excretar o de reparar dafios. Un ejemplo de

biomarcador de susceptibilidad es la actividad de la N-acetiltransferasa (NAT). Los
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individuos con una alta actividad de NAT tienen un riesgo mas alto si son expuestos a los

compuestos que son bioactivados por NAT (por ejemplo 2-aminofluoreno).

Biomarcadores de exposicion: son considerados como cualquier sustancia exdgena o
producto de ella, asi también los productos que pueden generarse entre la relacion de un
xenobidtico y alguna molécula o célula objetivo, y que a su vez puede ser medida dentro un
organismo. Este tipo de biomarcadores también son conocidos como “biomarcadores de
dosis biologica efectiva” cuando se mide el producto de un xenobidtico con moléculas diana
(Timbrell, 1998). Por ejemplo, Jasso-Pineda et al. (2009), evaluaron la bioacumulacion de
MP en dos especies de roedores Chaetodipus nelsoni y Dipodomys merriami que habitaban
en un area contaminada de Villa de la Paz, México, demostrando que estos roedores
presentaban mayor concentracion de As (1.3 pg/g en higado y 1.8 pg/g en rifién), Pb (0.2 pg/g
en higado y 0.9 pg/g en rifion) y Cd (0.8 pg/g en higado y 2.2 ug/g en el rifidn) en comparacion
con los roedores del sitio control, As (0.08 ug/g en higado y 0.1 pg/g en rifion), Pb (0.06 ug/g
en higado y 0.3 pg/g en rifion) y Cd (0.06 pg/g en higado y 0.6 pg/g en rifion). Por otra parte,
Martiniakové et al. (2011) evaluaron la bioacumulacién de MP en el fémur de dos especies
de roedores (Myodes glareolus y Myodes arvalis) que habitaban en una central eléctrica de
carbén en Eslovaquia. Los autores encontraron que, en la especie M. glareolus las
concentraciones de MP son las siguientes: Pb (20.46 mg/kg), Cd (4.01 mg/kg), Ni (9.52
mg/kg) Fe (212.99 mg/kg), Cu (4.16 mg/kg) y Zn (188.55 mg/kg) y para M. arvalis las
concentraciones son: Pb (20.41 mg/kg), Cd (2.76 mg/kg), Ni (6.84 mg/kg), Fe (159.27
mg/kg), Cu (3.31 mg/kg) y Zn (138.52 mg/kg). Por otro lado, Camizuli et al. (2018) midieron
las concentraciones de Cd, Cu, Pb y Zn en rifiones de roedores que habitaban en una zona
con actividad minera, reportando las siguientes concentraciones: (10.37 - 22 ug/g), Zn (44.5
—160 pg/g), Cd (0.05 — 38 pg/g) y Pb (0.05 — 19 ug/g).

Biomarcadores de efecto: hacen referencia a cualquier alteracion que se puede generar por la
exposicion a un xenobiotico en un organismo dado, entre estas alteraciones se encuentran las
bioquimicas, genéticas fisioldgicas y conductuales, que son asociadas a multiples
enfermedades (Timbrell, 1998). Dentro de este tipo de biomarcadores, se encuentran aquellos
que miden el dafio genético y son ampliamente utilizados debido a que nos permiten conocer

cambios tempranos que pueden generarse en un organismo y que conducen eventualmente a
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la aparicion de diversas enfermedades (Mutti, 2004). Por lo anterior, los biomarcadores de
efecto se utilizan para comprender los cambios en un organismo como resultado de su
exposicion quimica y nos permite conocer las alteraciones que pueden presentarse en el
ADN, entre las que se encuentran las aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas
hermanas, micronucleos y rompimiento de las cadenas sencillas y dobles del ADN (Mussali-
Galante et al., 2013). Debido a lo anterior, en este estudio nos enfocaremos en los

biomarcadores de exposicién (bioacumulacion de MP) y efecto (dafio genético).

Por otra parte, existen diversos estudios en donde se ha evaluado el dafio genético en roedores
expuestos a MP mediante la prueba de ensayo cometa, tal es el caso de Jasso-Pineda et al.
(2009), en donde reportaron que roedores colectados de un area minera en Villa de la Paz,
Meéxico presentaron mayores niveles de dafio genético en comparacion con los roedores del
sitio control. En otro estudio realizado por Patlolla et al. (2009), evaluaron el dafio genético
a traves de electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa), trataron a ratas Sprague-
Dawley con K>Cr20O7. Los roedores expuestos a esta sustancia metalica mostraron dafio en el
ADN ya que presentaron mayor longitud media de la cola del cometa (6.23 — 33.42 um) en
comparacion con los controles (2.79 um). Asimismo, en un estudio realizado por Feng-Wang
et al. (2006) se evalud el dafio genético en roedores de laboratorio expuestos a diferentes
dosis de Cr VI y encontraron que a mayor concentracion de Cr VI mayor dafio genético en
el grupo expuesto a 100 mg/kg de Cr VI con respecto al grupo control. Por otra parte, en un
estudio realizado por Patlolla et al. (2015) evaluaron el dafio genético en higado, utilizando
como modelo de estudio ratas expuestas a diferentes concentraciones de nanoparticulas de
plata (Ag-NP). Dichos autores encontraron que las células hepaticas expuestas a todas las
concentraciones de Ag-NP presentaron dafio en el ADN con un porcentaje del largo de la
cola del cometa equivalente a cada una de las dosis administradas (19.33 + 5.84, 24.69 +
6.06, 30.48 + 6.60 y 34.31 = 10.70) indicando el dafio en el ADN en comparacion con el
grupo control en donde reportan un porcentaje menor (13.58 + 4.66). En un estudio realizado
por Malgorzata et al. (2014) evalu6 la genotoxicidad de las nanoparticulas de diéxido de
titanio (TiO2) y (Ag) mediante el ensayo cometa en células de medula 6sea en ratas a las
cuales administraron diferentes dosis de estos metales. Los autores encontraron dafios en el

ADN de las ratas expuestas a TiO2 y Ag en comparacion con las ratas control ya que el
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porcentaje de la longitud en la cola del cometa de ADN. Los datos obtenidos denotan que el

porcentaje de ADN aumento 1.7 veces en el grupo expuesto con respecto al grupo control.

1.5 Rompimiento de las cadenas de ADN como biomarcador de efecto temprano

La técnica de electroforesis unicelular alcalina o también llamada “ensayo cometa” es la mas
utilizada y es una de las principales herramientas para estudios de genotoxicidad,
biomonitoreo ambiental, epidemiologia molecular y ecotoxicologia ya que es una técnica
rapida, simple y sensible, que se utiliza para el andlisis del rompimiento de las cadenas
sencilla y doble del ADN, sitios labiles &lcali y para la deteccidn de sitios de reparacion
retardada (Rojas et al., 1999). El ensayo cometa es considerado como un ensayo indicador
para detectar lesiones premutagénicas. Se ha sugerido su uso in vivo como ensayo de
seguimiento apropiado para investigar el significado de los resultados de genotoxicidad
positivos in vitro (Hartmann et al., 2003; Burlinson et al., 2007). El ensayo cometa es
dependiente del pH y es realizada en cualquier tipo de células eucariotas individuales (Rojas
et al., 1999). Existen dos versiones de electroforesis las cuales son similares en un principio,
sin embargo, la mayor diferencia esta dada en los valores de pH. La primera, la electroforesis
alcalina emplea un pH mayor a 13, lo que permite la deteccion de las roturas de cadena simple
del ADN vy sitios alcali labiles. Mientras que la segunda, la version neutra (pH de 7.0), sélo
detecta roturas de doble cadena (Olive et al., 1999). Por esta razén la version alcalina fue
recomendada como la version optima del ensayo para la identificacion de sustancias con
actividad genotoxica potencial en el Internacional Workshop on Genotoxicity Test
Procedures (IWGTP) (Tice et al., 2000).

El ensayo cometa detecta ruptura de cadenas que pueden ser generadas en la célula por una
variedad de agentes quimicos (por ejemplo, especies reactivas de oxigeno), fisicos (como las
radiaciones ionizantes) y procesos celulares (como la reparacion del ADN) (Collins, 2004).
Esta técnica brinda informacion del mecanismo de dafio, para lo cual se utilizan
endonucleasas especificas que reconocen varios tipos de bases dafiadas; asi también es util
para probar si una sustancia tiene un efecto directo en la carcinogénesis por la adicion de
enzimas capaces de metabolizar el carcindgeno de forma indirecta hacia su forma activa. Por
el contrario, el ensayo cometa también puede utilizarse para determinar el caracter protector

de una sustancia, por ejemplo, su capacidad antioxidante de reducir el efecto oxidativo
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generado, como el peroxido de hidrégeno (Rodriguez et al., 2016). Por otra parte, el ensayo
se destaca por sus multiples ventajas: a) alta sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio
al ADN, b) répida realizacion (1-2 dias), ¢) permite realizar un andlisis a nivel de células
individuales, d) el tamafio de la muestra puede estar en el orden de miligramos o microlitros
y, €) el bajo costo econémico. Sin embargo, a pesar de sus multiples aplicaciones, se debe
tener en cuenta que este bioensayo es una técnica inespecifica pues solo detecta el dafio del
ADN y no el agente toxico, responsable de este efecto (Rodriguez et al., 2016).

1.6 Relacién entre biomarcadores de exposicion y efecto en organismos expuestos a
metales pesados

Existen algunos estudios con MP en roedores silvestres que relacionan los biomarcadores de
efecto y los biomarcadores de exposicion. Por ejemplo, Tovar-Sanchez et al. (2012)
evaluaron el dafio genético y las concentraciones de los MP (Zn, Ni, Fe y Mn) en hueso e
higado e la especie de roedor Baiomys musculus y Peromiscus melanophrys. En la primer
especie las concentraciones (promedio + error estandar) en hueso del grupo expuesto fueron
las siguientes: Zn (130.52 + 39.29), Ni (50.20 + 34.66), Fe (62.49 + 48.65) y Mn ( 3.21
2.22) y para el grupo control Zn (26.24 + 6.19), Ni (6.62 £ 2.65), Fe (16.63 £ 6.77) y Mn
(1.19 + 0.68). Mientras que para la segunda especie las concentraciones del grupo expuesto
son las siguientes: para el caso de Zn (118.54 + 39.29), Ni (42.30 £ 8.94), Fe (40.03 + 31.41)
y Mn (4.10 + 2.90) y para el grupo control: Zn (58.06 = 6.19), Ni (13.47 + 5.74), Fe (20.64
+14.04) y Mn (2.56 = 1.52). Por otra parte, también evaluaron las concentraciones de metales
en el higado de ambas especies, para la especie B. musculus del grupo expuesto las
concentraciones fueron las siguientes: Zn (61.36 £ 19.13), Ni (0.94 = 0.54), Fe (133.14 +
62.27) y Mn (1.16 = 0.17), mientras que para el grupo control las concentraciones fueron
menores: Zn (20.82 + 2.24), Ni (0.93 £ 0.32), Fe (57.95 + 6.78) y Mn (0.80 + 0.11), por otra
parte para el grupo expuesto de la especie P. melanophrys las concentraciones fueron: Zn
(40.29 £ 9.41), Ni (1.27 £ 0.58), Fe (124.41 £ 31.93) y Mn (0.97 + 0.35) y para el grupo
control Zn (20.87 £ 3.60), Ni (0.99 £ 0.12), Fe (52.03 £ 6.86) y Mn (0.65 £ 0.19). Asimismo,
se evaluo el dafo genético en ambas especies reportando que en la especie B. musculus se
encontro mayor dafio genético (111.31 +0.13) en comparacion con la especie P. melanophrys
(97.84 +£ 0.12). En estas dos especies, los organismos del sitio expuesto presentaron mayor

dafio genético en comparacién con los roedores del sitio control (B. musculus 46.56 + 0.50)
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y (P. melanophrys 36.08 £ 0.29) respectivamente. Por otra parte, en un estudio realizado por
Jasso-Pineda et al. (2009) evaluaron la bioacumulacion de MP en roedores de la familia
Heteromyidae que habitaban en una zona contaminada y encontraron As (1.3 ug/g en higado
y 1.8 ug/g en rifion), Pb (0.2 pg/g en higado y 0.9 ug/g en rifion) y Cd (0.8 ug/g en higado y
2.2 pg/g en el rifién). Los resultados fueron comparados con los roedores que habitaban en
un sitio control, libre de contaminantes, y encontraron los siguientes resultados: As (0.08
ug/g en higado y 0.1 ug/g en rifion), Pb (0.06 ug/g en higado y 0.3 pg/g en rifion) y Cd (0.06
ug/g en higado y 0.6 ug/g en rifidn).

17



1. ANTECEDENTES

2.1 Estudios ecotoxicoldgicos en la localidad de Huautla, Morelos

Existen diversos estudios realizados en la localidad de Huautla Morelos. Especificamente, en
los jales de la region se han reportado concentraciones altas de metales, asi como
bioacumulacion de los mismos en los tejidos de las especies vegetales con efectos sobre la
variacion morfoldgica y dafio genético en Prosopis leavigata (Hernandez-Lorenzo, 2015;
Murillo-Herrera, 2015; Muro-Gonzalez en prensa), Vachellia farnesiana (Santoyo-Martinez,
2016), Vachellia campechiana (Santoyo-Martinez et al., 2020), Sanvitalia procumbens
(Rosas, 2018), y Crotalaria pumila (Santoyo-Martinez et al., en prensa); en comparacion con
las colectadas en sitios testigo. Por otra parte, también se han realizado trabajos importantes
donde se observa el efecto de los metales en poblaciones humanas que habitan en zonas
aledafias a los jales. Tovar-Sanchez y colaboradores (2016), evaluaron la concentracion de
As en agua de bebida y sangre periférica de pobladores de Huautla. El agua de la mina “Péajaro
verde” contenia niveles altos de As (0.24 + 0.008 pg/mL), excediendo los niveles permitidos
por la norma nacional NOM-127-SSA1-1994 que es de (0.025 pg/mL). Ademas, esto se
correlacion6 con la concentracién de As en sangre (60 pg/L) y el dafio genético que

presentaron los individuos expuestos, con respecto a los individuos del sitio testigo.

2.2 Exposicion de los roedores a metales pesados provenientes de los jales de Huautla,
Morelos

En general, todos los seres vivos del planeta estan expuestos a rodeados a sustancias
potencialmente toxicas, producto de actividades antropogénicas, o directamente de la
naturaleza. Las condiciones extremas de los jales son inapropiadas para los seres vivos, sin
embargo, se ha reportado que existen algunas especies de roedores silvestres que habitan
dicha zona minera y que se encuentran expuestos a cantidades elevadas de MP (Tovar-
Sanchez et al., 2012; Mussali-Galante et al., 2013). Algunos estudios en roedores silvestres,
han demostrado que tienen la capacidad de acumular un amplio espectro de contaminantes.
Existen roedores que viven dentro de los relaves de minas y estan en contacto directo con el
suelo, agua y los contaminantes del aire. La habilidad de los roedores de vida silvestre para
acumular y concentrar MP incrementa el riesgo de toxicidad sobre la cadena alimenticia,
siendo la dieta una de las principales vias de exposicion. De la Cruz (2018) evalu6 y comparo
el dafio genético y la bioacumulacién de Al, Cu, Fe, Ni, Pb y Zn en la especie de roedor L.
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irroratus que habitaba un sitio expuesto a los MP de los jales expuestos y un sitio control.
En dicho estudio se encontr6 que los roedores expuestos a MP presentaron mayor dafio
genético y bioacumulacion de metales en el higado. La concentracion de MP en los ratones
del sitio control fue la siguiente: Al 0.01 mg/kg > Cu 6.34 mg/kg> Fe 464.45 mg/kg> Ni 0.07
mg/kg > Pb 2.03 mg/kg y Zn 38.22 mg/ kg. Mientras que en los roedores expuestos a metales
pesados la concentracion fue de la siguiente manera: Al 8.26 mg/kg > Cu 17.96 mg/kg > Fe
1051.99 mg/kg> Ni 7.76 mg/kg > Pb 12.48 mg/kg y Zn 103.21 mg/kg. Por otra parte, en un
estudio realizado por Esteves (2018) en la especie de roedor P. melanophrys expuestos a Zn,
Cu, Mn, Ni y Fe presentan mutaciones puntuales y mayor fluctuacion asimétrica en craneo
respecto a los roedores del sitio control. Por Gltimo, Hernandez-Plata et al. (2020) evaluaron
en el roedor L. irroratus marcadores conductuales y neuroquimicos y la bioacumulacion
hepética y cerebral de los MP Pb, As, Mn, Ni y Zn. Los roedores expuestos a estos MP
presentan algunas caracteristicas de estrés, aumento en la concentracion de dopamina en
mesencéfalo, mayor concentracion de Pb en higado y en cerebro y disminucion de Zn en

cerebro respecto a los roedores del sitio control.

2.2.1 Roedores como especies centinela

El uso de organismos bioindicadores o centinelas es importante para establecer relacion entre
los efectos de los contaminantes y las respuestas bioldgicas de las especies expuestas. El
NRC (National Research Council) ha definido a una especie centinela como “un sistema
animal que sirve para identificar riesgos potenciales para otros animales o humanos” (NRC
1991). Claramente las especies centinelas son de gran utilidad e importancia para estudios de
salud ambiental, debido a que proveen informacién integral tanto de la exposicion
(informacidn del tipo, concentracion y biodisponibilidad de los contaminantes) como del
efecto (Basu et al., 2007). Para que una especie pueda considerarse como centinela debe
cumplir con los siguientes criterios: a) amplia distribucion geografica, b) habilidad para
bioacumular contaminantes, c) facil captura, d) poca movilidad, e) amplio conocimiento de
su biologia, f) sensible a los contaminantes, g) ciclo de vida corto, y h) mantenimiento en
cautiverio (Beeby, 2001; Fox, 2001; Basu et al., 2007).

Los roedores son de gran utilidad en este tipo de estudios dado que juegan papeles ecoldgicos

importantes. Ocupan una gran variedad de nichos, son recicladores de nutrientes, influyen en
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las comunidades de plantas e insectos y sirven como presas de numerosos predadores
(Levengood y Heske, 2008). Ademas, cumplen con varios de los criterios antes mencionados
para ser considerados como organismos centinela. Los roedores juegan un papel importante
dentro de las cadenas troficas y son considerados como intermediarios en la transferencia de
MP desde el suelo hasta niveles troficos mas elevados (Levengood y Heske, 2008). También
hay evidencia de que estos organismos acumulan MP en diferentes tejidos cuando estan cerca
de sitios mineros (Levengood y Heske, 2008), o dentro de los jales (Laurinolli y Bendel-
Young, 2006).
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I11. JUSTIFICACION

La exposicion ambiental a MP puede promover alteraciones en la salud de los organismos
expuestos. La absorcion de MP y la subsecuente bioacumulacion en diferentes
organos blanco, se ha relacionado con diversos dafios al ADN que originan
numerosas enfermedades. Por lo que, generar un sistema integral de biomarcadores de
exposicion y efecto para ser utilizado en estudios de biomonitoreo ambiental en exposiciones
cronicas a metales se torna necesario, mas aun si este sistema se desarrolla en especies
silvestres, consideradas como centinelas. Algunas especies de roedores silvestres que habitan
en o cerca de zonas impactadas por mineria han sido consideradas como especies centinelas,
y se ha reconocido que la sensibilidad de los contaminantes varia entre especies y entre
géneros (macho vs hembra) de roedores. Por lo anterior, en este estudio se plantea probar un
sistema de biomarcadores de exposicidn (bioacumulacion de metales) y de efecto temprano
(dafio genotoxico) y la relacion entre ellos; en términos de su respuesta en distintas especies,
géneros y organos en roedores silvestres considerados como centinelas que han estado
expuestos a los residuos mineros en la localidad de Huautla, Morelos. La informacién
generada en el presente estudio se podria emplear en la toma de decisiones para estudios de

biomonitoreo ambiental en roedores silvestres.
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IV. HIPOTESIS

Si los roedores silvestres que habitan ambientes contaminados por metales pesados (jales de
Huautla) presentan diferente historia de vida, y diferencias fisiologicas entre hembras y
machos, entonces se encontraran cambios en la concentracion de MP (biomarcador de
exposicion) entre especies, géneros y organos blanco. Por lo anterior, los niveles de
rompimiento de cadena sencilla (biomarcador de efecto) cambiara entre especies de roedores

y género.

Si los biomarcadores de exposicién y efecto son sensibles a la especie de roedor, género y
organo blanco y estan en funcion del MP, entonces existira un biomarcador de exposicién
(concentracion de metales) y/o efecto (rompimiento de cadena sencilla) con caracter

predictivo de dafio para cada tipo de MP evaluado.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el biomarcador de exposicion y/o efecto mas adecuado en tres especies de
roedores silvestres (Peromiscus melanophrys, Baiomys musculus y Liomys irroratus) para el

biomonitoreo ambiental de zonas impactadas por la mineria.

5.2 Objetivos especificos
1.- Determinar el efecto del 6rgano, género (hembras y machos) y especie de roedor sobre

los patrones de bioacumulacion de metales pesados.

2.- Evaluar el dafio genético a través del rompimiento de cadena sencilla en las tres especies

de roedores y género.

3.- Conocer la relacion entre la bioacumulacion de los MP por érgano, género y especie de

roedor y los niveles de dafio genético (rompimiento de cadena sencilla).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sitios de estudio

6.1.1 Sitios expuestos: Jales de Huautla Morelos.

Los jales ubicados en la localidad de Huautla Morelos son conocidos por su gran tradicion
minera. Las minas de esta region explotaron principalmente Pb, Zn y Ag. Durante esta
explotacion se produjeron tres jales en la zona, los cuales fueron generados y manejados de
la misma manera por lo que todos ellos tienen una composicion similar. En este caso s6lo de
muestrearon dos jales, los cuales se encuentran ubicados de la siguiente manera:

Jale 1. Es el mas grande de la zona (180 x 80 m) y se encuentra a 18°26°36.37"N-
99°01°26.71"0. Se localiza a 500 m del poblado de Huautla. Este jale ha sido ampliamente
estudiado en cuanto a sus caracteristicas fisico-quimicas y contenido de metales. Esta
rodeado de selva baja caducifolia (Rzedowski 2006). Los valores de pH varian de 6.2 a 7.0,
tienen una capacidad de intercambio cationico 30.1 cmol (+)/kg y el tamafio de particula
predominante es <45 um (44.2 %), siendo esta fraccion donde la mayor cantidad de metales
esta contenida (As 31.9%, Cd 26.0%, Pb 30.7% y V 29.1 %) (SEMARNAT 2004, 2005).
Jale 2. Es el mas pequeiio de la zona y se encuentra ubicado a 18°25°40.60""N-
99°01°57.82°0. Las colectas fueron realizadas en los dos jales, pero los andlisis fueron
considerados como un solo sitio, por lo que nos referiremos como sitio expuesto.

6.1.2 Sitio control: Quilamula, Morelos

Quilamula se encuentra ubicada geograficamente a 18°30°52"" latitud N y 98°59°59™
longitud O (INEGI 2009). El sitio control fue elegido debido a que no existe reporte de
actividad minera ni de contaminacién por metales. Ademas, las caracteristicas climaticas,
ecologicas y geograficas son muy similares a las zonas contaminadas (Tovar-Sanchez et al.,
2012).
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Figura 3. Mapa de la localizacion geogréfica de los sitios de estudio. 0) indica los sitios expuestos
a MP en los jales de Huautla, Morelos. *) Indica el sitio control en la localidad de Quilamula, Morelos.

6.2 Especies de estudio

Peromyscus melanophrys (Coues, 1874)

P. melanoprhys presenta algunas caracteristicas que lo diferencian de otras especies que
pertenecen al género Peromyscus, algunas de ellas son que tiene una cola mas larga y sus
I6bulos cerebrales son mas delgados (Figura 2.A) (Ceballos y Oliva, 2005). La coloracion de
su pelaje es variada y depende del sustrato en donde habitan. Esta especie se encuentra
preferentemente en zonas aridas, asociado con yucas, nopal, mezquite, entre otras. Dicha
especie es abundante en sitios rocosos y se encuentran principalmente en el matorral xerofilo,
bosque espinoso y pastizales, en asociaciones vegetales de matorral desértico microfilo y
chaparrales, donde el clima es arido y templado (Ceballos y Oliva, 2005). Su ciclo
reproductivo se encuentra activo durante todo el afio, sin embargo, se presenta mayor

actividad en los meses de Febrero-Marzo y Junio-Octubre. El tamafio por camada es de 2 a
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5 crias y se les caracteriza por ser roedores granivoros (Hall, 1981). Su estatus de acuerdo a

“The TUCN Red List of Threatened Species” (IUCN), es de preocupacion menor.
Baiomys musculus (Merrian, 1892)

B. musculus es el roedor de tamafio mas pequefio en México, su coloracion dorsal varia de
café rojizo a café oscuro y la parte ventral es blanca. Los individuos juveniles son de color
gris uniforme (Figura 2.B) (Hall, 1981). Esta especie habita en areas tropicales y
semidesérticas, con abundantes pastos y arbustos. También se encuentra en campos
abandonados de maiz y diversos cereales, en los bordes cercanos a plantios de cafia de azicar
y palmas de coco (Ceballos y Miranda, 1986, 2000; Cervantes y Hortelano, 1991). Utilizan
restos de pastos para construir sus nidos en madrigueras subterraneas, entre las rocas o entre
pastos. Su alimentacion se basa principalmente en consumir hierbas y pastos frescos, ademas
de semillas, cortezas y pequefios insectos. Son de habitos diurnos y crepusculares. Su ciclo
reproductivo se encuentra activo durante todo el afio, sin embargo, reportan menor actividad
durante el invierno y la primavera (Packard, 1960). El periodo de gestacion dura de 20 a 25
dias y presentan un periodo de lactancia de 20 dias aproximadamente. El tamafio de camada
es de una a cinco crias, aproximadamente 3 en promedio. Su area de actividad es de 30 m de
didmetro, y las densidades de sus poblaciones son de 15 a 20 ind/ha. Esta especie no se
encuentra en peligro de extincion de acuerdo a la IUCN (Ceballos y Miranda, 1986, 2000).

Liomys irroratus (Gray, 1968)

L. irroratus (Rodentia: Heteromydae) es conocido como el ratdn espinoso mexicano se
encuentra ampliamente distribuido en el centro y noreste de México y en el extremo sur de
Texas (Figura 2.C) (Dowler y Genoways, 1978; Wilson y Reeder, 2005; Linzey et al., 2008).
Habita usualmente en zonas aridas y tropicales, asi como en vegetacion xerofila, matorrales,
pastizales, selvas secas, y algunos bosques de pino encino (Dowler y Genoways, 1978). L.
irroratus es un ratén de color gris con café en la parte dorsal y blanco en la parte ventral,
generalmente presentan una raya lateral de color rosa palido en el lomo, la presencia de una
mezcla de pelos espinosos duros y suaves le da una apariencia un tanto aspera. El pelaje
juvenil es grisaceo y se compone principalmente de pelos finos suaves (Dowler y Genoways,
1978). Esta especie es territorial y tiene habitos nocturnos (Santos-Moreno & Santiago-

Marcial, 2012). Presentan dismorfismo sexual, los machos mas grandes que las hembras con
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una longitud promedio de 238 nm en los machos y 226 nm en las hembras. Ademas, los
machos tienen un rango de peso corporal de 40-60 g y las hembras de 35-50 g. L. irroratus
cria durante todo el afio, pero su pico reproductivo aparece en los meses de Agosto a
Noviembre (Dowler y Genoways, 1978). Su ciclo reproductivo es monoéstrico y su periodo
de gestacion es entre 21 y 28 dias, el nUmero de crias varia de 2 a 8 por camada con un
promedio de cuatro (Dowler y Genoways, 1978; Linzey et al., 2008). Se alimentan de una
gran variedad de semillas, de hojas y tallos, asi como de artropodos. Sin embargo, se sefiala
que la dieta varia de acuerdo a las poblaciones, lo que sugiere su caracter oportunista (Mason-
Romo, 2005). Poseen abazones en las mejillas cubiertas de pelaje, los cuales le permiten la
recoleccion eficiente y el transporte de alimento hasta su madriguera construida bajo troncos,
rocas o arbustos (Dowler y Genoways, 1978; Linzey et al., 2008; Santos-Moreno y Santiago-

Marcial, 2012). De acuerdo a la IUCN, su estatus es de preocupacion menor.

Figura 4. Especies de roedores utilizadas en este estudio. A) P. melanophrys, B) B. musculus y C)
L. irroratus.

6.3 Colecta de roedores y extraccion de drganos

Para llevar a cabo la colecta de roedores se colocaron 120 trampas Sherman por dia en el
sitio expuesto y el control. Las cuales fueron cebadas con una mezcla de avena, vainilla 'y
cacahuate, con una distancia de 5 metros entre cada una, los muestreos se realizaron a partir
del mes de agosto a septiembre del 2018, hasta obtener un tamafio de muestra de 6 individuos
por género (hembras y machos) de las especies P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus.
Posteriormente, los roedores capturados se tomaron con ayuda de guantes de carnaza y
aquellos que cumplieron con los siguientes criterios de inclusién como: estado de salud

aparentemente sano, no ectoparasitos, juveniles-adultos y que pertenecian a las especies de
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interés fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Posteriormente los roedores fueron
pesados y se registraron las medidas morfométricas convencionales (Tovar-Sanchez et al.,
2012). También se llevo a cabo la extraccion de érganos: intestino, rifidn, cerebro, hueso e
higado. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la regulacion mexicana sobre

muestreo y ética de manejo de muestras animales FAUT-025.

6.4 Cuantificacion de metales pesados en drganos de roedores

Una vez extraidos los 6rganos se colocaron en un contenedor con nitrégeno liquido para su
transporte al Laboratorio de Investigaciones Ambientales del CEIB. Para llevar a cabo la
digestion acida de los 6rganos estos fueron secados en una estufa a 80° C, una vez que se
encontraban totalmente secos cada uno de los 6rganos se procedié a macerar con ayuda de
un mortero y pistilo y se peso 0.25 g de cada muestra. Posteriormente se afiadio 10 mL de
acido nitrico (HNOs al 70%) en campana de extraccion y se colocaron en parrillas a 400° C
de 3-4 h hasta que las muestras se encontraron totalmente disueltas. Después las muestras
fueron aforadas en un matraz de 50 mL y colocadas en refrigeracion hasta su posterior lectura
mediante espectrometria de absorcion atémica (980 AA, GBC) y espectrometria de plasma
acoplada a masas (ICP-MS) con un espectrometro tipo ICP-820 de la serie MS de Bruker,
MA, USA para llevar a cabo la cuantificacion de MP. Los MP analizados fueron Fe, Cr, Zn,
Cu, Mn, Cd y Pb (Tovar-Sanchez et al., 2012).

6.5 Evaluacion del dafio genotdxico (rompimiento de cadena sencilla) en sangre
periférica de roedores

El andlisis de genotoxicidad fue evaluado mediante la técnica de ensayo cometa o
electroforesis unicelular alcalina. Para la realizacion de la técnica se extrajo la sangre de cada
uno de los roedores y se utilizaron 15 pL de cada roedor, posteriormente se mezclé con 75 pL de
agarosa de bajo punto de fusién (LMPA 0.5%). La mezcla se coloc6 en un portaobjetos con 170 pL
de agarosa de fusion normal gelificado (NMPA 1%) y se cubri6 con un cubreobjeto para formar un
microgel. Una vez gelificada la capa de agarosa con la sangre se adicionaron nuevamente 75 L de
agarosa sin mezclar. En cuanto se gelificaron las tres capas de microgel, fueron sumergidas en
solucion de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris-base, NaOH, DMSO y Tritdn X-
100 a pH 10 y una temperatura de 4° C) durante tres dias en oscuridad. Posteriormente permanecieron
durante 20 min en buffer de corrida (300 MM de NaOH y 1 mM de EDTA a pH > 13). La migracion
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del ADN se realiz6 mediante electroforesis a 25 V y 300 mA durante 20 min a 4° C en oscuridad.
Posteriormente las laminillas fueron neutralizadas con solucién de Tris 0.4 M pH 7.5 y fueron fijadas
con etanol frio al 96%. Las laminillas con el microgel fueron tefiidas con bromuro de etidio (50 mL
de una solucion de 20 mg/mL c/u) para su posterior lectura en un microscopio de fluorescencia
Olympus BMX-60 (Tovar-Sanchez et al., 2016).

6.6 Analisis estadistico

Se realizaron anélisis de regresiones lineales para determinar la relacion e influencia entre
los niveles de dafio genético (rompimiento de cadena sencilla) y la bioacumulacion de
metales pesados (Pb, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Co, Cr, Al, Cdy As)en los 6rganos (higado, rifiones,
hueso, cerebro e intestino) y género (hembras y machos) de tres especies de roedores P.
melanophrys, B. musculusy L. irroratus que habitan el sitio expuesto (Jales de Huautla) y
sitio control (Quilamula) en Morelos.

En general, se obtuvieron los valores de coeficiente de correlacion (r), coeficiente de
determinacion (r?) y el valor de significancia (P< 0.05) en cada andlisis de regresion, asi
como la ecuacion de la recta. Posteriormente, se realizaron graficas de correlacion en donde
se observan dos variables (X y Y), la variable independiente (X) causa efectos en la variable
dependiente (). La formula utilizada para las regresiones lineales es (y=mx+b), en donde
(my b) representan el valor del dafio genético y (x) el valor de la concentracion del metal. El
cual es multiplicado por el valor del dafio genético, a su vez el valor de (m) es convertido a
un valor tangencial. Es decir, la pendiente se da en valores de 0 a « para valores positivos.
Sin embargo, los valores de tangente se pueden transformar en valores angulares utilizando
la siguiente funcion: angtan = 6 0 tg-1 (o) = 6, que se puede leer de la siguiente manera: 6 es
el angulo cuya tangente es a. Por lo tanto, en lugar de usar valores entre 0 a oo se utilizaron
valores de 0 - 90° debido a que son mas faciles de interpretar. De la misma manera los valores
de (0 - 90°) se pueden convertir en valores normalizados entre 0-1. De acuerdo al modelo de
(Ramos-Quintero, 2016), se ha seleccionado la funcion exponencial para modelar los grados
obtenidos en la tangente de las graficas en cinco zonas que representan la influencia de la
variable independiente (X) en la variable dependiente (). Las zonas son clasificadas de la
siguiente manera: en el grado de 0 - 20° la influencia de X en Y es muy baja, de 20 - 40° la
influencia de X en Y es baja, de 40 - 60° la influencia de X en Y se encuentra en un rango
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medio, de 60 - 80° la influencia de es alta y de 80 - 90° la influencia es muy alta (Figura 3,

Tabla 1). Algunos datos se muestran en promedio y error estandar (X + e.e).

Valores
normalizados
l~0 — 80- — -— _'Il.l'Il.l'Il'
X 85  go 89.9° 89.99999901"
- 70
- 60°
- 45*
05 d= 40°
—_—
= 200 | Valorc.es
tangenciales
l 1 1 | 1 1 1 1 -
+— + + + + + + >
036 083 1.0 173 3.0 567 1143 57.28 5729 5,769,000 oo

— ~

Region 1
de muy Region

bajo de riesgo

riesgo Regién medio

(0.0 debajo (0.44- Regidn de alto

0.22)  riesgo 0.66) riesgo (0.66-
(0.22- 0.88)
0.44)

Regidn de muy
alto riesgo
(0.88-02)

Figura 5. Modelo de valores tangenciales, valores angulares y normalizados por regiones de
influencia: muy baja, baja, medio, alta y muy alta (modificado de Ramos-Quintana, 2016).

30



VII. RESULTADOS

7.1 Niveles de dafio genético y concentracion de metales pesados en las especies de
roedores P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus

7.1.1 Niveles de dafio genético

Se llevo a cabo el ensayo cometa en linfocitos de sangre periférica para determinar los niveles
de dafio genético ocasionados por la bioacumulacién de metales pesados en los diferentes
organos de las tres especies de roedores que habitan en los jales de Huautla. Para llevar a
cabo el ensayo cometa se utilizd una N de seis individuos tanto hembras como machos de las
especies P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus pertenecientes al sitio expuesto y al sitio
control. Para llevar a cabo el ensayo cometa se extrajo sangre periférica de cada uno de los
individuos y se cont6 un total de cien linfocitos por cada individu6 para finalmente obtener
un promedio del dafio genético ocasionado por la bioacumulacion de metales pesados tanto
en hembras como en machos de las tres especies de roedores evaluadas en los sitios expuesto

y control (Tabla 1).

Tabla 1. Dafio genético medido por el rompimiento de cadena sencilla ( X + e.e) en las tres especies
de roedores silvestres Peromyscus melanoprhys, Baiomys musculus y Liomys irroratus en los sitios
control (Quilamula) y expuestos a los jales de Huautla, Morelos

Hembras Machos

Control Expuesto Control Expuesto

P. melanophrys

39.768 £+ 3.40 186.34 + 12.84 29.454 +1.71 153.39 £ 8.75
B. musculus

52.964 £ 6.30 22452 £ 11.18 28.641 £ 7.97 134.58 £ 9.38
L. irroratus

43.641 + 7.64 173.07 £ 3.87 27.158 + 6.68 152.03 £ 5.46
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7.3 Categorias de influencia entre la concentracion de metales pesados y los niveles de
dafio genético: comportamiento sigmoidal

De acuerdo al modelo de Ramos-Quintana (2016) en este estudio se proponen categorias de
influencia entre la concentracion de MP y los niveles de dafio genético a través de un modelo
Sigmoidal. En la tabla 3 se pueden apreciar las diversas categorias que existen entre la
concentracion de los metales y su relacién con el dafio genético. La tabla se encuentra
dividida en cinco categorias de impacto, donde por cada categoria se muestran los rangos en
valores tangenciales, valores angulares y valores normalizados. La representacion en
categorias de impacto facilita la interpretacion de los resultados que muestran la influencia
de la bioacumulacion de metales en los niveles de dafio genético (Tabla 3).

Por otra parte, a cada categoria se le ha asignado un color (como un seméforo) que nos
permita identificar de manera mas rapida la zona de influencia que tiene la variable
independiente (x= concentracion de metales) sobre la variable dependiente (y= dafio
genético). En la zona de muy bajo riesgo que equivale en valores angulares (0°-20°) se ha
utilizado un color azul claro, en la zona de bajo riesgo que equivale a (20-40°) se ha utilizado
un color verde oscuro, para el caso de la zona de riesgo intermedio (40-60°) se ha utilizado
un color amarillo, para la zona de alto riesgo (60°-80°) se ha utilizado un color naranja oscuro
y para la zona de muy alto riesgo (80°-90°) se ha utilizado un color rojo (Figura 4). Cabe
mencionar que estos colores se han utilizado en las tablas de los resultados de este estudio
con el fin de conocer de manera rapida y visual la categoria de impacto que tienen los metales

en el dafio genético de cada especie de roedor.
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Figura 4. Categorias de influencia entre la concentracion de metales y los niveles de
dafio genético a traves de un modelo sigmoidal. MP = metales pesados, DG= dafio genético.

DG
/
» [MP]
Rangos en Rangos en Normalizado Zonas de impacto
valores valores angulares
tangenciales

[0.83-1.73) [40°-60°) [0.44-.066) Zona de influencia intermedia




7.4 Relacion entre la bioacumulacion de metales pesados y los niveles de dafio genético
en roedores silvestres (machos y hembras) asociados a jales

Bioacumulacion de metales en higado y dafio genético en linfocitos de sangre periférica

En general, los metales bioacumulados en higado de roedores silvestres de las especies P.
melanophrys, B. musculus y L. irroratus son: Pb, Cu, Fe, Mn, Zn, Co, Cr, Al, Asy Cd, tanto
en hembras como en machos. En general, la bioacumulacion de MP y metaloides vario entre
especies de la siguiente manera: L. irroratus (n=8) >P. melanophrys (n=5) = B. musculus
(n=5) tanto en hembras como en machos. Asimismo, los metales Cu, Fe, Mn, Zn y Ni se
bioacumularon en los higados de las tres especies. En contraste, sélo el Pb, Al y As se

bioacumulé en L. irroratus.

Las regresiones que fueron significativas y con un valor de correlacion (r) mayor a 0.5 por
especie son: L. irroratus (n=7) > B. musculus (n=4) > P. melanophrys (n=3) para el caso de
los machos y para las hembras L. irroratus (n=6) > P. melanoprhys (n=5) = B. musculus
(n=5) (Tabla 4).
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Tabla 3. Relacién entre la bioacumulacion de metales en higado y el dafio genético en linfocitos de

sangre periférica.

Especie de roedor

P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Metal r r2 P r r2 P r r2 P
Machos
Pb nd nd 0.962 0.918 0.000
Cu 0.817 0.634 0.001 0.817 0.634 0.001 0.895 0.781 0.000
Fe 0.905 0.801 0.000 0.803 0.610 0.002 0.769 0.551 0.003
Mn 0.549 0.232 0.064 0.699 0.437 0.011 0.705 0.447 0.010
Zn 0.895 0.781 0.000 0.935 0.862 0.000 0.751 0.520 0.005
Ni 0.105 0.088 0.744 0.171 0.067 0.593 0.622 0.325 0.03
Co nd nd nd
Cr nd nd nd
Al nd nd 0.819 0.639 0.001
As nd nd 0.349 0.034 0.267
Cd nd nd nd
Hembras
Pb nd nd 0.926 0.843 0.0001
Cu 0.859 0.711 0.0003 0.960 0.913 0.0000 0.905 0.800 0.0005
Fe 0.801  0.605 0.001 0.829 0.655 0.0009 0.873 0.738 0.0002
Mn 0.771  0.554 0.003 0.745 0.511 0.005 -0.16 0.073 0.627
Zn 0.966 0.926 0.000 0.869 0.731 0.0002 0.970 0.934 0.0000
Ni 0.696 0.434 0.01 0.809 0.620 0.001 0.823 0.644 0.001
Co nd nd nd
Cr nd nd nd
Al nd nd 0.893 0.777 0.0009
As nd nd 0.205 0.054 0.522
Cd nd nd nd

r= coeficiente de correlacion, r’= coeficiente de determinacidn, p= valor de significancia, nd= no detectable.
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Bioacumulacion de metales en rifion y dafio genético en linfocitos de sangre periférica

Los metales bioacumulados en el rifion son los siguientes: Pb, Cu, Fe, Mn, Zn, Ni, Al, Asy
Cd, para las especies P. melanophrys y B. musculus tanto en machos como en hembras, a
excepcion del Ni el cual no fue detectado en hembras. En particular, la bioacumulacion vari6
entre especies de la siguiente manera: P. melanophrys (n=9) > B. musculus (n=8) tanto en
hembras como en machos. Cabe mencionar que la especie L. irroratus no se muestra en el
andlisis de la bioacumulacion de metales en rifiones debido a que el tamafio de muestra no

fue suficiente para los analisis.

Por otra parte, las regresiones que fueron significativas (P<0.05) y con un valor de
correlacion (r) mayor al 0.5 para ambas especies fue la misma (n=7), tanto en machos como
hembras. En general, las dos especies en ambos géneros de roedores bioacumulan los mismos

metales en rifidén (Tabla 5).
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Tabla 4. Relacion entre la bioacumulacion de metales pesados en rifion y el dafio genético en

linfocitos de sangre periférica

Especie de roedor

P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Metal r r2 P r r2 P r2
Machos
Pb 0.922 0.835 0.000 0.833 0.757 0.0001
Cu 0.855 0.704 0.0004 0.852 0.698 0.0004
Fe 0.280 0.013 0.377 0.441 0.114 0.152
Mn 0.763  0.539 0.004 0.727 0.481 0.007
Zn 0.583 0.273 0.04 0.595 0.289 0.04
Ni 0.105 0.088 0.744 nd
Co nd nd
Cr nd nd
Al 0.777 0.564 0.03 0.939 0.869 0.0000
As 0.923  0.837 0.0000 0.939 0.869 0.0000
Cd 0.852 0.699 0.0004 0.937 0.865 0.0000
Hembras
Pb 0.850 0.694 0.0005 0.966 0.927 0.0000
Cu 0.902 0.794 0.00006 0.802 0.607 0.002
Fe 0.104 0.088 0.748 0.218 0.048 0.497
Mn 0.747  0.513 0.005 0.772 0.556 0.003
Zn 0.595 0.289 0.04 0.542 0.223 0.07
Ni nd nd
Co nd nd
Cr nd nd
Al 0.772  0.556 0.003 0.974 0.943 0.0000
As 0.851 0.695 0.0004 0.974 0.943 0.0000
Cd 0.940 0.872 0.0000 0.799 0.601 0.002

r= coeficiente de correlacion, r’= coeficiente de determinacidn, p= valor de significancia, nd= no detectable.
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Bioacumulacion de metales en hueso y dafio genético en linfocitos de sangre periférica

En general, los metales bioacumulados en hueso son Cu, Fe, Mn, Zn, Niy Co, en las especies
P. melanophrys y B. musculus en machos y hembras. De manera particular se observa que la
bioacumulacion no varia entre especies, siendo la misma cantidad de metales bioacumulados
en hueso tanto en hembras como en machos. En ambas especies los metales bioacumulados

tienen una n=6.

En las regresiones se pueden observar diferencias significativas es decir aquellas que
presentaron un valor de correlacion (r) > 0.5 en cuanto a nivel de género en la especie P.
melanophrys. Por otra parte, para el caso de B. musculus tanto en hembras como en machos
la bioacumulacion de metales que tuvieron un valor significativo en cuanto al dafio genético
es de n=4. Sin embargo, en la especie P. melanophrys la n=5 en el caso de las hembras y n=4

en los machos (Tabla 6).
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Tabla 5. Relacion entre la bioacumulacion de metales pesados en hueso y el dafio genético en

linfocitos de sangre periférica.

Especie de roedor

P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Metal r r2 P r r2 P r2
Machos
Pb nd nd
Cu 0.964 0.922 0.0000 0.44 0.109  0.1561
Fe 0.247  0.033 0.439 0.055 0.096  0.8650
Mn 0.23 0.400 0.465 0.694 0.430 0.01
Zn 0.588 0.280 0.044 0.886 0.764  0.0001
Ni 0.932 0.586 0.0000 0.769 0.551 0.003
Co 0.557 0.267 0.049 0.701 0.440 0.01
Cr nd nd
Al nd nd
As nd nd
Cd nd
Hembras
Pb nd nd
Cu 0.942 0.875 0.0000 0.834 0.665  0.00007
Fe 0.814 0.634 0.0004 0.817 0.635  0.001
Mn 0.678 0.415 0.008 0.457 0.129  0.135
Zn 0.921 0.835 0.0000 0.948 0.888  0.0000
Ni 0.738  0.506 0.003 0.715 0.462 0.009
Co 0.49 0.176 0.07 -0.53 0.208 0.077
Cr nd nd
Al nd nd
As nd nd
Cd nd nd

r= coeficiente de correlacion, r’= coeficiente de determinacidn, p= valor de significancia, nd=no detectable.
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Bioacumulacion de metales en cerebro y dafio genético en linfocitos de sangre periférica

Los metales bioacumulados en el cerebro de la especie L. irroratus son (Pb, Mn, Zn, Ni y
As) en hembras y machos. En particular la bioacumulacion solo se evalu6 en la especie de L.
irroratus en donde la n=5 en ambos géneros. Para consultar la bioacumulacion de MP en la

especie L. irroratus en cerebro, favor de ver a Hernandez-Plata et al. (2020).

Por otra parte, las regresiones que fueron significativas, es decir que cumplieron con un valor
de correlacién (r) > 0.5 varia de acuerdo al género. Para el caso de los machos los metales
que tuvieron un efecto significativo en el dafio genético es de n=3; sin embargo para el caso
de las hembras los metales que se ven involucrados en el dafio genético son mas, presentando
una n=4 (Tabla 5).
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Tabla 6. Relacion entre la bioacumulacién de metales pesados en cerebro y el dafio genético en

linfocitos de sangre periférica.

Especie de roedor

P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Metal r r2 P r r2 r r2 P
Machos

Pb 0.747 0.514 0.005
Cu nd

Fe nd

Mn 0.647 0.360 0.02
Zn 0.39 0.067 0.209
Ni 0.589 0.282 0.043
Co nd

Cr nd

Al nd

As 0.494 0.168 0.103
Cd nd

Hembras

Pb 0.760 0.535 0.004
Cu nd

Fe nd

Mn 0.501 0.175 0.10
Zn 0.44 0.115 0.150
Ni 0.587 0.279 0.045
Co nd

Cr nd

Al nd

As 0.781 0.570 0.003
Cd nd

r= coeficiente de correlacion, r’= coeficiente de determinacidn, p= valor de significancia, nd= no detectable.
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Bioacumulacion de metales en intestino y dafio genético en linfocitos de sangre periférica

De manera general los metales que se bioacumularon en el intestino de los roedores

pertenecientes a la especie de L. irroratus son (Cu, Fe, Zn y Cr) tanto en machos como en

hembras n=4.

Tabla 7. Bioacumulacion de MP en el intestino de hembras y machos de L. irroratus

Expuesto Control
Hembras Machos Hembras Machos
Fe 3.75+£0.50 3.24+0.19 1.16+1.01 5.34+2.04
Cr 1.25+0.03 3.23+0.18 1.05+0.22 128 £0.12
Zn 0.18 +0.08 0.71+0.17 0.09+0.09 0.15+0.03
Cu 0.17+0.04 1.14+0.01 0.12+0.0 0.13+0.00

Para consultar la bioacumulacion de MP en otros 6rganos, de la especie P. melanophrys y B.

musculus favor de ver Tovar-Sanchez et al. (2012) y Mussali-Galante et al. (2013).

Por otra parte, las regresiones que fueron significativas y que presentaron un valor de

correlacion (r) > 0.5 no se ve afectada de acuerdo al género en la especie L. irroratus ya que

en ambos casos se presentan una n=3 (Tabla 8).4
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Tabla 8. Relacion entre la bioacumulacion de metales pesados en intestino y el dafio genético en
linfocitos de sangre periférica.

Especie de roedor

P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Metal r r2 P r r2 P r r2 P
Machos

Pb nd

Cu 0.729 0.485 0.007
Fe 0.54 0.215 0.07
Mn nd

Zn 0.878 0.748 0.0002
Ni nd

Co nd

Cr 0.986 0.969 0.0000
Al nd

As nd

Cd nd

Hembras

Pb nd

Cu 0.765 0.544 0.004
Fe 0.864 0.722 0.0004
Mn nd

Zn 0.503 0.179 0.095
Ni nd

Co nd

Cr 0.632 0.339 0.027
Al nd

As nd

Cd nd

r= coeficiente de correlacidn, r’= coeficiente de determinacidn, p= valor de significancia, nd=no detectable.
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7.4 Niveles de riesgo e impacto de dafio genético generados por la bioacumulacion de
metales en roedores silvestres que habitan en los jales de Huautla

De manera general, los valores de beta obtenidos entre la bioacumulacion de metales pesados
en diferentes drganos de las especies P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus y los niveles
de dafio genético fueron transformados a valores angulares (grados). Lo anterior, con el fin
que conocer el nivel de riesgo que genera la bioacumulacion de metales en el nivel de dafio
genético (rompimiento de cadena sencilla en el ADN). Cada valor obtenido de la pendiente
(tangencial, grados o normalizados) fue asignado a una categoria de influencia, como se
observa en la Figura 4. A continuacion, se describe en que categoria de influencia cae cada

una de las regresiones analizadas por 6rgano, género y especie de acuerdo al metal evaluado.
Higado
Peromyscus melanophrys

De manera particular en los machos de la especie P. melanophrys los metales Cu y Zn se
encuentran en una categoria de influencia muy alta (89.16° y 81.83°, respectivamente).
Mientras que el Fe tiene una influencia intermedia (58.82°). Esto significa que la
bioacumulacion de los MP Cu y Zn en higado tiene una influencia muy alta sobre el dafio
genético, mientras que Fe tiene una influencia intermedia. Por otra parte, en las hembras la
bioacumulacion de los MP Fe, Zn y Co en higado presenta una influencia muy alta de la
bioacumulacion de metales en higado con respecto a los niveles de dafio genético (89.86°,
89.76° y 89.43° respectivamente). Mientras que Mn (53.86°) tiene una influencia intermedia
(Tabla 9).

Baiomys musculus

En los machos de la especie B. musculus particularmente, la influencia de la bioacumulacion
de los MP en el higado mostro que el Mn se encuentra en una categoria de influencia muy
alta (89.62°), Zn en una zona de influencia alta (75.12°) y Fe en una zona de influencia baja
(36.939). En cambio en las hembras los metales Fe, Zn y Co se encuentran en una zona de
influencia muy alta (89.34°, 89.83° y 89.61° respectivamente). Mientras que el Mn se

encuentra en una zona de influencia alta (72.50°) (Tabla 9).
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Liomys irroratus

En la especie L. irroratus particularmente en los machos, los metales Pb 84.26°, Cu 81.77°,
Mn 89.41° y Al 82.55%e encuentran en una zona de influencia muy alta, el Zn se encuentra
en una zona de influencia intermedia (42.68°) y el Fe (8.602°) en una zona de influencia muy
baja, casi nula, es decir que la bioacumulacién de Fe en higado impacta muy poco sobre los
niveles de dafio genético en los machos de la especie L. irroratus. Por otra parte, en las
hembras los metales Cu(84.03°), Fe (84.74°), Co (82.39°) y As (82.55°) se encuentran en una
zona de influencia muy alta por lo tanto el dafio genético se ve altamente influenciado por
los niveles de bioacumulacion de estos metales. En cambio Mn (14.28°) se encuentra en una

zona de influencia muy baja (Tabla 9).
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Tabla 9. Valores tangenciales (T) y valores angulares (°) de la relacion entre la concentracion de
metales pesados en higado y el dafio genético en linfocitos de sangre periférica en machos y
hembras de P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus.

Especie de roedor

Metales
P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Machos

Pb ND ND T 9.9585, 84.26°
Cu ND T 6.9197, 81.77°
Fe T 1.6530, 58.82° T 0.75170, 36.93°
Mn ND T 153.22, 89.62° T 97.305, 89.41°
Zn T 3.7660, 75.12° T 0.92216, 42.68°
. ND ND

Cr ND ND

Al ND ND
As ND ND ND

Cd ND ND ND

Hembras

Pb ND ND

Cu ND T 9.5745, 84.03°
Fe T 88.008, 89.34° T 10.864, 84.74°
Mn T 1.3697, 53.86° T 3.1716, 72.50°

Zn T 344.42, 89.83° ND

Co T 102.29, 89.43° T 148.79, 89.61°
Cr ND ND ND

Al ND ND ND

As ND ND
Cd ND ND ND

Muy bajo riesgo M Bajo riesgo M Riesgo intermedio

ND no detectado, NS no significativo, NE no evaluado.

Alto riesgol Muy alto riesgo Il
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Rifion
Peromyscus melanophrys

En machos de la especie P. melanophrys los metales Pb (83.08°), Cu (85.20°), Mn (83.119),
As (89.53°) y Cd (86.24°) se encuentran en una zona de influencia muy alta. Mientras que el
Al (67.60° y Zn (10.39° se encuentran en una zona de influencia alta y muy baja
respectivamente. En las hembras los metales Pb (82.58°), Cu (85.40°), Mn (85.97°), As
(89.53°) y Cd (86.72°) se encuentran en una zona de influencia muy alta. Mientras que los

metales Zn (62.73) y Al (876.55°) se encuentran en una zona de influencia alta (Tabla 10).
Baiomys musculus

Con respecto a los machos la especie B. musculus en machos los metales Mn, Al y As se
encuentran en un rango de influencia muy alta, presentando los siguientes valores angulares
(77.12°, 89.99° y 89.99° respectivamente. Los metales Pb (76.66°) y Cd (76.61°) se
encuentran en una zona de influencia alta. Mientras que el Cu (41.29°) y Zn (7.157°) en zonas
de influencia intermedia y muy baja respectivamente. Para el caso de las hembras Pb
(81.889), Cu (86.49°), Al (89.99°) y As (89.99°) se encuentran en una zona de influencia muy
alta sobre el nivel de dafio genético. Los metales Mn y Cd se encuentran en una zona de
influencia alta (78.01°) y (77.51°). Mientras que Zn (9.094°) se encuentra en una zona de

influencia muy baja sobre el nivel de dafio genético (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores tangenciales (T) y valores angulares (°) de la relacion entre la concentracion de
metales pesados en rifion y el dafio genético en linfocitos de sangre periférica en machos y hembras

de P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus.

Especie de roedor

Metales
P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Machos
Pb T 8.2510, 83.08° T 4.2191, 76.66° NE
Cu T 11.910, 85.20° T 0.87851, 41.29° NE
Fe

M

>

Co

NS NS

:

Zn NE
ND ND

NE
Cr ND ND NE
Al T 2.4263, 67.60° T 16790, 89.99° NE
As T 98.169, 89.41° T 12204, 89.99° NE
Cd T 15.228, 86.24 T 45542, 77.61° NE
Hembras
Pb T 7.6865, 82.58° T 7.0099, 81.88° NE
Cu T 12.454, 85.40° T 16.324, 86.49° NE

Fe

NS NS
Mn T 14.197, 85.97° T 4.7098, 78.01° NE
Zn T 1.9405, 62.73° NE

Co ND NE
Cr ND NE
Al T 4.1814, 76.55° T 27163, 89.99° NE
As T 123.80, 89.53° T 19743, 89.99° NE
Cd T 17.490, 86.72° T4.5171, 77.51° NE

Muy bajo riesgo M Bajo riesgo M Riesgo intermedio

ND no detectado, NS no significativo, NE no evaluado.

Alto riesgo Il Muy alto riesgo Il
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Hueso
Peromyscus melanophrys

En los machos de la especie P. melanophrys los MP Cu (89.46°), Co (79.45° )y Zn
(36.10°) se encuentran en una zona de influencia muy alta, alta y baja respectivamente,
de acuerdo al efecto que ejerce su bioacumulacién en hueso sobre los niveles de dafio
genético. Por otra parte, en las hembras, los metales Cu, Fe, Co y Zn se encuentran en
zonas de influencia muy alta (89.999), alta (71.01° 78.47°) e intermedia (58.21°),
respectivamente. En las hembras los metales que se encuentran influyendo en los niveles
de dafio genético son Cu, Fe, Co y Zn. Sin embargo, se encuentran en zonas de influencia
diferentes. Cu (89.89°) muy alta, Fe (71.01 °) y Co (78.47°) alta y el Zn (58.21°)
intermedia (Tabla 11).

Baiomys musculus

En la especie B. musculus particularmente en machos el Mn (44.50°) se encuentra en
una zona de influencia muy alta, es decir su bioacumulacion en hueso para esta especie
y este género (machos) influye de manera significativa en los niveles de dafio genético.
Por otra parte Zn (57.82°) y Co (77.68° se encuentran en una zona de influencia
intermedia, su bioacumulacion en hueso afecta de manera intermedia los niveles de
dafio genético. Mientras que en las hembras los metales Fe (59.73°) y Zn (51.21°) se

encuentran en una zona de influencia intermedia (Tabla 11).
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Tabla 11. Valores tangenciales (T) y en valores angulares (°) de la relacién entre la concentracion de
metales pesados en hueso y el dafio genético en linfocitos de sangre periférica en machos y hembras

de P. melanophrys, B. musculus y L. irroratus.
Especie de roedor
Metales
P. melanophrys B. musculus L. irroratus
Machos
Pb ND ND NE
Cuy NS NE
Fe NS NS NE
Mn NS NE
Zn T 72927, 36.10° T 1.5898, 57.82° NE
Co T 5.3705, 79.45° T 4.5821, 77.68° NE
Cr ND NE
Al ND NE
As ND NE
Cd ND NE
Hembras
Pb ND ND NE
Fe T 2.9069, 71.01° T 1.7135, 59.73° NE
Mn NS NS NE
Zn T 1.6135, 58.21° T 1.2444,51.21° NE
o ND NE
Cr ND ND NE
Al ND ND NE
As ND ND NE
Cd ND ND NE

Muy bajo riesgo M Bajo riesgo M Riesgo intermedio | Alto riesgo Il Muy alto riesgo Il

ND no detectado, NS no significativo, NE no evaluado.
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Cerebro
Liomys irroratus

En el cerebro de la especie L. irroratus y particularmente en machos los MP Pb (88.30°), Mn
(88.03°) y Ni (88.85) se encuentran en una zona de influencia muy alta. Su bioacumulacion
en cerebro impacta de manera grave a los niveles de dafio genético en esta especie. Mientras
que en las hembras, el Pb (88.50°) y As (89.99°) se encuentran en una zona de influencia muy
alta, es decir el Pb y el As en hembras afecta de manera grave los niveles de dafio genético
en la especie L. irroratus. Por otra parte el Ni (78.31°) se encuentra en una zona de riesgo de

influencia sobre el dafio genético alta, solo unos pocos grados debajo de Pb y As (Tabla 12).

Tabla 12. Valores tangenciales (T) y valores angulares (°) de la relacion entre la concentracién de
metales pesados en cerebro y el dafio genético en linfocitos de sangre periférica en machos y hembras
de Liomys irroratus.

Metales Género
Machos Hembras

Pb T 33.779, 88.30° T 38.233, 88.50°

Cu ND ND

Fe ND ND

Mn NS

Zn ND NS

Ni
Co ND ND

Cr ND ND

Al ND ND

As NS
Cd ND ND

Muy bajo riesgo i Bajo riesgojgg Riesgo intermediol " Alto riesgo il Muy alto riesgo[ll

ND no detectado, NS no significativo, NE no evaluado.
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Intestino
Liomys irroratus

En el intestino de la especie L. irroratus y particularmente en machos los metales Cu (89.999),
Zn (89.68°) y Cr (89.10°) se encuentran en una zona de influencia muy alta en relacion con
su bioacumulacion en intestino y los niveles de dafio genético en esta especie. Al igual que
en los machos, en las hembras el Cu (89.58°) y Cr (89.75°) se encuentran en una zona de muy
alta, es decir que estos dos metales pesados tienen una gran impacto sobre los niveles de

dafo genetico para este género (Tabla 13).

Tabla 13. Valores tangenciales (T) y valores angulares (°) de la relacion entre la concentracién de
metales pesados en intestino y el dafio genético en linfocitos de sangre periférica en machos y
hembras.

Metales Geénero
Machos Hembras
Pb ND ND
cu
Fe NS NS
Mn ND ND
Zn NS
Ni ND ND
Co ND NS
Cr
Al ND ND
As ND ND
Cd ND ND

Muy bajo riesgo Bajo riesgol Riesgo intermedio Alto riesgo Il Muy alto riesgo Il

ND no detectado, NS no significativo, NE no evaluado.
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VII. DISCUSION

Influencia de la concentracion de metales pesados en diferentes érganos sobre los
niveles de dafio genético

En este estudio, se propuso utilizar un modelo sigmoidal que nos permitid identificar de
manera mas rapida y visual las categorias de influencia que tiene la bioacumulacion de MP
en diferentes Organos, sobre los niveles de dafio genético en los linfocitos de sangre
periférica. Con base a los resultados obtenidos se observo que aquellos 6rganos en donde
hubo una mayor bioacumulacion de MP también se presentaron niveles de dafio genético mas
altos. Lo cual ha sido reportado anteriormente por diversos autores en donde han podido
observar que los individuos expuestos presentan mayores niveles de bioacumulacion y dafio
genético (Tovar-Sanchez et al., 2012; Mussali-Galante et al., 2013).

La bioacumulacién de MP en distintos érganos genera altos niveles de dafio genético en
linfocitos de sangre periférica, lo que puede deberse a multiples factores, tales como: a)
bioacumulacion de MP, b) tipo de compuesto quimico, c) tiempo de exposicion, d) via de
exposicion, e) género, f) estado nutricional, g) estado general de salud, etc. A continuacion,
se discuten los factores més relevantes.

Se sabe que los MP pueden entrar al organismo a través de diversas vias como son: la
respiratoria, dérmica e ingesta. Una vez que los metales pesados se encuentran incorporados
en los organismos, éstos pueden producir toxicidad al formar complejos con compuestos
celulares que contienen Azufre (S), Oxigeno (O) y Nitrogeno (N) (Tasleem et al., 2015). Los
compuestos inactivan los sistemas enzimaticos o modifican estructuras proteicas criticas que
pueden conducir a la disfuncion celular y en el peor de los casos la muerte celular (Tasleem
etal., 2015).

Asimismo, en general los MP utilizan los sistemas fisioldgicos del organismo, evaden las
barreras naturales que protegen al cuerpo, afectando la funcion celular. Existen dos
mecanismos de toxicidad que llevan a cabo los metales pesados para ocasionar dafios en el
ADN vy los cuales pueden ser tanto de forma directa como indirecta (Hartwing, 1995;
Arbillaga et al., 2004). De manera directa el metal puede unirse a distintas macromoléculas
generando cambios conformacionales o bien tienen la capacidad de reemplazar a los metales

esenciales de sus sitios activos enzimaticos.
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Esto genera un mal funcionamiento de las proteinas alterando la homeostasis celular debido
a la gran similitud quimica de los metales con cationes divalentes esenciales (Hartwig, 1995;
Arbillaga et al., 2004; Leonard et al., 2004). Un ejemplo de ello son el Pb, Fe 'y Zn los cuales
a altas concentraciones tienen la capacidad de inhibir enzimas involucradas en la reparacion
del ADN entre las que se encuentra la nucleasa Ape 1 (Hartwiq y Schwerdtle, 2002; McNeil
et al., 2004). Asimismo, los metales tienen la capacidad de generar aductos, alquilacion de
bases y mutaciones (Hartwing, 1995; Arbillaga et al., 2004). De manera indirecta los MP
tienen la capacidad de generar dafios en el ADN mediante la formacion de especies reactivas
de oxigeno (EROs) que se forman en procesos de oxidacion metabodlica. Algunos ejemplos
de EROs son el peroxido de hidrogeno (H202), radical hidroxilo (OH), anién superdxido
(O>), radical hidroperoxilo (HO-) y ion hipoclorito (OCI") (Valko et al., 2005). Las células
pueden adaptarse a concentraciones fisiologicas de EROs mediante los sistemas
antioxidantes, sin embargo; las altas concentraciones de EROs que generalmente se
encuentran en los individuos expuestos a MP pueden ocasionar peroxidacion lipidica,
oxidacion de grupos sulfihidrilo de diversas proteinas y principalmente dafios en el ADN
(Tasleem et al., 2015).

De manera particular cuando un organismo se encuentra expuesto a una alta concentracion
de MP u otros contaminantes asociados con mutagénesis y citotoxicidad las células llevan a
cabo procesos de reparacion que verifican la integridad del ADN eliminando las lesiones que
puede sufrir durante la exposicion a los MP (Jaruga et al., 1996). Cuando existen lesiones
oxidativas en las bases nitrogenadas del ADN las células tienen la capacidad de eliminar
estas lesiones mediante dos sistemas de reparacion: La primera implica la reparacion por
escision de base (BER por sus siglas en inglés) que lleva a cabo la eliminacién de lesiones
individuales mediante la accién de la glucosilasa. Mientras que en la segunda se lleva a cabo
la reparacidn por escision de nucleétidos (NER por sus siglas en inglés). En un individuo que
no se encuentra expuesto a metales pesados el sistema de reparacion del ADN repara el dafio
antes de que las celulas alcancen la etapa de replicacion (DeBont, 2004). Sin embargo,
cuando los niveles de EROs son altos, las consecuencias bioldgicas son perjudiciales debido
a que el dafio en el ADN es excesivo y los sistemas de reparacién no alcanzan a reparar el
dafio generado por los metales pesados, desencadenando en muchas ocasiones la apoptosis

(Masella et al., 2005). Lo anterior puede estar involucrado en los resultados obtenidos en
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nuestro estudio en donde pudimos observar que conforme aumenta la concentracion de
metales bioacumulados en los diversos 6rganos evaluados de las tres especies de roedores se
observa mayor dafio genético en los linfocitos de sangre periférica.

Efecto de la especie de roedor sobre la bioacumulacion de metales pesados y los niveles

de dafio genético.
- Bioacumulacion de metales pesados entre especie de roedores

En un estudio realizado por Solis-Miranda (2016) reporta que existen metales que se
encuentran biodisponibles en los jales de Huautla, tal es el caso de Cu, Pb, Mn, Zn, Cd y Fe.
En el presente estudio, a pesar de que todas las especies de roedores que habitan los jales de
Huautla se encuentran expuestos a la misma concentracion de metales pesados y que éstos a
su vez se encuentran biodisponibles para que puedan ser bioacumulados, no todas las
especies bioacumulan la misma cantidad de metales pesados en sus tejidos. Lo anterior, es
congruente con lo reportado por Tovar-Sanchez et al. (2012) en los jales de Huautla, quienes
evaluaron la bioacumulacién de metales pesados en las especies de roedores P. melanophrys
y B. musculus. Los autores encontraron que la especie B. musculus presenté mayor
susceptibilidad a la bioacumulacion por metales. Lo anterior, sugiere que, en los organismos
expuestos crénicamente, la especie de roedor juega un papel vital en la bioacumulacion de
MP. Las diferencias entre la bioacumulacion de MP en cada especie dependen de diversos
factores tales como hébitos e historia de vida, los ciclos reproductivos, los lugares en donde
realizan sus actividades, la talla corporal, los factores genéticos y los tipos de dieta que a su
vez estan relacionadas con las variaciones estacionales y la disponibilidad de alimentos
(Moriarty, 1990; Laurinolli y Bendell-Young, 2006; Fratini et al., 2008). Aunado a lo
anterior, la exposicidbn a metales pesados difiere entre herbivoros (generalistas o
especialistas), omnivoros y carnivoros (generalistas o especialistas), debido a las formas
especificas en que se mueven los contaminantes a través de las redes alimentarias (Smith et
al., 2007). Ademas, el tipo de alimento es un factor importante que determina la
disponibilidad de metales para su asimilacién en el organismo. Un ejemplo es el zinc que se

encuentra mayormente biodisponible en la carne que en los cereales. Una dieta alta en
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proteinas de carnivoros aumenta la absorcion de zinc debido a la quelacion de los iones
metalicos por histidina y cisteina (Sandstead, 1988).

En particular, la alimentacién de la especie P. melanophrys se basa principalmente de frutas
y semillas (Hall, 1981). Mientras que la dieta de la especie B. musculus es mas amplia, ya
que se alimenta de hierbas, pasto, semillas e insectos (Rivas-Alonso, 2006). Por Gltimo L.
irroratus es una especie que se alimenta principalmente de semillas, hojas, tallos y artropodos
(Mason-Romo, 2005). En las tres especies de roedores las plantas juegan un papel importante
en el proceso de bioacumulacion de metales debido a que se encuentran en contacto directo
con el suelo y los metales tienden a acumularse en las capas mas superficiales del mismo,
permitiendo la absorcion de metales en la raiz y el tejido foliar de las plantas quedando
disponibles para los organismos que se alimentan de ellas y representando el primer paso
para la incorporacion de los metales a la red trofica (Teitelbaum, 2012). Por ejemplo,
Santoyo-Martinez et al. (2020) encontré que la planta Vaquellia farnesiana de la familia
Fabaceae dominantes en los jales de Huautla bioacumula una gran variedad de MP como Cu,
Zny Pb. Por lo que el frecuente uso alimenticio que hacen los roedores de este tipo de plantas
podria ser un factor importante para que se lleve a cabo la transferencia de metales de los
productores primarios a los roedores (consumidores primarios). Sin embargo, de manera
general se puede observar que, aunque las tres especies de roedores tienen en su dieta el uso
de especies vegetales, no todas las especies de roedores se alimentan de la misma especie
vegetal, de la misma estructura de la planta (raiz, tallo, hoja, fruto, semilla) y de la misma
zona, fendbmeno que podria explicar las diferencias interespecificas que se dan en la
acumulacion de metales. Lo anterior, es apoyado por los estudios de Lin y Arts (2012), Alagic
etal. (2013) y Tosic et al. (2015) quienes han descrito que las plantas bioacumulan diferentes
concentraciones de metales en raiz, tallo, hojas y fruto.

Por otra parte, la talla corporal de los roedores juega uno de los papeles mas importantes en
la diferencia de bioacumulacion de metales pesados entre las especies de roedores utilizadas.
Por ejemplo, L. irroratus presenta una longitud promedio de 226 a 238 mm y un peso de
alrededor de 40 a 60 g (Dowler y Genoways, 1978). En cambio, B. musculus presenta una
longitud de 100 a 135 mm y un peso corporal de 6 a 10 g (Merriam, 1982). Mientras que P.
melanophrys tiene longitud promedio de 270 mm y un peso corporal de 40 g (Espinoza-

Medinilla et al., 2005). La talla es un factor importante en la bioacumulacion de MP y se
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encuentra ampliamente relacionada con la alimentacion. Por ejemplo, algunos autores como
Shine (1989) y Anderson (1994) encontraron que la talla corporal esté involucrada con el
tipo de alimentacion que consumen algunos mamiferos como la marta (Martes martes),
perteneciente a la familia Mustelidae. En poblaciones con amplio ambito alimenticio, la
especie mas grande ingiere una amplia diversidad de alimentos en comparacion con la
especie méas pequefia, porque las especies mas grandes estan adaptadas a manipular presas
mas grandes. Algo similar podria estar pasando con nuestras diferentes especies de roedores

debido a que cada una de ellas presenta una dieta muy variada.

Asimismo, el ciclo reproductivo de cada una de las especies puede estar implicado en las
diferencias de bioacumulacién que se encontraron, pues cabe destacar que cada una de las
especies tiene diferentes ciclos de reproduccion. En B. musculus su ciclo reproductivo se
presenta principalmente en Diciembre a Marzo (Ceballos y Miranda, 2000). Mientras que,
en L. irroratus su ciclo reproductivo ocurre de Agosto a Noviembre (Linzey et al., 2008). En
cambio P. melanophrys tiene dos ciclos reproductivos al afio, el primero de Febrero a Marzo
y el segundo de Junio a Octubre (Ceballos y Oliva, 2005). Durante el ciclo reproductivo, los
roedores, particularmente las hembras consumen mayor cantidad de alimentos debido a la
demanda energética que sufren durante el periodo de la gestacion (Vahter et al., 2007; Suely-
Carvalho, 2011). Lo cual esta ampliamente relacionado con los resultados del presente
estudio, pues particularmente la especie P. melanophrys fue una de las dos especies que
presentaron mayor bioacumulacion de metales pesados en cada uno de los érganos evaluados,

quizé debido a sus dos periodos de gestacion a lo largo del afio.
- Susceptibilidad de la especie de roedor en los niveles de dafio genético

En general la exposicion a metales afecta la salud de los individuos expuestos, entre estas
afectaciones se encuentra el dafio genético, ampliamente caracterizado (Bickhman, 2011).
Existen factores que juegan un papel importante en las alteraciones genéticas, tales como, la
especie de los organismos. Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se
encontro que los metales impactan de manera diferente al ADN en las tres especies de
roedores, puesto que se observo el siguiente patron de dafio genético: P. melanoprhys > B.
musculus > L. irroratus. Las diferencias en los niveles de dafio genético podrian deberse a la

concentracion y tipo de metal bioacumulado por cada especie de roedor. En general, en el
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presente estudio se observo que los individuos mas susceptibles (mayores niveles de dafio
genético) son los que bioacumularon mayores concentraciones de metales. Lo cual coincide
con la revision de Mussali-Galante et al. (2013), quienes describen que los niveles de dafio
genético estdn correlacionados positiva y significativamente con los niveles de

bioacumulacion de MP.

Otros factores que podrian estar involucrados en la toxicidad de los metales a nivel genético,
son: a) la susceptibilidad genética de cada especie, b) la ruta de exposicion, c¢) la especie
quimica del metal, d) el estado nutricional del individuo, €) la eficiencia de los mecanismos
de detoxificacion y de reparacidn genética (Tchounwou et al., 2012). Estudios anteriores
reportan gque la especie P. melanophrys es considerada como una especie centinela, debido a
su capacidad de bioacumular contaminantes y por el dafio genético que estos ocasionan en
ella (Mussali-Galante et al., 2013). Por otra parte, Tovar-Sanchez et al. (2012), también
evalué el dafio genético en P. melanophrys y B. musculus. Dichos autores encontraron que
B. musculus bioacumulé y present6 los mayores niveles de dafio genético en comparacion
con P. melanophrys. Por lo que, el presente estudio apoya a P. melanophrys y B. musculus
como especies centinelas. Por otra parte, L. irroratus es una especie escasamente utilizada
en estudios de biomonitoreo, por lo que quizd no habia sido considerada como especie
centinela. En el presente estudio, los machos de L. irroratus registraron niveles de dafio
genético superiores a los documentados para B. musculus y similares a los de P. melanophrys.
Por lo que, L. irroratus también podria ser considerada como especie centinela en los estudios

de biomonitoreo.

Efecto del género en roedores sobre la bioacumulacion de metales pesados y los niveles

de dafio genético.
- Bioacumulacion de metales pesados

En general, las hembras de las tres especies de roedores analizadas registraron la mayor
bioacumulacion de metales pesados con respecto a los machos. Las variaciones en cuanto a
la bioacumulacion de metales pesados entre hembras y machos pueden deberse a diversos

factores entre los que se encuentran el ciclo reproductivo sistema hormonal y las diferentes
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enzimas que pueden influir en la susceptibilidad fisioldgica a los MP (Levengood y Heske,
2008). Las diferencias en la bioacumulacion de metales entre hembras y machos pueden
verse reflejadas en el ciclo reproductivo, debido a que durante el embarazo y la lactancia las
hembras tienen mayores requerimientos energéticos y por lo tanto una mayor tasa de
consumo de alimento, lo que puede dar lugar a una mayor transferencia de metales hacia las
hembras. Durante el embarazo y la reproduccion, la demanda de algunos elementos
esenciales, como Ca, Cu, Fe, Mg y Zn aumenta, provocando una mayor absorcion de otros
metales (Vahter et al., 2007). Ademas, las hembras pueden presentar diferentes preferencias
alimentarias en comparacion con los machos (Kidawa y Kowalczyc, 2011). Por ejemplo,
durante los ciclos reproductivos las hembras prefieren utilizar territorios de alimentacion mas
pequefios y comer presas que se encuentren mas accesibles debido a los cambios energéticos
y de comportamiento que sufren durante la gestacion (Travani et al, 1993; Kidawa y
Kowalczyc, 2011). Aunado a lo anterior, las hembras generalmente contienen una mayor
proporcién de grasa corporal, lo que genera mayores probabilidades de almacenar MP y otros
contaminantes en sus tejidos (Levengood y Heske, 2008; Vahter et al., 2007).

Otros trabajos han obtenido resultados similares a los del presente estudio. Kidawa y
Kowalczyc (2011) evaluaron la influencia del género sobre la bioacumulacion de MP en las
hembras y machos de zorros rojos, ellos encontraron que las hembras bioacumulan mayor

concentracion de metales en higado y rifiones gue los machos.

- Influencia del género sobre los niveles de dafio genético

En general, los niveles de dafio genético varian de acuerdo al género de los organismos. En
el presente estudio se pudo observar que las hembras presentan mayor dafio genético que los
machos de cada una de las especies evaluadas (P. melanophrys, B. musculus, L. irroratus).
Es importante mencionar que las hembras también presentaron una mayor bioacumulacion
de metales y que la relacion entre la bioacumulacion y los niveles de dafio genético son

mayores.

Existen diversos factores que pueden estar involucrados en que las hembras presenten mayor
dafo genético, como pueden ser los cambios hormonales que presentan a lo largo de su vida

(Mugford y Kedderis, 1998) y a diferencias de género en los mecanismos de
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biotransformacion de los xenobioticos. Por otra parte, con respecto a las diferencias en los
mecanismos de biotransformacion Holck et al. (1937) mostr6 que las ratas hembras
presentaban mayor sensibilidad a los barbitiricos en comparacion con los machos, debido a
una menor tasa de metabolismo y excrecion de xenobidticos. Las diferencias en el
metabolismo de los roedores pueden deberse a la evolucion de las enzimas metabolizadoras
de xenobioticos que se encuentran en los mamiferos como la familia de citocromos Paso
(Mugford y Kedderis, 1998). La isoforma CYP del citocromo Paso cataliza la oxidacion y la
reduccion de una amplia variedad de compuestos endégenos como las hormonas esteroides,
los acidos grasos y las prostaglandinas, asi como xenobidticos entre los que se encuentran
los metales pesados (Mugford y Kedderis, 1998). En general, las reacciones mediadas por
CYP facilitan la excrecion de xenobidticos. Sin embargo, los metabolitos reactivos también
se pueden formar a través del metabolismo dependiente de CYP. Por ejemplo, las ratas
hembras tienen entre 10 a 30% menos CYP total en comparacién con los machos, lo que
genera que las hembras metabolicen los metales mas lento en comparacion con los machos
(Lopes et al., 2002), ocasionando mayores concentraciones de metales en la sangre y
provocando quiza mayor dafio genético en las hembras debido a la lenta excrecion de dichos
metales. Asi también las diferencias dadas entre las hembras y los machos pueden conducir
a un procesamiento méas lento en el metabolismo de los metales ocasionando que existan
mayores concentraciones en la sangre y mayor toxicidad. Lo cual podria explicar que las
hembras pertenecientes a las tres especies de roedores presentaron mayor bioacumulacién y
dafo genético en linfocitos de sangre periférica. De manera general las diferencias en la
bioacumulacion de metales relacionadas con el género pueden estar asociadas con las
diferencias en el perfil metabolico de los metales involucrados en la actividad de las
hormonas sexuales, la ingesta y absorcion de metales, los requerimientos nutricionales y las

interacciones entre los elementos (Sanchez-Chardi et al., 2009).

Especificidad de los érganos de roedores en la bioacumulacién de metales pesados

Los MP son elementos que pueden bioacumularse en diversos 6rganos como el higado,
rifiones, hueso, cerebro e intestino. En el presente estudio se encontr6 que el tipo de metal y

la concentracion varia entre los érganos analizados por lo que la anatomia y fisiologia de los
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Organos juegan un papel importante en la bioacumulacion de los metales. La bioacumulacion
de los MP en 6rganos mostr6 el siguiente patron: rifidn > higado > hueso > cerebro >

intestino. Estas diferencias podrian deberse a las propiedades fisioldgicas de cada 6rgano.

El rifion es un 6rgano que lleva a cabo la eliminacion de desechos del cuerpo, sin embargo,
cuando la capacidad del rifion para eliminar contaminantes se ve afectada puede acumular
altos niveles de metales, ya que tiene la capacidad de reabsorber y bioacumular metales
divalentes como Cd, Fe, Pb y Zn (Owalabi y Awodele, 2019). Por lo anterior, el rifion es el
primer 6rgano blanco de toxicidad por MP (Barbier et al., 2005). En el presente estudio, el
rifidn fue el 6rgano con mayor concentracion de metales.

Los MP y metaloides bioacumulados en el rifidn en ambos géneros en las tres especies de
roedores fueron: Pb, Cu, Mn, Zn, Al, Cd y As. Estos resultados concuerdan con los ya
reportados por autores como Mussali-Galante et al. (2013), quienes reportan la
bioacumulacion de metales en rifiones de la especie P. melanophrys, que habita en los jales
de Huautla. Asi también existen estudios en otras especies como peces, donde reportan la
bioacumulacion de MP en rifion (Owolabi y Awodele, 2019). La capacidad de los rifiones
para bioacumular MP ha sido estudiada por algunos autores. Por ejemplo, Barbier et al.
(2005) encontraron que el transportador de cationes divalentes DMT1 (por sus siglas en
inglés) identificado inicialmente en el tracto gastrointestinal, esta involucrado en el transporte
de oligoelementos y es altamente expresado en el tejido renal (Ferguson et al., 1987).
Ademas, el DMT1 esta involucrado en el transporte de cationes divalentes como Cd?*, Pb?*,
Co?"y Ni?*, por lo que, los rifiones de los organismos expuestos se encuentran susceptibles
a la entrada del metal en las células renales y a la disminucién de elementos esenciales debido
a la competencia con los MP (Barbier et al., 2005). Ademas, se ha encontrado que en el
tabulo proximal renal el Zn?* puede ser transportado al unirse a cisteina o histidina a través
de un cotransportador de sodio-aminoacido (Gachot et al., 1991). Quiza los MP podrian
unirse a estos aminoéacidos y competir con Zn?*. Por otra parte, las metalotioneinas son
proteinas ricas en cisteina, asimismo el glutation es un tripéptido que contiene una cisteina.
Estos péptidos son sintetizados en el higado y rifién y una de sus funciones principales es
atrapar a los MP dentro de las células mediante la formacion de conjugados, permitiendo de
esta manera que se lleve a cabo la bioacumulacién de metales en el tejido renal. Algunos

estudios realizados en ratas por Felley y Diezi (1987) y Barbier et al. (2004) demuestran que
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gran parte de los MP que son transportados también son absorbidos en los rifiones,
principalmente en las nefronas y tabulo proximal. En otras especies, por ejemplo, en el
concejo el Cd?* suministrado no se elimina a través de la orina y es bioacumulado en los
rifiones (Gachot et al., 1991).

El higado es un 6rgano que juega un papel central y especifico en el metabolismo y
desintoxicacion de metales, asi como también en su bioacumulacion (Aloupi et al., 2017).
Los metales en el higado se unen a proteinas de bajo peso molecular (< 10 kDa) denominadas
metalotioneinas. Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en el organismo y
contienen en su estructura una gran cantidad del aminoacido cisteina, que les confiere una
alta afinidad para reaccionar y almacenar metales como Zn, Cd, Hg, Cu, Pb, Ni, Co y Fe
(Aloupi et al., 2017). La funcion principal de las proteinas es almacenar en el medio
intracelular metales esenciales como el Zn y Cu, y transferirlos a metaloproteinas, factores
de transcripcion y enzimas; sin embargo, el aumento intracelular de MP genera toxicidad en
los organismos expuestos (Liu et al., 2001). Debido a lo anterior, el higado es un 6rgano que
se considera como un 6rgano blanco en la bioacumulacién de metales. Como se menciono
previamente en el presente estudio el higado fue el segundo 6rgano con mayor acumulacion
de metales. Los MP y metaloides bioacumulados en higado en las tres especies de roedores
fueron: Pb, Cu, Fe, Mn, Zn, Al, Co y As. Cabe mencionar que ya se ha reportado la
bioacumulacion de algunos de estos metales (Al, Cu, Fe, Ni, Pb y Zn) en higado del roedor

L. irroratus que habita en los jales de Huautla (De la Cruz-Guarneros, 2018).

El hueso o también denominado tejido éseo es un tejido vivo y mineralizado que de manera
natural contiene metales esenciales como Calcio (Ca), Fosforo (P), Magnesio (Mg) y Azufre
(S) y oligoelementos como Hierro (Fe), Zinc (Zn) y Manganeso (Mn) que contribuyen a la
solidez del hueso (Martiniakova et al., 2010). Durante su desarrollo el hueso incorpora
metales como Cay P en mayor proporcion y Fluor (F), Mg, Fe y Mn en cantidades traza para
cumplir con los requerimientos que le permitan crecer y llevar a cabo la remodelacion 6sea
(reemplazo permanente de tejido nuevo por viejo) (Tortora y Derrickson, 2006). Sin
embargo, cuando un organismo se encuentra expuesto a concentraciones superiores a las

requeridas de MP éstos pueden bioacumularse en el hueso y ocasionar diversas
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enfermedades, malformaciones e incluso dafio genético (Martiniakova et al., 2015). Por
ejemplo, la bioacumulacion de Pb afecta a los centros de crecimiento metabdlicamente
activos de huesos largos en animales jovenes, lo que influye en el crecimiento 6seo (Osweiler
et al., 1985). Asimismo, se ha demostrado que la exposicion cronica a Cd disminuye el peso
corporal en ratones (Toman et al., 2002).

Por otra parte, existe amplia evidencia de que el hueso es un tejido que tiende a bioacumular
una amplia gama de MP. Martiniakova et al. (2010) encontraron bioacumulacion de los MP
Pb, Cu, Fe y Zn en hueso de las especies de roedores Myodes glareolus y Microtus arvalis.
Asimismo, los mismos autores, pero en el afio (2015) reportan que evaluaron la
bioacumulacion de los MP Fe, Cu, Zn y Ni en hueso de las especies Myodes glareolus,
Apodemus flavicollis y Apodemus sylvaticus. En el presente estudio las especies P.
melanophrys y B. musculus bioacumularon diferentes metales en hueso tales como Cu, Zn,
Co, Mn y Fe. La alta afinidad que tienen los MP de bioacumularse en el tejido 6seo puede
deberse a que durante el desarrollo éste tiene la capacidad de incorporar MP a los que se
encuentra expuesto el organismo mediante el reemplazo de iones esenciales. Los metales
esenciales y no esenciales pueden interactuar entre si, afectando la absorcion,
bioacumulacion y toxicidad de ambos tipos de metales (Martiniakova et al., 2010). Las
interacciones entre los metales esenciales y no esenciales pueden resultar en efectos de
antagonismo, sinergia y potenciacion. Estos efectos dependen del tipo de metal, especies
quimicas del metal, su concentracion externa, via de exposicion, tiempo de exposicion,

especie de organismo y érganos blanco (Caserta et al., 2013).

El cerebro es un oOrgano que ha sido reportado como altamente vulnerable a la
bioacumulacion por metales pesados, entre los que se encuentra principalmente Hg y Pb
(Kalisinska et al., 2016). Ambos metales pesados tienen la capacidad de atravesar las barreras
hematoencefalica y placentaria y a su vez durante el embarazo de diversos organismos
pueden actuar como teratdgenos (Caserta et al., 2013). En el presente estudio pudimos
observar que el cerebro bioacumula MP tales como, Pb, Mn, Ni y el metaloide As en la
especie L. irroratus. La bioacumulacion de Pb podria deberse a que las células endoteliales
de la barrera hematoencefalica son las primeras en estar expuestas a dicho metal. Ademas los

MP sustituyen o mimetizan a los metales esenciales en sus transportadores o en moléculas
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(Bridges y Zalups, 2005). El transportador DMT1 puede permitir el acceso celular a Fe?*,
Mn?*, Cu?*, Cd?*, Ni?*, Pb%*, entre otros. EI DMT1 es altamente expresado en varias regiones
cerebrales (Peres et al., 2016). En animales que se encuentran en desarrollo, el Pb puede
producir disminucion en la formacion de mielina (Villeda-Hernandez et al., 2001). EIl Pb
ejerce sus efectos celulares debido a la alta afinidad por los grupos sulfihidrilos de diversas
proteinas, generando una competencia con el Ca?* (Toscano y Guillarte, 2005; Nava-Ruiz et
al., 2010). EI cerebro es un o6rgano escasamente considerado en los estudios de
bioacumulacion de metales. Recientemente Kalisinska et al. (2016) evaluaron la

bioacumulacion de Hg, Pb y Cd en diferentes especies de mesocarnivoros.

El intestino es un drgano que lleva a cabo parte de la digestion de los alimentos hasta su
conversion en componentes elementales aptos para la absorcion. Una vez que los alimentos
se han escindido en sus componentes elementales seran absorbidos gracias a la accién de
enzimas como la amilasa, lipasa y tripsina (Rajkowska y Protasowicki, 2012).

Por otra parte, se ha encontrado que el intestino es un érgano que tiene la capacidad de
bioacumular MP. Ebenezer et al. (2015) evaluaron la bioacumulacion de MP en érganos de
diferentes especies de peces (Clarias macromystax, Channa obscura, Labeo senegalensis y
Oreochromis niloticus) y encontraron que el intestino fue uno de los 6rganos que bioacumul6
Cd, Hgy Pb.

La bioacumulacion de MP en las diferentes especies de peces se encontré ampliamente
relacionada con la dieta y el comportamiento de alimentacién de los peces (Farkas et al.,
2001; Obasohan et al., 2008). El bajo nivel de metales traza detectados en el intestino puede
sugerir que la fuente de alimento juega un papel menos importante en la absorcion de metales
traza para los peces (Ebenezer et al., 2015). Asimismo, existe otro estudio realizado por
Raikowska y Protasowicki (2012) quienes evaluaron la bioacumulacion de diversos metales
en el intestino de dos especies de peces Esox lucius y Abramis brama en dos lagos ubicados
en el noreste de Polonia, reportando que ambas especies tuvieron la capacidad de
bioacumular en su intestino metales como Fe, Mn, Zn'y Cu, lo que es atribuido a la ingesta
de alimentos que tienen estos peces y a la contaminacién debido a las descargas residuales

que se dan en los lagos.
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Los resultados antes mencionados apoyan los obtenidos en este estudio, ya que se registraron
elevadas concentraciones de Cu, Zn y Pb. Los estudios sobre bioacumulacion de MP en
intestino hacen referencia principalmente a diversas especies de peces, y son escasos los
estudios de bioacumulacion de MP en el intestino de roedores. Por lo anterior, se recomienda
realizar estudios que evallen el papel que juega el intestino en cuanto a la bioacumulacion
de MP en roedores ya que éste es uno de los primeros 6rganos que esta en contacto con los
MP a través de la ingesta. Asimismo, se recomienda evaluar los sistemas de proteinas y/o
transportadores que permiten la bioacumulacion de metales en dicho 6rgano, debido a que

existe poca informacion al respecto.

Influencia que existe entre la bioacumulacién de metales pesados y los niveles de dafio

genético

En este estudio se evaluo el efecto que tienen los metales pesados bioacumulados en los
distintos 6rganos con respecto al dafio genético el nivel de influencia de esta relacién. Con
respecto a la bioacumulacion de metales en el higado de la especie P. melanophrys se pudo
observar que los metales Cu y Zn se encuentran en una zona de influencia muy alta en
consecuencia el nivel de influencia que generan estos dos metales al dafio genético es muy
alto, mientras que el Fe se encuentra en una zona de influencia media, estos resultados para
el caso de los machos pertenecientes a esta especie, en las hembras los metales Fe, Zny Co
se encontraron en un nivel de riesgo muy alto y por otra parte el Mn en una zona de influencia
media. En el caso de la bioacumulacién de metales en higado y sobre los niveles de dafio
genético, se pudo observar que los metales bioacumulados en las hembras tuvieron un
impacto mayor con respecto a los niveles de dafio genético, pues la mayoria se encontrd en
una zona de influencia muy alta. Continuando con la bioacumulacion de metales y los niveles
de dafio genético en la sangre la especie B. musculus el metal que tuvo un nivel de riesgo mas
alto fue el Mn pues se encontr6é en una zona de influencia muy alta, seguido del Zn y Fe
quienes se encontraron en una zona de influencia alta y muy baja respectivamente, resultados
obtenido en los machos. En las hembras los metales y los niveles de riesgo se clasificaron de
la siguiente manera Fe, Zn y Co, se encontraron en un nivel de riesgo muy alto mientras que
el Mn se encuentra en una zona de influencia alta. Por otra parte, en la especie L. irroratus

los metales Pb, Cu, Mn y Al se clasificaron en una zona de influencia muy alta por lo que el
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nivel de riesgo que tienen estos con respecto al dafio genético es de gran impacto, ademas los
metales Zn y Fe se encuentran en una zona de influencia intermedia y muy baja
respectivamente, por lo cual el nivel de riesgo que presenta el Fe con respecto al dafio
genético es casi nula, la bioacumulacién de Fe en el higado de L. irroratus no juega un papel
importante con respecto al dafio genético encontrado en los machos de esta especie, en las
hembras los metales Co, Fe, Cuy As presentan niveles de riesgos muy altos, el dafio genético
se ve altamente influenciado por la bioacumulacién de estos metales en el higado, mientras
que el Mn se encontrd en una zona de riesgo muy baja. Por otra parte, también se midieron
los niveles de riesgo genético que presentan los metales al bioacumularse en los rifiones, en
la especie P. melanophrys los metales Pb, Cu, Mn, As, Cd y Al presentan niveles de riesgo
muy altos pues fueron clasificados en una zona de influencia muy alta a excepcion del Al
que se clasifico en una zona de influencia alta, por otra parte, el Zn presentan niveles de
riesgo genético bajos pues se clasificd en una zona de influencia muy baja, en el caso de los
machos y con respecto a las hembras los metales Pb, Cu, Mn, As, y Cd se encontraron en una
zona de influencia muy alta, mientras que el Zn y Al en una zona de influencia alta, para el
caso de las hembras a pesar de que los metales fueron clasificados en dos niveles de
influencia, la bioacumulacion de estos metales juegan papeles muy importantes en el dafio
genético encontrado para esta especie pues las dos zonas de influencia en las que fueron
clasificados corresponden a alta y muy alta. Por otra parte, en los machos de la especie B.
musculus los metales Mn, Al y As se encontraron en una zona de influencia muy alta, y por
parte Pb y Cd en una zona de influencia alta, mientras que Cuy Zn en una zona de influencia
intermedia y muy baja respectivamente, los metales que se encuentran en un nivel de riesgo
importante para los niveles de dafio genético, son aquellos que se clasificaron en las zonas
de influencia muy alta, alta e incluso intermedia. En las hembras los metales Pb, Cu, Al y As
se clasificaron en una zona de influencia muy alta, por lo que la influencia y nivel de riesgo
que tienen estos metales sobre los niveles de dafio genético es muy significativa, los metales
Mn y Cd se encuentran en una zona de influencia alta mientras que el Zn en una zona de
influencia muy baja. Los niveles de riesgo genético también fueron medidos en base a la
bioacumulacion de metales en hueso, en el caso de los machos de la especie P. melanoprhys
se encontrd que los metales Cu, Co y Zn se clasificaron de la siguiente manera con respecto

a los niveles de influencia, muy alta, alta y muy baja respectivamente, por lo que los metales
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que juegan un papel importante en cuanto al riesgo ocasionado a nivel genético son Cuy Co.
Para el caso de las hembras pertenecientes a esta misma especie los metales Cu, Fe, Coy Zn,
por su parte el Cu y Fe se encontraron en zonas de influencia muy alta, el Fe y Co en una
zona de influencia alta y el Zn en una zona de influencia intermedia, todos los metales
bioacumulados en el hueso de las hembras de P. melanoprhys presentan riesgos importantes
para los niveles de dafio genético. Por otra parte, en el cerebro de la especie L. irroratus se
midio los niveles de riesgo genético que presentaban los metales con respecto a su
bioacumulacion en dicho 6rgano. En los machos los metales Pb, Mn y Ni se encuentran en
una zona de influencia muy alta. En el caso de las hembras el Pb y As se encuentran en una
zona de influencia muy alta. A pesar de que la bioacumulacion de los metales varia
ligeramente en las hembras y lo machos pues no acumulan exactamente los mismos metales,
estos se encuentran en una zona de riesgo importante para los niveles de dafio genético,
afectando de manera grave el impacto al ADN en ambos géneros. De igual manera en la
especie L. irroratus se midié la bioacumulacién de metales en intestino y los niveles de riesgo
genético ocasionados, en cuanto a los machos los metales Cu, Zn 'y Cr se encontraron en una
zona de influencia muy alta con respecto a los niveles de dafio genético, mientras que en las
hembras el Cu y Cr también fueron encontrados en una zona de influencia muy alta. Tanto
en los machos como en las hembras los metales bioacumulados en el intestino se encuentran

generando niveles de riesgo genético altamente dafiinos para esta especie de roedor.
Utilidad del modelo sigmoidal en la toma de decisiones de estudios ecotoxicoldgicos

En este estudio, el modelo sigmoidal nos permitié conocer las categorias de impacto entre
los dos biomarcadores evaluados, la bioacumulacion de metales en diversos 6rganos de
especies de roedores (P. melanophrys, L. irroratus y B. musculus) y los niveles de dafio
genético. Cabe mencionar que el modelo sigmoidal propuesto en este proyecto es Util en
estudios ecotoxicologicos, debido a podria jugar un papel importante en la toma de decisiones
para la eleccion de variables como tipo de especie, género, 6rgano y/o metal evaluado. Por
ejemplo, en ambientes contaminados por Pb, Al, y As la mejor especie de estudio es L.
irroratus, ya que presentd los mayores valores de influencia en el modelo sigmoidal. En
particular, los machos son en mejor modelo para el monitoreo de Al y Pb. Mientras que las

hembras lo son para el As. Por otro lado, en estudios de contaminacion por Cu la mejor
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especie de estudio es P. melanophrys (machos), seguida de L. irroratus (machos y hembras).
Mientras que, para conocer los efectos de la contaminacion por Fe, las hembras de las tres
especies de roedores podrian ser un modelo de estudio. En cambio, en estudios de
contaminacion de Mn, los machos de B. musculus y L. irroratus son el mejor modelo de
estudio. Por su parte, estudios de Zn muestran que las hembras de P. melanophrys y B.
musculus son el mejor sistema. Por Ultimo, en sitios contaminados por Co las hembras de las
tres especies de roedores son un modelo. Los resultados de la presente tesis, apoyan a las
especies P. melanophrys y B. musculus como especies centinelas y sugiere que L. irroratus

puede ser considerada especie centinela.

Finalmente, en este estudio se evaluaron otros 6rganos (rifidn, cerebro, hueso e intestino)
pero no hay datos suficientes para comparar entre especies. Por lo que, la perspectiva de este
estudio es aumentar el tamafio de muestra y hacer analisis comparativos en las tres especies

de roedores.

Asimismo, este proyecto ayuda a tomar mejores decisiones para saber especificamente que
metal evaluar, en que 6rgano y especie de roedor para conocer los niveles de dafio genético
ocasionado por la bioacumulacion de metales pesados gque se pueden presentar en un
organismo expuesto. Por otro lado, si bien, en este estudio se evaluaron otros érganos (rifién,
cerebro, hueso e intestino) no hay suficientes datos para comparar a las tres especies. Por lo
que, la perspectiva de este estudio es incrementar el tamafio de muestreo y hacer comparativo

los andlisis para las tres especies.
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IX. CONCLUSIONES

El modelo sigmoidal es una herramienta util y facil de interpretar para conocer el mejor
biomarcador de exposicion-efecto en estudios de monitoreo ambiental por MP.

L. irroratus puede ser considerada como una especie centinela para el monitoreo de
ambientes contaminados por MP, debido a que registro altos niveles de influencia entre
la bioacumulacién de metales y los niveles de dafio genético.

En exposiciones cronicas a MP, el efecto de la bioacumulacion de metales sobre los
niveles de dafio genético (biomarcador de exposicion-efecto) dependeréd del genero y
especie de roedor.
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X. PERSPECTIVAS

Completar el analisis de datos con el modelo sigmoidal para otros 6rganos (ademas del
higado) en las demas especies de roedores que habitan en los jales mineros de la region
de Huautla, Morelos, con lo cual, podremos reconocer el mejor biomarcador de
exposicion-efecto para ambientes contaminados por cada metal pesado analizado.
Incrementar el niUmero de muestreos para que la proporcion de hembras y machos de
roedores se complete y sea similar, para realizar el analisis de datos con el modelo
sigmoidal y asi conocer mejor, cudl seria el género mas adecuado a utilizar en estudios
ecotoxicoldgicos.

Realizar el andlisis de dafio genético en el intestino y en el cerebro de los roedores
hembras y machos utilizados, para conocer su relacién con la bioacumulacion de metales
pesados.

Continuar con la busqueda de especies de roedores centinelas para su uso en estudios de

biomonitoreo ambiental en sitios contaminados por metales pesados.
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