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CAPITULO I. INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas define la contaminacion ambiental de la
siguiente manera: La contaminaciéon ambiental consiste en introducir elementos fisicos,
quimicos o bioldgicos en el medio ambiente natural ya sea suelo, aire o agua, provocando
que los medios naturales sean inseguros y no aptos para su uso como materia prima y
medio de subsistencia (ONU, 2019). Hoy en dia la contaminacion es una de las
preocupaciones mas grandes que enfrenta el ser humano, ya que pone en peligro la salud
y el bienestar del ser humano y otros organismos (Dominguez, 2015). De acuerdo con datos
de la ONU (2019), las principales causas que han comprometido la calidad ambiental del
planeta han sido el crecimiento poblacional, el desarrollo econémico y la globalizacion las
cuales generan grandes cantidades de contaminantes. Los efectos de la contaminacion al
planeta son el cambio climatico, pérdida de ecosistemas, de biodiversidad, alteracion de los
ciclos biogeoquimicos, acidificacion de océanos y la pérdida de la capa de ozono (IPCC,
2014).

De acuerdo con un estudio realizado por expertos del Programa de Naciones Unidas para
el Medio Ambiente, si no se aplican normas de protecciéon ambiental a corto y largo plazo a
mediados del siglo XXI se produciran millones de muertes prematuras en el mundo a causa
de los factores contaminantes (ONU, 2019). De acuerdo con el ultimo informe de la OMS
en el 2021 los paises que mas contribuyen a la contaminacién del ambiente son China,
Estados Unidos, India, y Alemania los cuales abonan enormes cantidades de desechos que
afectan directamente al ambiente y a la salud humana. Desafortunadamente a nivel global
existe poca conciencia y compromiso de lideres politicos y econémicos quienes se aferran
a un paradigma obsoleto de produccién y desarrollo (ONU, 2019; OMS, 2015).

México no esta exento de esta situacion ya que ha seguido el mismo modelo de desarrollo
que la mayoria de los paises industrializados, a partir de la segunda mitad del siglo XXy
hasta hoy, el Estado Mexicano se ha enfocado principalmente en el crecimiento econémico
y la industrializacion favorecieron el incremento poblacional, la creacién de grandes nucleos
urbanos y el desarrollo de la infraestructura de telecomunicaciones. (SEMARNAT, 2015). A
causa de este modelo econémico las emisiones contaminantes atmosféricas aumentan en
promedio 40.5 millones de toneladas al afio de acuerdo con Inventario Nacional de
Emisiones (Rodriguez, 2021), el 73 % de los cuerpos de agua del pais se encuentran
contaminados debido a que el 80 % de las descargas de centros urbanos y el 85 % de
descargas industriales se vierten sin tratamientos de purificacién, y en México se generan
aproximadamente 42 millones de toneladas al afio de residuos sélidos colocandolo como
el primer lugar en Latinoamérica (ANIPAC, 2020).

Ante este panorama toma relevancia la evaluacion del impacto de los contaminantes en el
medio ambiente como una herramienta que ayude a identificar e interpretar los efectos
negativos tanto en los factores abiéticos como bidticos de los ecosistemas y asi prevenir,
mitigar e incluso restaurar los dafios al ambiente a través de una politica ambiental que en
base a las evidencias regule obras y actividades antropogénicas a fin de reducir sus efectos
negativos en el ambiente (Riojas et al., 2013; SEMARNAT, 2022).



1.1. Planteamiento del problema.

En la década de los 80’s inicia en México la introduccion del neoliberalismo, politica que
influyé en el desarrollo econémico del pais. Esta estrategia provocd un acelerando
crecimiento y propagacion de los procesos de urbanizacion e industrializacion (Navarro,
2017), ejemplo de ello fue lo ocurrido en los municipios de San Martin Texmelucan y
Tepetitla de Lardizabal. Por un lado, ambos municipios presentaron un incremento
acelerado de crecimiento demografico acompanado del desarrollo de industrias
manufactureras como: la textil, metallrgica, papelera, quimica, petroquimica y alimenticia
y por otro lado este desarrollo, mal planificado, impacto en el deterioro de la calidad del
agua del Rio Atoyac.

Es importante mencionar que este rio forma la cuenca Alta del Balsas que cubre un area
de 50,408.7 km? y comprende los estados de Tlaxcala, Puebla, Morelos, Oaxaca y
Guerrero. Por consiguiente, la cuenca del Alto Balsas constituye la mayor influencia natural
en la economia ecolégica y sus descargas determinan la naturaleza de sus procesos
sedimentarios que se inician en San Martin Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal.
Resultado de lo anterior, es en estos municipios, donde se inicio la generacion de grandes
volumenes de agua residual tanto de origen urbano como industrial, aunado a esta situacion
se presenta el hecho que estas aguas no son tratadas adecuadamente antes de ser vertidos
al rio (Sandoval et al., 2009; Bravo et al., 2015; Castro, 2017).

Investigaciones previas han demostrado que el agua del rio contiene elevadas
concentraciones de mercurio, niquel, plomo, cianuro, arsénico, cobre, cromo, cadmio, zinc,
tolueno, cloroformo, cloruro de vinilo, fenoles, compuestos de benceno, xilenos, nitritos y
nitratos, entre otros (CONAGUA, 2008; Castro et al., 2019; La Jornada, 2020). De igual
manera se ha demostrado que esta contaminacion antropogénica se encuentra asociada a
la actividad industrial en la zona, la cual se incrementa con el tiempo (Soto, 2019; Estrada
et al., 2022). Por ello existe una preocupacioén creciente por conocer el efecto de estas
sustancias quimicas en los organismos. Varios investigadores, al respecto han detectado
graves enfermedades causadas por los contaminantes vertidos al rio, asi como, dafo al
ecosistema y la biodiversidad por las industrias asentadas en la regién desde hace mas de
30 afos (Montero et al., 2006; Pérez et al., 2018; Sandoval et al., 2009).

Por consiguiente, es importante evaluar el origen de las actividades antropogénicas que
han generado la gran cantidad y variedad de contaminantes existentes en la zona, sus
concentraciones y su persistencia, asi como, los efectos adversos que estos provocan
sobre los organismos, para determinar la relacion causa-efecto ante la presencia de
agentes quimicos y sus efectos bioldgicos. Estos ensayos ecotoxicoldgicos utilizan distintas
especies de organismos que presentan un amplio rango de sensibilidades a una extensa
diversidad de contaminantes ambientales. En la actualidad, estas pruebas estan ausentes
en todas las normas oficiales mexicanas. Teniendo en cuenta los criterios anteriores, se
plantea como objetivo en el presente proyecto de investigacién evaluar el efecto
contaminante del agua del rio Atoyac en el sistema antioxidante y celular en los biomodelos



Danio rerio y Allium cepa. A la fecha no existen investigaciones similares en la zona de
estudio, que permitan contrastar los resultados que arroja la presente investigacion.

1.2. Justificacion.

La contaminacién en el rio Atoyac en los municipios de San Martin Texmelucan y Tepetitla
de Lardizabal se debe a la descontrolada eliminacion de desechos industriales y urbanos
que ha resultado en la deposicion de una gran variedad y cantidad de compuestos quimicos
téxicos que constituyen un problema ambiental importante sin resolver aun por las
autoridades y poblacion de ambos municipios. Tal situacion ha producido un desequilibrio
en los ecosistemas y amenaza la estabilidad y calidad de vida de sus habitantes. Si bien ya
existen trabajos previos que han evaluado la condicion de la degradacién del agua en la
zona del Alto Atoyac la mayoria se enfocan en determinar la calidad fisicoquimica y
microbioldgica del agua.

Con esta investigacion se pretende dar a conocer el origen de la contaminacion
antropogeénica en el area de estudio, determinar y cuantificar, en las tres zonas de estudio:
metales pesados, compuestos organicos volatiles y parametros fisicoquimicos, realizar
estudios de ecotoxicologia en organismos altamente sensibles como son: Danio rerio y
Allium cepa con el objetivo de evaluar los efectos de las sustancias quimicas téxicas en el
agua del rio Atoyac, en las tres zonas de estudio, y analizar su efecto en los organismos
bioldgicos a nivel bioquimico, celular y molecular.

Este tipo de estudios son limitados en la zona de estudio. Se estima que los resultados
podrian ser un referente del riesgo al que potencialmente se encuentran expuestas los
organismos acuaticos y los seres humanos. Estos resultados podrian informar vy
concientizar a la sociedad, los industriales y las autoridades y a su vez, servir como
herramienta en la toma de decisiones en los posibles procesos de gestién ambiental en la
cuenca del rio Atoyac y asi proteger este valioso recurso.



1.3. Preguntas de investigacion.
1.3.1. Pregunta general

¢ Qué efectos tendra el agua contaminada del rio Atoyac en el sistema antioxidante y ciclo
celular en los sistemas bioldgicos Danio rerio y Allium cepa, respectivamente?

1.3.2. Preguntas particulares

1. ¢Cudles son las principales fuentes y agentes contaminantes del rio Atoyac en la
zona de San Martin Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal?

2. ¢Qué efectos bioquimicos y fisioldgicos tiene el agua contaminada del rio Atoyac en
la zona de estudio, en Danio rerio?

3. ¢Cuales son los efectos citotoxicos en las zonas de estudio del Rio Atoyac en Allium
cepa?

1.4. Objetivos.
1.4.1. Objetivo General.

Evaluar el efecto contaminante del agua del rio Atoyac en el sistema antioxidante y celular
en los biomodelos Danio rerio y Allium cepa.

1.4.2 Objetivos Particulares.

1. Identificar las actividades antropogénicas en San Martin Texmelucan y Tepetitla de
Lardizabal.

2. Caracterizar la calidad fisicoquimica, la concentracién de metales pesados y
compuestos organicos volatiles en el agua del Rio Atoyac en las zonas de estudio.

3. Evaluar el dafo que induce el agua contaminada del Atoyac en el sistema
antioxidante de Danio rerio.

4. Evaluar el efecto citotoxico que produce el agua contaminada del Rio Atoyac en
Allium cepa.

5. Analizar la problematica ambiental de la contaminaciéon del Rio Atoyac en San
Martin Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal.

1.5. Hipotesis.

Resultado de las actividades antropogénicas en San Martin Texmelucan y Tepetitla de
Lardizabal, el agua superficial del rio Atoyac contiene sustancias quimicas toxicas que son
capaces de inducir estrés oxidativo y citotoxicidad en los sistemas biolégicos Danio rerio y
Allium cepa.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO.

2.1 Contaminacion ambiental.

La contaminacion ambiental se produce debido a dos factores importantes: el
crecimiento de la poblacion humana y el intenso desarrollo industrial necesario para la
satisfaccion de las necesidades primarias y secundarias de la poblacion. Esto ha provocado
la generaciéon de diferentes contaminantes fisicos, quimicos y bioldgicos que inducen
desequilibrios en el medio ambiente (Centeno, 2004).

Durante miles de ainos el ser humano coexistié en equilibrio con el ambiente que lo rodeaba
porque las actividades econdmicas de las sociedades estaban limitada a la produccion de
autoconsumo con un intercambio reducido de la produccion agropecuaria, sin embargo, el
crecimiento demografico, el desarrollo industrial y el avance de los procesos tecnolégicos a
mediados del siglo pasado comenzoé un proceso de degradacién ambiental a gran escala
(Sepulveda, 1999). El crecimiento poblacional propicio la concentracion de asentamientos
humanos que transformaron el terreno y el uso del suelo dando lugar a las ciudades
requieren agua, alimentos y energia para su funcionamiento. Como resultado de la
transformacion de los recursos naturales, las ciudades generan enormes cantidades de
residuos solidos, liquidos y atmosféricos que danan a los ecosistemas (SEMARNAT, 2008).
Por otra parte, el desarrollo tecnoldgico ha propiciado aumento en la calidad de vida del ser
humano y el aumento en la esperanza de vida. Como consecuencia la poblacion mundial
se ha incrementado y por lo tanto también se increment6 el aumento del consumo de
materias primas y de energia para satisfacer las necesidades de la poblacion (WWF, 2012).

La rapidez de los avances tecnolégicos ha desbalanceado el equilibrio entre los
ecosistemas rebasando su capacidad natural de regeneracién, agotando los recursos
energéticos y de materias primas debido a su utilizacion intensa e irracional (Surasky &
Morosi, 2013). La contaminacion ambiental se define como el ingreso al ambiente de
agentes contaminantes fisicos, quimicos y biolégicos que inducen un cambio indeseable en
las caracteristicas de los recursos naturales como la pérdida de biodiversidad, la alteracion
fisicoquimica del agua, el suelo y el aire, asi como efectos en la salud de las poblaciones
silvestres en los ecosistemas expuestas mezclas de contaminantes téxicos. (Doménech,
2003; Apaza, 2015).

Entre los principales agentes contaminantes quimicos estan plaguicidas, metales pesados,
compuestos organicos e inorganicos; los contaminantes fisicos son formas de energia las
cuales se pueden manifestar como ruido, calor, radiaciones ionizantes y no ionizantes, en
tanto que los agentes contaminantes biolégicos son microorganismos como bacterias,
hongos, virus y protozoos que al ingresar a otro sistema biolégico inducen un efecto adverso
a su salud (Diaz, 2018). También se ha considerado como contaminante biolégico a las
sustancias o secreciones procedentes de estos microorganismos (Rubio, 2019).



2.2. Contaminacion del agua

El agua es uno de los recursos naturales indispensables para la vida y cada vez mas
se convierte en un bien preciado por la sociedad actual, debido a su progresiva escasez. El
agua potable para consumo humano apenas representa el 3 % del agua total en el planeta
y se encuentra contenida en los casquetes polares, aguas subterraneas, lagos y rios. El
agua fresca, como la de los rios, lagos y subterranea es utilizada para todas las actividades
del ser humano como agricultura, industria e incluso recreacion (De Buen, 2007).

Desafortunadamente, el agua superficial se encuentra expuesta a una gran cantidad de
contaminantes vinculados a una gran cantidad y diversidad de actividades antropogénicas
como las domesticas, industriales y comerciales (Muoi et al., 2022), que vierten grandes
cantidades de aguas residuales (Xu et al., 2022). Por otro lado, las actividades
agropecuarias participan en un alto porcentaje en la polucién de los cuerpos de agua, se
estima que del total nitrégeno vertido en el agua dos terceras partes provienen del sector
agropecuario; un tercio son desechos animales y otro tanto corresponde a los
escurrimientos de los productos agroquimicos utilizados en los cultivos, lo que significa que
las regiones con extensas areas dedicadas a la agricultura y ganaderia tienen un alto riesgo
de generar contaminacion difusa en los cuerpos de agua (Aguilar & Pérez, 2008).

Ademas, la generacion de desechos sélidos y la erosién del suelo son otros factores que
degradan la calidad de los cuerpos de agua (Rahman et al., 2021). La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) define al agua contaminada como aquella cuya “composicion ha sido
modificada de modo que no retina las condiciones para el uso que se le hubiera destinado
en su estado natural’. Ademas, esta alteracién en las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas del agua pueden generar efectos nocivos a la salud y la supervivencia de los
seres vivos (Fernandez, 2008).

2.3. Contaminacion de rios.

Los rios cumplen funciones de suma importancia, desalojan el exceso de agua que
cae en areas altas realizando asi una funcién de drenaje conectando las cuencas terrestres
con el mar, abastecen de agua a los seres humanos, ayudan a evitar inundaciones,
mantienen el flujo de nutrientes y salinidad de estuarios, albergan una alta cantidad de
biodiversidad ya que son habitat para peces, aves y plantas (Morales et al., 2021).

La contaminacion de los rios se considera una de las problematicas ambientales mas
antiguas en la historia de la humanidad ya que, hace mas de cinco mil anos los rios fueron
esenciales para el desarrollo de las primeras civilizaciones humanas (Mesopotamia, Egipto,
China, etc.) facilitando el desarrollo de sistemas agricolas y ganaderos que los abastecia
de agua y de peces. Sin embargo, el desarrollo socioecondmico y tecnolégico que
alcanzaron estas civilizaciones antiguas propicio la produccion de desechos principalmente
organicos que eran arrojados a la corriente de los rios iniciando asi el proceso de
contaminacién de estos recursos hasta el dia de hoy (Turri, 1993).



Un rio se contamina cuando se altera su estado natural debido a la introduccion de
sustancias quimicas o elementos fisicos que afectan su equilibrio. Los contaminantes mas
comunes vertidos en estos ecosistemas acuaticos incluyen materia organica, compuestos
organicos, metales pesados, fertilizantes y plaguicidas (lzurieta, 2012; Hae et al., 2020)
formando mezclas contaminantes complejas con potencial toxico que impactan en la
biodiversidad, el ecosistema y la salud de los habitantes (Maja et al., 2016).

Debido a la contaminacion, los rios sufren una reduccion en la calidad de sus servicios
ecosistémicos que en algunos casos se pierden de manera irremediablemente como el
abastecimiento de agua potable (SEMARNAT, 2020), situacién que tiene injerencia directa
en el abastecimiento de alimentos y la biodiversidad al no haber un mantenimiento
adecuado del habitat acuatico para la supervivencia de peces, insectos, flora acuatica, aves
y en general biodiversidad de vida silvestre (Encalada, 2017).

Otro efecto negativo se observa en los servicios culturales ya que la degradacién de los
rios afecta su valor estético, ademas que las actividades recreativas y de educacion se ven
sumamente afectadas (CONABIO, 2022). En resumen, la contaminacién de los rios tiene
un enorme costo para el ser humano y los ecosistemas, las ganancias econémicas de unos
pocos no justifican las graves pérdidas a largo plazo de los servicios ambientales que los
cuerpos de agua superficiales como los rios proporcionan a la humanidad (Encalada 2017).

2.3.1. Contaminacion de los rios en México.

México no es ajeno al fenomeno de la contaminacién de los rios. De acuerdo con
datos de CONAGUA (2018) el 70 % de los cuerpos de agua superficial en México estan
contaminados, y de estos el 31 % se clasifican como extremadamente contaminados
(Chavez, 2015).

Los principales factores contaminantes de esta degradacién hidrica son el crecimiento
urbano, las actividades productivas agricolas e industriales (Rivera et al.,2007). En México
so6lo el 32.6 % de las aguas residuales municipales y el 47.5 % de las aguas industriales
reciben tratamiento antes de ser vertidos a la red drenaje o a los cuerpos de agua (BID,
2013) y de éstas un porcentaje muy bajo cumple con los parametros establecidos por las
normas oficiales mexicanas en materia de calidad de descargas (Consejo consultivo del
agua, 2018). Adicionalmente a esto las politicas publicas en el pais anteponen intereses
econdmicos y corporativos al cuidado del ambiente debido al sistema neoliberal capitalista
que ha condicionado y limitado las gestiones de las instituciones gubernamentales para el
cuidado del ambiente, ya que los proyectos de este modelo econémico no dan alternativa
al cuidado y uso racional de los recursos naturales como los rios (Sarabia et al., 2011;
Gonzalez & Gonzalez, 2010; Gordillo et al., 2010; Silva et al., 2010; Durand, 2014).

Por lo anteriormente descrito, entre los rios mas contaminados de México se encuentran el
Alto Balsas (Puebla y Tlaxcala), cuya problematica ambiental ha sido resultado de un amplia
y sostenida expansion demografica derivada a su vez del prominente desarrollo econémico
de los estados de Puebla y Tlaxcala que abarcan una extensién superficial de
aproximadamente 2429 km?y es una zona con gran variedad de actividades industriales
entre las que destacan la de alimentos, textil, automotriz, papelera, metalurgica,
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metalmecanica y farmacéutica, ademas de mantener una extensa actividad agricola
(Sarabia et al., 2019). Todas estas actividades producen grandes cantidades de aguas
residuales compuestas por mezclas complejas de agentes xenobioticos las cuales no son
controladas debido a la falta del cumplimiento de las normas mexicanas por parte de las
industrias en complicidad con la apatia de las autoridades responsables de hacer cumplir
dicha normatividad (CONAGUA, 2010).

Otros rios en México que se encuentran en la misma situacion son el rio Lerma-Santiago
(Estado de México, Guanajuato, Michoacan y Jalisco), el rio Colorado (Baja California y
Sonora) y Alto Panuco (Tamaulipas y Veracruz) que tienen como principales fuentes
contaminantes las aguas residuales, los lixiviados de basureros y los escurrimientos
agricolas resultado del intenso y desordenado crecimiento industrial y urbano (Greenpeace,
2013).

Los principales agentes contaminantes que se encuentran en los rios de México son
metales toxicos, compuestos organicos como tolueno y benceno, materia organica y
coliformes totales (Greenpeace, 2012; Pérez et al., 2018). Los metales toxicos pesados
tienen una alta persistencia en el ambiente debido a que no pueden ser biodegradados por
lo que representan un serio problema para los organismos expuestos a ellos. Los efectos
de estos elementos en los organismos biolégicos se manifiestan principalmente en
perturbaciones de sus biomoléculas proteicas con actividad en los sistemas enzimaticos
debido a esto inducen patologias multisistémicas en los organismos (Calva & Torre, 2003),
afectando 6rganos vitales de los organismos entre los principales sistemas afectados estan
el neuroldgico gastrointestinal, hematico y renal (Ferrer, 2003). Algunos compuestos
metalicos a largo plazo tienen la capacidad de alterar la estructura genética de ADN
produciendo tipos de cancer (Polo, 2019).

Conrelacion alos COV's como tolueno y benceno sus efectos en la salud de los organismos
incluyen irritacion en las vias respiratorias, cefaleas, disminucién de las funciones
pulmonares y lesiones en érganos como higado y rifidén. Sus efectos en las plantas incluyen
alteracion del proceso de fotosintesis (RISCTOX, 2010). Algunos COV's tienen efectos
cancerigenos como el benceno. Investigaciones como las de Montero (2006) concluyen que
la exposicion a este tipo de compuestos induce efectos genotdxicos como la rotura de
cromosomas, puentes cromosomicos y micronucleos, ademas de danos en eritrocitos de
habitantes expuestos a este tipo de compuestos organicos. Otros estudios como el
realizado por Sandoval (2009) confirmé que la presencia de COV's son corresponsables de
la mutagenicidad en microorganismos como Daphnia magna y Salmonela typhimurium.

En relacién con el exceso de contenido de materia organica en los cuerpos de agua, sus
efectos son bien conocidos, pueden provocar la disminucién en la concentracion del
oxigeno disuelto en el agua lo que ocasiona que los organismos acuaticos compitan por el
oxigeno y como resultado se ve afectada la supervivencia de los organismos acuaticos
(FCEA, 2007). La presencia de coliformes indica contaminacion por residuos fecales
provenientes de la infiltracion de heces de ganado en campos abiertos o bien debido a
descargas de aguas residuales domesticas vertidas sin tratamientos que cumplan con los
requerimientos normativos (Rivera et al., 2007). Las enfermedades que pueden provocar



las bacterias coliformes son gastroenteritis y disenteria que atacan al sistema digestivo
(Ramos, 2008).

2.3.1.1. Contaminacion en el Alto Balsas.

La Region Hidrolégica — Administrativa IV del Balsas esta constituida por la Region
Hidrologica No. 18, se ubica entre los paralelos 17° 13" y 20° 04' de latitud Norte y los
meridianos 97° 25' y 103° 20' de longitud Oeste. Cuenta con una superficie hidrologica de
117,405 kilébmetros cuadrados, equivalente al 6% del territorio nacional (CONAGUA, 2010).
La region hidrolégica del Balsas desde el punto de vista geohidrolégico es considerada
como una zona subexplotada, sin embargo, en ella se ubican algunas areas
sobreexplotadas, con disponibilidad de agua limitada y altamente contaminada. Las
principales areas de explotacion se ubican en las mayores concentraciones urbanas de
Puebla, Tlaxcala y Cuernavaca de la subregion del Alto Balsas y Lazaro Cardenas en la
subregién Bajo Balsas. En la década de los 70 se dio un gran impulso industrial en México
de manera que se crearon corredores industriales en la regional principalmente en las
ciudades de Puebla, Tlaxcala, Ciudad del Valle en Cuernavaca y la de Lazaro Cardenas
(CONAGUA, 2010). La problematica de la contaminacion y escasez del agua en la cuenca
ha sido provocada en su mayor parte debido al crecimiento de la poblacién que demanda
cada vez mas mayores volumenes de agua para los diferentes usos como el urbano,
agricola e industrial.

Desafortunadamente el desarrollo econdmico de la region del Balsas no ha sido planificado
atendiendo el aspecto ambiental y social. Debido a esto se han desentendido por parte del
gobierno el cumplimiento de las leyes para preservar el recurso hidrico, el combate a la
pobreza y la seguridad alimentaria (Valencia, 2015).

Ademas, las tendencias en las regiones mas desarrolladas indican un acelerado
crecimiento urbano con frecuencia sin el debido ordenamiento territorial que trae como
consecuencia la presencia de asentamientos irregulares factor que agudiza la problematica
de la contaminacién hidrica. La Regién Hidroldgica del Balsas de manera general presenta
una alta polarizacion de los recursos para el desarrollo econémico, humano y tecnolégico
en las diferentes regiones que la conforman (CONAGUA, 2010).

El Alto Balsas pertenece a una de las regiones hidrolégicas mas grandes de México la del
Balsas que esta ubicada en la region central del pais, a su paso riega 8 de los 32 estados
mexicanos. La region del Alto Balsas discurre por los estados de Puebla, Guerrero, México,
Morelos, Tlaxcala y Oaxaca abarcando un area de 50 464 km? y concentra
aproximadamente el 7 % del total de la poblacion de México (CONAGUA, 2011; INEGI,
2019). El Alto Balsas es una region muy importante para la biodiversidad mexicana por los
altos niveles de especies endémicas que lo habitan. Desafortunadamente también es de
las subregiones hidricas que mayor pérdida de habitat ha tenido debido a los altos indices
poblacionales y de actividades antropogénicas que ha presentado en los ultimos 30 anos
(Vazquez et al., 2018). Aunque la region mantiene grandes extensiones forestales
conservadas, alrededor del 20 % de la cobertura vegetal ha sido cambiada por suelos
agropecuarios, asentamientos humanos e industriales (Naturam, 2016). Debido a esta
concentracién poblacional se han generado grandes cantidades de aguas residuales y por
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lo tanto aumento en los niveles de contaminacién acuatica que es uno de los mayores
problemas de la cuenca y cuya mayor representacién esta en la zona conocida como Alto
Atoyac (Valencia, 2008).

Las otras 2 subregiones del Balsas son el medio y bajo Balsas que en conjunto representan
el 2.7 % de la poblacion del pais, sin embargo, abarcan aproximadamente 66 841 km? de
area hidrolégica que transcurre por los estados de Guerrero, Jalisco, México y Michoacan.
Debido a estas caracteristicas hidrograficas y poblacionales desde 1966 su principal
vocacion es la generacion de energia eléctrica principalmente en el tramo final de la cuenca
entre los estados de Michoacan y Guerrero (Sarabia et al., 2019). La region del medio y
bajo balsas es de caracter rural sin presencia de poblaciones mayores a 10 mil habitantes.
Debido al alto numero de poblados menores a 1500 habitantes, la densidad poblacional
presenta un alto grado de dispersion (INEGI, 2019). Es una de las regiones del pais con
mayor rezago en las necesidades de salud, empleo, educacion, desarrollo social y cultural

Las condiciones climaticas y de relieve restrictivas, junto con la carencia de medios
econdmicos y tecnolégicos han limitado fuertemente las actividades productivas. El modelo
de desarrollo agropecuario impulsado por la intensificacién agricola de los ultimos 30 afos
no ha sido posible en esta zona, por lo que las poblaciones campesinas locales han
continuado un proceso de adaptacion a los ritmos estacionales, orientando sus actividades
productivas para dar cuenta de las ventajas existentes en los recursos que aparecen
disponibles en diferentes zonas del area y en diferentes épocas del ano (Burgos et al.,
2010).

En consecuencia, las actividades productivas han tenido bajo impacto sobre la cubierta
vegetal con tasas muy bajas de deforestacién del bosque nativo, razén por la cual la zona
se encuentra en un estado de conservacion bioldgica muy alto. Paraddjicamente a esta
riqueza biolégica y la pobreza econémica estan asociada en el mismo territorio (Kieffer,
2014).

2.3.1.2. Origen de la contaminacion del rio Atoyac en SMT y TL.

La contaminacion intensiva del rio Atoyac en la zona de transicién de los municipios
de San Martin Texmelucan, Puebla y Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala inicia en la década
de los 40’s cuando el Estado Mexicano bajo el pretexto del reparto agrario propicia el
drenaje de tierras indudables en las riberas del rio Atoyac de las zonas de San Martin
Texmelucan (SMT), Villa Alta (VA) y San Mateo Ayecac (SMA) que hasta esos afos habian
servido de reserva de humedad para el riego agricola. La intencion del gobierno fue derivar
el agua de los humedales y del rio entre los estados de Puebla y Tlaxcala a las nacientes
fabricas que se establecian a orilla de la corriente del Atoyac, principalmente la textil
(Cerecedo, 2020) y para la satisfaccion de las necesidades de limpieza personal de la
poblacién (Acua, 2016; Hernandez, 2021).

Hasta entonces la agricultura habia sido desde la época colonial la principal actividad que
dio renombre y sostuvo la economia de los pueblos de SMT y TL. Después del reparto
agrario a inicios de los afios 70 comienza un cambio acelerado de SMT convirtiendo su
base econdmica agricola a industrial y este proceso se ve consolidado en la década de los
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ochenta con el establecimiento del corredor industrial Quetzalcéatl. De la misma forma el
municipio de TL por esos afios comenzd a presentar un incremento de establecimientos
industriales. En 1970 en el municipio sélo existian cuatro establecimientos, ya para el 2021
de acuerdo con la Secretaria de Desarrollo Econémico (SEDECO), la cifra alcanzé 1701
establecimientos de los cuales, 290 son manufactureros (Tome, 2017). Las diferentes
estrategias econdémicas globales, como el neoliberalismo, implementadas en los ultimos 40
afios en las comunidades de América Latina han producido, y seguiran produciendo
mientras persista el modelo una serie de transformaciones que han afectado las
dimensiones de su vida social y ambiental-(Tome et al., 2017), ya que desde su inicio y
hasta la actualidad el sistema neoliberal ha tenido como primicia optimizar las ganancias
de los capitalistas, sin atender la sobreexplotacion de los recursos naturales y humanos
(Vallejo, 2017).

Los municipios de SMT y Tepetitla de Lardizabal (TL), son ejemplo claro de este proceso
que ha incidido directamente en una parte de la cuenca alta del Atoyac transformando
espacios agricolas en una amplia variedad de usos de suelo en donde la agricultura,
industria y ciudad coexisten en tiempo y lugar, compitiendo por el uso de suelo y agua,
modificando el territorio e influyendo en la organizacién social, ambiental e incluso cultural
(Morales, 2004; Mora, 2021).

De acuerdo con Zambrano (2021) el factor principal por el cual las empresas eligieron la
zona del Alto Atoyac para establecerse fue debido a la enorme abundancia de agua
superficial y subterranea necesaria para abastecer sus procesos y, por otro lado, porque
vieron la oportunidad de verter sus aguas de desecho sin tratamiento en los numerosos
cauces naturales como rios, arroyos, canales, zanjas e incluso campos de cultivo. Con el
pasar del tiempo esta situacion se agravo debido a que las empresas que fueron absorbidas
por las zonas urbanas que crecieron aceleradamente comenzaron a utilizar las redes de
agua municipal para el vertido de sus aguas residuales.

La mayoria de los autores que han evaluado la contaminacion la calidad del agua en el rio
Atoyac (Saldafia, 2006; Sandoval et al., 2009; Castro et al.,2019; Pérez et al., 2018; Navarro
et al., 2017) coinciden que la causa principal de la contaminacion es el factor econémico
representado principalmente por el sector industrial, sin embargo, toda problematica
ambiental como la que existe en esa zona no es meramente ecolégica, es multifactorial con
repercusiones sociales, politicas y culturales que se interrelacionan y confluyen
desencadenando conflictos socio ambientales complejos (Gomez et al., 2011).

Las aguas del rio Atoyac formaban lagunas y humedales que eran aprovechados por la
poblacidn para la agricultura y eran ecosistemas con una gran variedad de flora y fauna. De
acuerdo a los registros arqueologicos, la cuenca del rio Atoyac contaba con diversas
poblaciones de aves como patos, grullas y guajolotes; mamiferos como zorrillos, ratones,
conejos, ardillas, lobos, venados y animales acuaticos como peces, ranas y tortugas.
Respecto a la flora los registros indican la existencia de plantas comestibles y medicinales
como los quelites, el amaranto y nopales (Olvera, 2017).

Asi que uno de los primeros dafios al ecosistema debido al drenaje de los humedales para
el sector industrial fue la desaparicion de esos ecositemas acuaticos y de su biodiversidad.
Situacién que afecto servicios ecositemicos que propocionaba el rio hace 80 afios como
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provisiéon de alimento, agua potable que podia utilizarce para el riego de cultivos, usos
domesticos e incluso actividades recreativas (Rodriguez et al., 2014). A consecuencia de
las descargas tanto de origen industrial como municipal sin tratamiento, el rio Atoyac en
las localidades de SMT y TL ha sido envenenado con una enorme cantidad de agentes
xenobioticos como cloroformo, tolueno, metales pesados, solidos suspendidos, coliformes
y muchas otras sustancias que forman mezclas complejas toxicas que han aniquilado la
vida acuatica del ecosistema del rio (Saldafa, 2002).

Pero la contaminacién ambiental del rio Atoyac no solo afecta al agua, puede extrapolarse
a otros comportimentos como el suelo, de acuerdo con Gonzalez (2019) las aguas del rio
Atoyac contienen considerables concentraciones de iones toxicos provenientes de las
aguas residuales como boro, fluor, cloro y bicarbonatos que afectan a algunos cultivo que
han sido prohibidos como el los de hortalizas, frutas y legumbres (Bonilla et al., 2014) .

Otros estudios como los realizados por Castro (2017) y Mancilla et al., (2012) demostraron
que los cultivos que son irrigados con agua del rio son contaminados con MP provenientes
actividades antropicas, y tienen la capaciadad de acumularse a largo plazo en el suelo ser
absorbidos por las plantas y asi incoporarse en la cadena tréfica a niveles toxicos (Cortés,
2021) y ocacionar graves problemas de salud como problemas gastrointestinales (Aburto,
2017), casos de anemia (Valencia et al., 2011), dafios a nivel molecular como expresién de
micronucleos y estrés oxidativo (Montero et al., 2020) hasta casos extremos de
insuficiencias renales y cancer (Pichardo 2021; Ayala, 2021).

Hernandez (2021) reporté que los desechos provenientes de las lavanderias de mezclilla
son vertidos al drenaje publico que a su vez llegan directamente a la corriente del rio Atoyac
sin tratamiento alguno en zonas de riego que afectan directamente la produccién agricola
de la region.

De manera que el agua del rio Atoyac no solo representa un riesgo ecologico también
representa un riesgo a la salud de los seres humanos ya que no cumple con los LMP por
las NOM establecidos para los parametros de sustancias xenobioticas altamente toxicas
las cuales tienen la capacidad de inducir danos en los sistemas biologicos (Garcia et al.,
2011). Al respecto se han reportado en personas no expuestas ocupacionalmente o
laboralmente a elementos toxicos pero cercanas al rio casos leucemia, purpura
trombocitopénica e insuficiencia renal. Montero et al., (2006) y Sandoval et al., (2009)
determinaron dafio genotoxico en la poblacidon expuesta al medio ambiente contaminado
del rio situacion que esta relacionada con mecanismos de accidén a nivel celular de los
contaminantes en la induccidn de procesos cancerigenos.

2.3.1.3. Problematica ambiental actual de la contaminacién del rio Atoyac en San
Martin Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal.

La problematica de la contaminacién ambiental del rio Atoyac es resultado del deterioro
inducido por el crecimiento poblacional sostenido y el desarrollo econémico de los estados
de Puebla y Tlaxcala que estan asentados en aproximadamente en 2400 km? de extensién
territorial de la subcuenca del Alto Atoyac (figura 1).
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En el municipio de Tlahuapan, Puebla el rio Atoyac tiene su primer contacto con aguas
residuales provenientes de actividades antrépicas, posteriormente es el municipio de San
Martin Texmelucan, Puebla donde se aprovecha esta corriente hidrica para actividades
agricolas, domesticas e industriales, y donde se ubican corredores industriales como el
complejo petroquimico Independencia de PEMEX, el parque industrial Quetzalcéatl que
incluye empresas textiles, metalmecanicas, quimicas, papeleras y de alimentos que
descargan en el rio sus aguas residuales.

A continuacion, se ubican las localidades de Villa Alta y de San Mateo Ayecac
pertenecientes al municipio de Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala, las cuales también
contribuyen intensamente a la contaminacion del rio con enormes volumenes de agua
residual, sin tratamiento previo, provenientes principalmente de lavanderias de mezclilla
(Juarez, 2016). En total en esta zona se han contabilizado 73 descargas industriales y 10
municipales (Sarabia et al., 2019), que de acuerdo con Registro Publico de Derechos de
Agua (REPDA) vierten en promedio 306.5 Ls™! de agua residual al cauce del rio.

+——— Estados Unudos Mexicanos

97°57'34.07"

Tepetitla de
Lardizdbal

San Martin
Texmelucan

18°51'42.27"

Figura 1. Ubicacién geogréfica de la subcuenca del Alto Atoyac. Tomado y modificado de INEGI
(2019).

El rio Atoyac es considerado el segundo mas contaminado de México y no reune las
condiciones de calidad que pudiera hacerlo apto para el uso de sus aguas y sustentar vida
acuatica debido a que contiene altos niveles de materia organica y agentes xenobidticos
como metales pesados (Cd, Pb, Hg, Zn y Ni), materia organica (fosfatos y nitratos) y
compuestos organicos (cloroformo, tolueno y xileno) que tienen la capacidad de inducir
dafo en los sistemas bioldgicos y cuyos efectos adversos son estudiados por la toxicologia
(Reppeto & Reppeto, 2009).

13



2.4. Toxicologia.

La toxicologia estudia los efectos nocivos de los agentes quimicos, biolégicos vy fisicos en
los seres vivos, estableciendo la magnitud del dafio en funcion de la concentracion y del
tiempo de exposicion de los organismos a dichos agentes. Ademas, busca identificar,
prevenir y tratar las enfermedades derivadas de dichos efectos (Roldan, 2016). Uno de los
principales objetivos de la toxicologia es resolver situaciones en las que se pone en peligro
la vida de un ser vivo, debido al efecto nocivo de agente pernicioso conocido como toxico
(Gutiérrez & Lopez, 2001).

Un téxico es todo agente quimico, fisico o biolégico que, tras generarse puede entrar en
contacto o ser adsorbido por un organismo en dosis suficiente que puede producirle un
efecto adverso directo (Roldan, 2016). El aumento de las actividades antropogénicas ha
propiciado la generacién de sustancias quimicas para diversos propositos causando la
emisién de contaminantes en aire, agua, alimentos y otras partes del ambiente que pueden
inducir dafios en la salud o incluso la muerte en organismos a través de un proceso
conocido como toxicidad.

Entre los toxicos mas comunes figuran los farmacos, las sustancias quimicas industriales,
metales pesados, plaguicidas, compuestos organicos volatiles y no volatiles (Silbergeld,
2014). Entonces la toxicidad es la capacidad de alguna sustancia quimica o agente fisico
para producir efectos perjudiciales sobre un ser vivo. Es importante mencionar que la
respuesta toxica, es decir el dafio que puede sufrir; dependera de la concentracion, asi
como del tiempo de exposicion al toéxico, (Pefa, 2004).

Debido a la problematica que representa la contaminacion de los ecosistemas acuaticos las
agencias de control ambiental han estandarizado metodologias para determinar el grado
de deterioro de los recursos hidricos que incluyen la toma de muestras periédicamente para
determinar la calidad del agua (Igbal, 2016). Sin embargo, los estudios de calidad del agua
en Latinoamérica se enfocan en su mayoria en evaluar parametros fisicoquimicos vy
microbioldgicos como lo indican las directrices establecidas por las normas vigentes.
Desafortunadamente este tipo de evaluaciones no dicen nada con respecto a los posibles
dafos que el agua contaminada puede inducir en los organismos y ecosistemas expuestos
a ella. Ademas, que es sumamente complejo cuantificar los multiples efectos en los
organismos de la totalidad de los compuestos presentes de mezclas complejas de
contaminantes presentes en muestras ambientales (Roldan, 2016; Sykora et al., 2021).

Por lo anterior ha sido necesario incorporar otro tipo de herramientas en los analisis de
calidad como son las evaluaciones toxicologicas. Para lo cual se han estandarizado los
bioensayos que son metodologias que ayudan a determinar los efectos agudos o cronicos,
en organismos bioldgicos, ya sea de sustancias conocidas, o de muestras ambientales de
composicion compleja e incierta. Estas pruebas miden los efectos de uno o varios
contaminantes mezclados sobre un tejido u organismo y consisten en exponer a dichos
organismos a diferentes concentraciones de los agentes toxicos con el propésito de
determinar algun cambio cuantificable en ellos en un periodo de tiempo dado (Silva et al.,
2007). Los cambios o respuestas evaluadas pueden cubrir un amplio rango de niveles de
organizaciéon, desde un nivel molecular y bioquimico hasta anatdémico, fisiolégico o
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conductual (Ferrari, 2015). A estos cambios en toxicologia se les conoce como
biomarcadores que son parametros que proveen informacién sobre el estado normal o
patoldgico de un individuo o incluso de una poblacién entera que haya estado expuesta a
un ambiente contaminado (Arango, 2012).

Las evaluaciones toxicoldgicas a través de bioensayos y determinacion de biomarcadores
ayudan a entender y predecir los efectos de agentes toxicos tanto fisicos o quimicos
presentes en el ambiente, en los organismos que son parte esencial de los ecosistemas
como vegetales, microorganismos, animales y al ser humano (Sykora et al., 2021). Los
agentes toxicos pueden ocasionar dafo en el material genético o bien ocasionar
alteraciones en el ciclo celular de los organismos. El dafio en el material genético incluye
no sélo a la molécula de ADN, sino también a las proteinas que estan relacionadas con la
funcionalidad de los cromosomas dentro de la célula como las histonas o la tubulina que
participan en la condensacién, descondensacion y movimiento de cromosomas. A los
agentes que tienen la capacidad de ocasionar dafio en el material genético se les conoce
como genotéxicos. Por otro lado, hay agentes toxicos que inducen efectos adversos en los
procesos esenciales en la proliferacion celular son los llamados agentes citotdxicos
(Abrevaya, 2008).

2.5. Citotoxicidad

El estudio de la citotoxicidad tiene su base en la observacién del ciclo celular y
especificamente en el analisis de la mitosis, ya que es el momento en el que se producen
las alteraciones morfoldgicas de las células a consecuencia del efecto de agentes fisicos,
quimicos o bioldgicos (figura 2) con la capacidad de inducir efectos adversos sobre las
funciones del ciclo celular y a esta condicion se le denomina citotoxicidad (Walum, 1998).

El indice mitético (IM) es un biomarcador clasico de la toxicologia genética que junto a otros
como la prueba cometa y la prueba de micronucleos nos ayudan a determinar la presencia
de agentes citotoxicos en el ambiente (Lopez et al., 2009). La mayor parte de las
alteraciones inducidas por xenobidticos tienen su origen en interacciones inespecificas con
diferentes estructuras subcelulares y corresponden por lo tanto a procesos de citotoxicidad
basal (Ekwall, 1995).
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Figura 2. Los agentes contaminantes modifican el ciclo celular. Tomado y modificado de Raven (2014).
2.5.1. Ciclo celular

Entre las sustancias con mayor efecto citotoxico estan los pesticidas, los aditivos de
alimentos, los derivados de la combustion incompleta de productos como la gasolina,
compuestos organicos volatiles presentes en solventes industriales y los metales pesados,
que en general tienden a bioacumularse y unirse de forma covalente a moléculas de
proteinas y ADN. Esta unién produce estrés oxidativo que provoca inhibicion de los
mecanismos de reparacion del ADN (Srivastava & Thakur, 2006; Fevzi et al., 2007).

El ciclo celular comprende una serie de eventos o etapas que ocurren dentro de la célula
durante su desarrollo y divisién. Una célula pasa la mayor parte de su tiempo dentro del
sistema llamado interface y consta de tres etapas G1, S, G2, en las que ocurre el
crecimiento de la célula y una amplia actividad metabdlica. Una vez finalizada la
organizacion de la interface, la célula entra en mitosis y completa su division (Imoto et al.,
2021).

La mitosis es el proceso de reproduccion de una célula que consiste, fundamentalmente,
en la division longitudinal de los cromosomas y en la divisién del ndcleo y del citoplasma;
como resultado se constituyen dos células hijas con el mismo nimero de cromosomas y la
misma informacién genética que la célula madre (Zapata, 2001).

El ciclo celular esta regulado por un grupo de proteinas llamadas ciclinas. Existen cuatro
tipos basicos: ciclinas de G1, ciclinas de G1/S, ciclinas de S y ciclinas de M. Cada fase se
caracteriza por tener una ciclina especifica que ayuda a desencadenar una serie de eventos
propios de la fase. Tal es el caso de la ciclina M que desencadena la disolucién de la
membrana nuclear y la correspondiente condensacion de los cromosomas (Reece et al.,
2011). De igual manera, la familia de proteinas llamadas quinasas dependientes de ciclina
(CDK) estan ubicadas en el nucleo y el desarrollo del ciclo celular depende de su actividad.
Los principales eventos del ciclo celular son (replicacion del ADN, mitosis y citocinesis). Por
ejemplo, el aumento de la actividad de Cdk en las primeras etapas de la mitosis conduce a
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un aumento de la fosforilacién de proteinas que controlan la condensacién cromosémica,
la destruccién de la envoltura nuclear y el ensamblaje del huso (Raven et al., 2014).

Para promover el ciclo celular, la ciclina activa o inactiva a muchas proteinas blanco en el
interior de la célula, y depende de las senales que recibe del medio extracelular o
intracelular con el objetivo de desencadenar una cascada de acontecimientos
caracteristicos de cada fase, siempre y cuando en el medio no existen compuestos o
sustancias que inhiban el desarrollo normal del ciclo celular.

Durante la divisidn celular, el ADN se replica y divide, originando en dos células hijas con
idéntico material genético a la célula madre, sin embargo, cuando este proceso de division
celular se lleva a cabo en presencia de sustancias toxicas, se presentan errores durante la
replicacion del ADN, que ocasiona perdida de cromosomas, provocando alteraciones
cromosomicas estructurales tales como: roturas de ADN, inhibicién de la sintesis de ADN y
replicacién de ADN alterado (Russell, 2002).

Se han llevado diversos estudios acerca de como los agentes xenobidticos como los
metales pesados como el Cr* tienen la capacidad de atravesar la membrana celular y una
vez en el interior diversos agentes como el ascorbato, el glutation y la cisteina lo reducen a
Cr*5, Cr**y Cr*3. Durante el proceso de reduccién intracelular del cromo se generan ERO y
RL que tienen la capacidad de interactuar con el ADN e inducir efectos citotoxicos como
rompimiento de cadena sencilla y doble, oxidacion de bases nitrogenadas y formacion de
aductos (Garcia et al., 2014). Otro tipo de xenobidticos los COV’s que son absorbidos por
via inhalatoria han mostrado efectos antimitéticos inhibiendo la formacion de células
inmunohematologicas ocasionando disminucion en la cuenta de leucocitos, eritrocitos y
plaquetas en personas expuestas a este tipo de compuestos.

Compuestos organicos contenidos en solventes como xileno y benceno una vez que
ingresan al organismo desencadenan reacciones detoxificantes por medio de actividad
enzimatica como la del citocromo P450. Este proceso genera RL y ERO que como ya ha
sido mencionado pueden inducir estrés en la célula casando dafios en el ADN (Haro et al.,
2008). Por otra parte, los solventes con altos contenidos de COV’s tienen la capacidad de
inducir efectos clastogénicos, cancerigenos y teratogénicos. En especial el benceno por
ejemplo exhibe propiedades inmunotdxicas, hematdxicas, citotdxicas y genotdxicas y esta
asociado con la leucemia (Varona et al., 2020).

Con el incremento de los compuestos xenobidticos en el ambiente se ha hecho necesario
establecer metodologias para la valoracién de los efectos que pueden causar los agentes
contaminantes en la estructura celular como danos a la membrana o citoesqueleto, asi
como también dafio a la funcionalidad como proliferacion, metabolismo, sintesis y divisién
celular (Cortijo, 2013).

El potencial de citotoxico de un contaminante puede determinarse mediante el uso de
bioindicadores, método basado en la propiedad que tienen ciertos organismos o
poblaciones celulares de detectar la presencia de contaminantes en un medio (Beltran &
Gonza, 2017). Sin embargo, la relevancia de la informacién obtenida a partir de los
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bioindicadores o biomonitores de citotoxicidad depende en gran medida de la sensibilidad
del modelo experimental, asi como de las técnicas empleadas (Donato et al., 1995).

Por ultimo, para estudiar el potencial citotoxico la rama de la ecotoxicologia nos permite
aplicar diferentes estrategias tanto in situ como in vitro, ya que muchos organismos
(vegetales, animales, bacterias, etc.) permiten detectar con anticipacion signos de efectos
citotoxicos antes de que impacten en las poblaciones o en los ecosistemas. (Jovanovic et
al., 2018).

2.5.1.1. Pruebas para evaluar citotoxicidad

Como se menciono la citotoxicidad es un parametro que cuantifica efectos téxicos en una
célula. Y para comprender esta relacion se llevan a cabo una serie de pruebas que miden
la tasa de proliferacién y los efectos toxicos en la célula (EUROLAB, 2017). Existen
diferentes métodos que se pueden emplear para cuantificar citotoxicidad. De manera
general podemos mencionar dos métodos in vivo e in vitro.

Pruebas in vitro: Estas pruebas son relativamente rapidas y proporcionan una evaluacion
valiosa sobre la toxicidad de muchos compuestos para determinar su efecto sobre la
proliferacion celular y efectos antioxidantes. Se realizan fuera de un organismo vivo
normalmente en tejidos o células aisladas (Acevedo et al., 2013) como los cultivos celulares
en los cuales las lineas celulares de un organismo determinado son expuestas a diferentes
concentraciones o intensidades de un agente toxico, posteriormente se determina la
viabilidad celular de la muestra que es la proporcién de células vivas y funcionales
existentes en la poblacion celular de la muestra (Milena et al., 2005).

Pruebas in vivo: Sistemas biolégicos vivos en animales y vegetales altamente sensibles se
han utilizado como modelos para la evaluacion de riesgos toxicolégicos ambientales. Se ha
reportado el uso de vertebrados Salmo frutta L., Danio rerio, Cyprinus carpio y Bagre
marinus. En cuanto a los vegetales los mas utilizados en pruebas de citotoxicidad son
Hordeum vulgare L., Vicia faba., y Allium cepa L., quienes, por sus reducidos genomas
diploides de 14, 12 y 16 cromosomas respectivamente se han convertido en biomonitores
de nivel citotoxico y genotoxico de contaminantes ambientales (Beltran & Gonza, 2017).

2.5.1.2. Biomonitores de citotoxicidad: Allium cepa y Danio rerio.

La cebolla (Allium cepa L.) se emplea para evaluar la calidad del agua. Cuando un bulbo
de cebolla se expone a la hidratacion se produce el crecimiento de sus raices debido a la
estimulacién del crecimiento y la division de sus células. Sin embargo, si la hidratacion de
las raices se lleva a cabo en presencia de agentes toxicos el crecimiento y la division celular
puede ser alterada, ya sea inhibiendo o acelerando el proceso de mitosis (Lopez et al.,
2016).

Las pruebas con Allium cepa L., han sido muy utilizadas por los investigadores
principalmente en estudios de contaminacién ambiental, de extractos de cianobacterias, asi
como para evaluar los efectos citotdxicos de plantas medicinales, farmacos, conservadores,
articulos de limpieza, etc. Es decir, son organismos que poseen una alta sensibilidad que
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les permite detectar innumerables sustancias que pueden provocar alteraciones del ciclo
celular y cromosémicas (Morais & Marin, 2009). Los datos que se obtienen de las pruebas
pueden ser extrapolados para la biodiversidad tanto vegetal como animal. Adicionalmente
el pez cebra se utiliza ampliamente en estudios toxicolégicos para evaluar los efectos de la
contaminacién ambiental y su relacién con la induccion del estrés oxidativo y la
metabolémica en animales acuaticos y que en los ultimos anos ha sido un tema relevante
en la caracterizacion de la interaccién de los organismos con su entorno (Ding et al., 2021).

Otro aspecto importante acerca de los estudios con el pez cebra radica en que su patrén
de desarrollo es similar al de los vertebrados superiores, incluidos los mamiferos. (Moreno,
2013; Chen, 2006). Por lo que se han llevado a cabo muchos estudios con este biomodelo
para la caracterizacion no solamente ambiental sino también de diversas patologias como
enfermedades del higado (Wang et al., 2017); disturbios metabdlicos (Kamel & Ninov,
2017); desarrollo y enfermedades de riidn (Jerman & Sun, 2017); enfermedades
esqueléticas (Luderman & Unlu, 2017) entre otras.

2.5.2.1 Bioensayos.

Los bioensayos biolégicos son herramientas cuyo objetivo es determinar el efecto de
agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales
especificas y controladas. Estos efectos son el resultado de diferentes respuestas del
organismo, como defensa, ante agentes externos desconocidos tales como: inhibicién,
magnificacion, crecimiento, cambios morfoldgicos, fisioldgicos o histologicos. En la mayoria
de los casos, al no poder el organismo mantener el equilibrio homeostatico interno con
respecto al externo sobreviene la muerte.

Por consiguiente, para poder detectar la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto
nocivo sobre un organismo, se llevan a cabo dos tipos de tratamiento: agudo y cronico. La
toxicidad cronica es cuando el efecto de un agente fisico o quimico causa dafio y tienen
periodo de latencia y se manifiestan después de un largo tiempo. La toxicidad aguda de
una sustancia quimica se refiere a los efectos adversos que se manifiestan a corto plazo
desde horas hasta 5-10 dias dependiendo del tipo de organismo. tienen su objetivo en
identificar la concentracién del toxico que puede ser considerada como segura y no produce
efectos adversos subletales.

2.5.2.2. Efecto toxico sobre los sistemas bioldgicos animales.

La toxicidad aparente evaluada en un ensayo biologico es el resultado de la interaccion
entre la sustancia y el sistema bioldgico que afectan las propiedades quimicas o fisicas del
sistema, y consecuentemente las condiciones de vida de los organismos. Los resultados
de los bioensayos se refieren, en primer lugar, a los organismos usados en el ensayo y las
condiciones estipuladas en el procedimiento de prueba. Los dafios incluyen desde
alteraciones morfoldgicas hasta efectos fisioldgicos en los érganos que inciden en el normal
funcionamiento del individuo.
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2.6. Aparato branquial.

La branquia es el 6rgano respiratorio en los peces, su funcién principal es realizar el
intercambio gaseoso, extraen el oxigeno del agua y expulsan el diéxido de carbono al
medioambiente. En los peces 6seos, las branquias sufren dafios morfolégicos vy fisiologicos
frente a altas concentraciones de contaminantes quimicos, solidos suspendidos y otras
sustancias toxicas (Torres et al., 2010).

Debido a estas caracteristicas, las branquias se utilizan como érganos diana para
determinar biomarcadores de contaminacion en los medios acuaticos (Fanjul & Hiriart,
2008). El conocimiento de la morfologia y fisiologia de las branquias es de suma importancia
porque al describir sus caracteristicas anatémicas y funcionales obtenemos nociones
valiosas para poder entender las lesiones y enfermedades que sufren debido a diversos
agentes contaminantes que son 6rganos que junto a rifiones e higado se consideran como
organos primarios utiles para evaluar el efecto de la contaminacion (Bernet et al., 1999).

2.6.1. Estructura y funcién de la branquia

La branquia se delimita por dos regiones bien definidas: el arco branquial y los filamentos
(figura 3). El arco branquial es una estructura de tejido 6seo cubierto por una membrana
serosa, a través de él discurren los vasos sanguineos como la arteria aferente la cual se
ramifica en vasos, de mediano calibre que irrigan a los filamentos de menor calibre y
avanzan hasta la punta de la lamela, transportando sangre para el intercambio gaseoso. El
retorno de la sangre es a través de la arteria eferente del arco (figura 4).

Branquias Filamentos con lamela

Arco
branquial

Sangre rica
en oxigeno

o #1

Branguia Circulacion

Circulacion
de agua

Figura 3. Sistema respiratorio en peces y estructura branquial. Tomado y modificado de Belmont
(2010).

Junto al cartilago, en la base de los filamentos, se encuentra tejido muscular que les da
movimiento a los filamentos para generar mayor turbulencia y facilitar el intercambio de
gases. Sin embargo, el epitelio branquial es el lugar preponderante donde se lleva a cabo
el intercambio gaseoso, la regulacion de iones y la excrecion de los desechos, siendo asi
un 6érgano multifuncional vital para los peces (Evans, 1987).
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Figura 4. Vista microscopica de branquia. Capa serosa (S), arteria aferente (Aaf), arteria eferente (Aef),
tejido oseo del arco (H), tejido cartilaginoso del arco (C), tejido muscular (M) y filamentos branquiales
naciendo del arco (F). Tomado de Torres (2010).

Los efectos téxicos de una amplia variedad de contaminantes acuaticos se pueden observar
en las patologias branquiales tanto de tipo macroscépico como microscépico y a nivel
molecular incluso. Las anomalias a nivel morfolégico incluyen hiperplasia en filamentos,
hipertrofia epitelial, dilatacién de los vasos sanguineos, edemas, descamacion y necrosis
del epitelio.

2.7. Estructura y funcién del higado.

El higado es el érgano metabolizador por excelencia de todas las sustancias que recibe por
via sanguinea, debido a esto, este 6rgano sirve como referente histoldgico para el analisis
del dafio tisular causado por agentes contaminantes en el ambiente (Amaral et al., 2002).
En los peces el higado se encuentra bien desarrollado y sirve como depdsito de glucégeno,
de grasa, asimila nutrientes y sintetiza proteinas. Se localiza en la zona media de la cavidad
abdominal (figura 5)
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Figura 5. Ubicacion del higado en peces. Tomado de Bioinnova (2022).

El higado esta constituido por un estroma y un parénquima. El estroma es un tejido de
sostén que recubre y protege al 6rgano. El parénquima esta representado por dos
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componentes anatémicos: el hepatico y el pancreatico. EI componente hepatico
corresponde a una glandula mixta constituida por hepatocitos y a un sistema de conductos
que drena bilis. Los hepatocitos son células poliédricas con un nucleo redondo que se
organizan dando forma a los lobulillos hepaticos (figura 6). Los lobulillos son estructuras
que se organizacion de forma hexagonal con triadas portales en los vértices y en el centro
una vena central.

Vena central

Arteria
hepatica

Vena porta

Lobulille

Conducto
biliar

Triada portal

Figura 6. Estructura microscépica del higado. Tomado y modificado de Avila (2017).

Las venas centrales de todos los lobulillos convergen para formar la vena hepatica, la cual
transporta la sangre desde el higado hacia la vena cava inferior (Acces Medicina, 2020).

Los hepatocitos forman hileras dejando espacios vasculares conocidos como sinusoides
hepaticas. Asociado a la estructura de la sinusoide se encuentran macréfagos (células de
Kupfer) que constituyen la primera linea de defensa del higado. La membrana celular del
hepatocito, en su superficie lateral forma vellosidades que se proyectan en el espacio
ubicado entre el hepatocito y la sinusoide (espacio perisinuidal), donde se absorben
moléculas del plasma sanguineo cuyo flujo proviene de la vena portal y arteria hepatica.

El analisis de la histopatologia hepatica, asi como el uso de marcadores de funcién hepatica
en biomodelos tienen una amplia aplicacion para evaluar la presencia de lesiones
inflamatorias, toxico hepaticas y neoplasias inducidas por la presencia de agentes
contaminantes en ecosistemas acuaticos, por lo que se han convertido en valiosas
herramientas para el monitoreo y evaluaciones de riesgos ambientales (Lyons et al., 2003;
Schmalz et al., 2002).

2.8. Efecto toxico sobre los sistemas vegetales.

La contaminacién impide el desarrollo y la supervivencia de muchas especies vegetales
debido a que la presencia de sustancias toxicas en el suelo, el agua y el aire alteran los
procesos vitales de las plantas. Aunque cada especie vegetal es capaz de reproducirse y
crecer en un rango de concentracion de sustancias toxicas presentes en el ambiente
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(Mcnair, 1993; Farago, 1999), cuando las concentraciones de las sustancias toxicas
aumentan por encima del umbral de tolerancia de la especie, entonces se evidencian los
efectos toxicos, que conllevan a alteraciones fisiolégicas con influencias negativas sobre el
crecimiento y la estructura de la planta, incluso su muerte (Baker & Walker, 1989).

La toxicidad de los metales pesados (MP) en las plantas reduce su crecimiento, su actividad
fotosintética, produce clorosis en sus hojas. También, interfiere en el transporte de
nutrientes, ocasiona estrés oxidativo y afectaciones en su actividad enzimatica (Hernandez,
2016). Cuando la raiz de una planta se hidrata se produce una estimulacién del crecimiento
de las células, lo cual permite la elongacién de las raices de la planta. Sin embargo, cuando
la hidratacién se lleva a cabo en presencia de sustancias toxicas, la division celular de los
meristemos radiculares puede inhibirse, ya sea retardando el proceso de mitosis o
destruyendo las células. De manera que este tipo de alteraciones impide el desarrollo
normal de las raices (figura 7). El efecto puede determinarse de forma indirecta,
comparando el niumero de raices y su elongacion de las plantas expuestas a contaminantes
contra plantas no expuestas (Lopez et al., 2016).
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Figura 7. Efecto de agentes contaminantes en el sistema radicular de una planta. Elaboracion propia.

Los sistemas biologicos vegetales como Allium cepa, Vicia faba o Allium sativum son
inmensamente reconocidos como modelos para detectar compuestos contaminantes
ambientales y evaluar sus efectos citotoxicos y genotdxicos que pueden ser observados y
cuantificados a nivel macroscépico como el nimero de hojas, de raices, largo de tallo, color,
etc. Y a nivel microscopico nos pueden indicar alteraciones del indice mitético, de fases y
aberraciones cromosomicas de la poblacién celular en sus raices e incluso dafios del ADN
(Mufoz & Guerrero, 2013; Lopez et al., 2016; Dimuthu & Wadasinghe 2019).

2.9. Sistema radicular

El sistema radical de las plantas es el encargado de satisfacer varias de sus funciones como
su anclaje en el substrato, la absorcion de agua y nutrientes, asi como el almacenamiento
de estos. La nutricion de las plantas esta bajo control genético porque el funcionamiento de
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los transportadores en las membranas de las células radicales presenta un proceso
fisioldgico altamente regulado por la actividad de los genes e influenciado por factores
ambientales.

La estructura radicular comprende diferentes partes faciles de identificar (figura 8):

Zona pilifera: Es la zona donde se localizan los pelos absorbentes y su funcion es absorber
el agua y los minerales. Se forman constantemente en el extremo de la raiz, por lo que los
mas alejados del extremo son mas largos existen hasta 2.000 pelos por cm?.

Meristemo: se ubica a continuacioén de la zona pilifera, es la zona de continuo crecimiento
0 zona de division celular, donde ocurre el crecimiento de la propia raiz.

Caliptra: es el extremo de la raiz, es una cobertura blanda, cuya funcién es proteger la raiz
mientras esta se abre camino por debajo del suelo, rodea al tejido meristematico y lo
protege de roces y danos que pudiera sufrir en el camino por el suelo. La caliptra es una
zona de constante crecimiento celular.

Epidermis: es la capa mas externa de la raiz: su piel, como el nombre sugiere. Sus células
producen los pelos radiculares.

Cértex: es la capa siguiente a la epidermis. Su funcién es almacenar nutrientes en forma
de almidoén y entre sus células hay espacios que permiten el aireamiento de las mismas, y
con ello la respiracion.

Endodermis: en la capa mas interna del cortex y se localiza alrededor del tejido vascular
encontramos la endodermis, produce la sustancia llamada suberina, que permite la
formacion de la banda de caspari, que es impermeable, por lo que el agua circula en una
sola direccion hacia el interior de la planta.

Cilindro vascular: En el centro se encuentra el cilindro vascular, con la xilema y el floema.
La xilema transporta agua y minerales desde las raices, mientras que el floema transporta
el agua y carbohidratos desde los sitios de sintesis (Gutiérrez & Lopez, 2001).

Cortex

| 3 j|~ Zona pilifera

Epidermis

Cilindro Vascular

Endodermis

Meristemo apical

Caliptra
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Figura 8. Partes de la raiz. Tomado y modificado de Acosta (2021).

2.9.1. La raiz como sistema de ensayo

Las raices han constituido en un sistema de ensayo por ser un tejido proliferante

debido a que las células meristematicas son muy proliferantes y estdn en constante
division celular, lo que permite analizar de manera rapida los efectos de agentes con
potencialidad téxica en la poblacién celular radicular. Otra caracteristica a considerar para
utilizar la raiz durante la evaluacion toxica de agentes es la dinamica de formacion de
estructuras micro tubulares presentes en las células de las plantas superiores. En las
plantas los microtibulos desempefian un rol fundamental en la morfogénesis y en la
division celular (Kost, 1999). Las células meristematicas, en particular, durante el ciclo de
division presentan cuatro organizaciones de los microtubulos principales asociados a las
funciones de cada estadio.
Durante la interfase, los microtubulos se encuentran ordenados en estructuras paralelas
orientados de manera perpendicular al eje de expansion de la célula y dirigen la deposicion
de celulosa. En el inicio de la mitosis, estos microtubulos se organizan en un anillo llamado
banda pre profasica (BP) que rodea al nicleo donde define el plano de division y determina
la ubicacion de la placa celular formada durante la citocinesis. La BP es posteriormente
reemplazada por la formacién del huso mitético (HM) que al unirse con el cinetocoro de
los centromeros permite la segregacién de las respectivas cromatides a dos polos
distribuyendo la informacion genética en las células hijas (Yu et al., 2000).

2.10. Estrés oxidativo/nitrosativo

Se entiende por estrés oxidativo/nitrosativo a la toxicidad causada debido a especies
reactivas de oxigeno ERO y de nitrogeno ERN que en ambos casos ocasiona un
desequilibrio global en un sistema bioldgico entre el efecto de las especies oxidantes y
nitrosantes y los sistemas de defensa antioxidantes (Gonzalez, 2019). Cuando este
desequilibrio ocurre se produce un exceso de especies reactivas conocidas como radicales
libres. Durante los procesos de estrés oxidativo y nitrosativo los radicales libres reaccionan
con las biomoléculas de la célula, como las proteinas, acidos grasos, carbohidratos y los
acidos nucleicos (figura 9). De modo que este tipo de estrés altera los procesos bioquimicos
celulares alterando su funcion bioldgica e incluso derivar en mecanismos de muerte celular
programada también conocida como apoptosis (Hernandez et al., 2014).
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Figura 9. Radicales libres y el estrés oxidativo. Tomado y modificado Collins (1996).

2.10.1. Radicales libres

Los radicales libres (RL) son moléculas inestables, de bajo peso molecular y altamente
reactivas, su inestabilidad es causada principalmente porque tienen uno o mas electrones
desapareados. Y como resultado de esta configuracién, los RL toman electrones de otras
moléculas, lo que la mayoria de las veces causan dafio a la otra molécula y se comienza el
proceso en cadena llamado estrés oxidativo (Maldonado, 2010). Los RL generalmente son
moléculas de oxigeno, pero no siempre. De forma analoga existen ERN, especies reactivas
de azufre (ERS) y especies reactivas de cloro (ERCI). Los RL estdn asociados con
enfermedades humanas, incluyendo el cancer, la arterioesclerosis, Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson entre otras. También tienen un vinculo con el envejecimiento que
se ha definido como la acumulacion gradual de dafios por radicales libres (Venereo, 2002).

No obstante, lo expresado anteriormente, los radicales libres del oxigeno tienen una funcion
fisioldgica en el organismo como la de participar en la fagocitosis, favorecen la sintesis de
colageno, y la sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular,
disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican la
biomembrana y favorecen la quimio taxi. Las principales especies reactivas del oxigeno o
sustancias prooxidantes son:

e Radical hidroxilo (HO)+

e Peroxido de hidrégeno (H20,)
e Anién superoxido (O3)

e Oxigeno singlete (10,)

e Oxigeno nitrico (NO)

e Peréxido (ROO)

e Semiquinona (Q)

e Ozono

Asimismo, las especies reactivas de nitrogeno como el oxido nitrico (NO), peroxinitrito
(ONOO-) y nitrito pueden ser citotoxicas y causar estrés nitrosativo (Sanchez, 2011).
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Aunque el NO es un RL tiene una reactividad baja, sin embargo, es precursor de mas ERN.
A partir del NO y el anion superoxido se forma el peroxinitrito (ONOO-):

NO + Oz ~— ONOO-

La formacion de ONOO:-tiene la capacidad de modificar biomoléculas como aminoacidos y
proteinas a través de procesos de oxidacion y nitracién proceso que consiste en la adicion
de un grupo nitro a una biomolécula. Y la protonacién del radical peroxinitrito da origen al
acido peroxinitroso (ONOOH), el cual se puede descomponer en los radicales hidroxilo y
diéxido de nitrdgeno como se puede ver en la reaccion siguiente:

ONOOH — OH + NO2

El radical hidroxilo (OH) es capaz de oxidar proteinas y bases de ADN, mientras que el
radical NO; tiene un alto poder nitrante y ademas es un potente agente lipoperoxidante
(Cardenas et al., 2006).

2.11. Biomarcadores

La presencia de un toxico en el ambiente implica un riesgo, y para evaluar ese riesgo
es necesario determinar la presencia de ese toxico en el organismo. La relacién entre el
nivel de toxicidad de un xenobidtico presente en un organismo y la respuesta toxica es algo
compleja debido a que depende de varios factores como la toxicocinética y la genética del
organismo. Una manera de poder medir el efecto a la exposicion de un contaminante o
varios sobre un sistema biolégico es a través de la monitorizacidn bioldgica de
biomarcadores (Gil, 2000). Entonces, un biomarcador de toxicidad es una variable
bioquimica, fisioldgica o anatémica que detecta las alteraciones inducidas por la presencia
de un xenobidtico sobre los componentes celulares o bioquimicos en un organismo. La
exposicion a sustancias toxicas puede dar origen a alteraciones tempranas, previas al
desarrollo de una enfermedad y que podrian estar correlacionadas con efectos a largo
plazo. Estos cambios tempranos pueden ser evaluados en modelos experimentales o en
individuos expuestos.

Los biomarcadores son utiles para determinar consecuencias biolégicas de una
exposicion; detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patoldgico;
identificar individuos sensibles en una poblaciéon y fundamentar la decision de intervenir,
tanto a nivel individual como ambiental. Para la eleccion de un biomarcador se deben
considerar los siguientes aspectos: la especificidad que se basa en la informacién que
aporta ya sea sobre el agente al que se expone el organismo o el tipo de efecto que se
manifiesta, por ejemplo, clastogénesis, aneugénesis, dafio oxidativo, entre otros
(Grandjean, 1995). Entre los biomarcadores mas utilizados para evaluar toxicidad de
contaminantes encontramos: expresion y actividad enzimatica como glutatidon-S-
transferasa, acetilcolinesterasa, sintesis de metalotioneinas, de estrés oxidativo como
peroxidacion lipidica, actividad del citocromo P450, dafio al ADN, aberraciones
cromosomicas, citotoxicidad, entre otros (Arango, 2012).
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Los biomarcadores de exposicion ideales son los que tienen la ventaja de reaccionar
rapidamente con factores tensores ambientales, y de esta manera a través de ellos se
pueden evaluar los efectos de los contaminantes biolégicamente disponibles (Toro, 2011).
Ademas de lo anterior, un buen biomarcador debe ser de alta sensibilidad, especificidad,
rapido, econdmico y que tenga suficiente relevancia clinica para establecer la toma
decisiones con respecto a los procesos patogénicos en los que se aplica (Torres & Pérez,
2016).

En general se aceptan dos tipos de biomarcadores, de exposicion y de susceptibilidad. Un
biomarcador de exposicion indica la presencia de una sustancia exdgena, o de algun
metabolito producto de la interaccion de un agente con una molécula o célula blanco
(Rutstein et al., 1997). Los biomarcadores de susceptibilidad manifiestan la existencia de
factores individuales o poblacionales que pueden afectar la respuesta a la exposicion a
distintos agentes. Una condicion intrinseca o una enfermedad pueden amplificar el dafo
sobre el tejido blanco.

Los biomarcadores de efecto utilizados en toxicolégica pueden ser evaluados a través de
ensayos de corto y largo plazo a través de una bateria de ensayos con modelos de
diferentes niveles de complejidad: procariontes, eucariontes unicelulares, plantas
superiores y animales invertebrados o vertebrados. Y permiten una determinacion rapida
de posibles efectos bioquimicos y/o mutagénicos.

Los biomarcadores en genética toxicoldgica son indicadores de dafio genético a nivel de
ADN, cromatina, asi como a nivel de otros eventos relacionados con la division celular,
entre ellos cabe mencionar: frecuencia de aberraciones cromosémicas, frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas, frecuencia de micronucleos, ruptura de simple y
doble hebra por ensayo cometa (Preston, 1999). La inhibicién en la actividad mitética, los
indices de fases y la cinética de proliferacion celular estan considerados marcadores de
citotoxicidad (Ostrosky, 1993).

2.11.1. Biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo

Los biomarcadores de estrés oxidativo/nitrosativo son enzimas especificas o productos de
dafo oxidativo (metabolitos) que pueden ser valorados e indican de forma objetiva
respuestas a procesos fisioldgicos y patolégicos como resultado de la exposicion a un
contaminante o tratamiento farmacolégico. En seguida se enumeran algunos de los
biomarcadores mas utilizados en la determinacion del estrés oxidativo/nitrosativo:

2.11.1.1. Biomarcadores de peroxidacion lipidica
» Malondialdehido

Este biomarcador es un cetoaldehido que se produce como resultado de la
descomposicion de lipidos insaturados producto del ataque de las especies reactivas de
oxigeno (ERQO'’s) a los acidos grasos poliinsaturados que forman parte de los fosfolipidos
de la membrana celular. La peroxidacion lipidica se caracteriza por una reaccion en cadena,
de tal forma que cuando un lipido es alterado, este puede promover la peroxidacién de los
lipidos mas cercanos (Rojas, 2010). Los acidos grasos poliinsaturados, constituyentes de
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los lipidos, son mas susceptibles a per oxidarse, debido a que sus hidrégenos bis-alilicos
son facilmente “extraibles” comparados con los hidrégenos alifaticos, una vez iniciado este
proceso prosigue como una reaccion en cadena (figura 10), involucrando las etapas de
propagacion, ramificacion y terminacién (Giacopini, 2016).

La iniciacion es el paso donde el radical de acido graso es producido. Los iniciadores en
células vivas mas notables son ERO tales como el radical OH, el cual se combina con el
hidrogeno para dar lugar a agua y a un acido graso radical. Pero el acido graso radical no
es una molécula muy estable, de modo que reacciona rapidamente con oxigeno molecular,
creando de este modo un acido graso peroxil radical. El mismo también es una especie muy
inestable por lo cual reacciona con otro acido graso dando lugar a un acido graso radical
diferente y a un peroéxido lipido o un peroéxido ciclico si ha reaccionado consigo mismo. Este
ciclo continua ya que el nuevo acido graso radical se comporta de la misma manera.

H,0 R
4 + "OH —L» / Lipido radical
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Lipido insaturado 0,

Propagacion

R R R
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OOH H 00"

Lipido peroxido Lipido peroxil radical

Figura 10. Representacion esquematica de la peroxidacion lipidica. Tomada de Kamiya Biomedical
Company (2020).

Cuando un radical reacciona, siempre produce otro radical, es por ello por lo que se trata
de un mecanismo de reaccion en cadena. La reaccion radical se detendra cuando dos
radicales reaccionan y producen una especie no radical. Esto ocurre solamente cuando la
concentracién de especies radicales es lo suficientemente alta como para que exista la
probabilidad de que se encuentren dos radicales. Los organismos han evolucionado
diferentes moléculas que aceleran el proceso de terminacion atrapando radicales libres,
protegiendo de esta manera la membrana celular. Uno de estos importantes antioxidantes
es la vitamina E. Otros antioxidantes de importancia incluyen las enzimas superéxido
dismutasa, catalasa y peroxidasa (Ostrea et al., 1985).

> 4-Hidroxi-2-nonenal (HNE)

El HNE es un aldehido de gran toxicidad altamente reactivo que se produce debido al dafo
que causan las ERO y las ERN sobre los acidos araquiddnico, linoleico y linolénico. El
incremento de HNE se debe principalmente a una condicién patolégica de peroxidacion
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lipidica. EI HNE reacciona con fosfolipidos, proteinas y acidos nucleicos actuando como
inductor de citotoxicidad, mutagénesis y toxicidad genética.

2.11.1.2. Mecanismos enzimaticos y no enzimaticos antioxidantes
> Glutation (GSH)

-El GSH es el mercaptano intracelular no proteico mas abundante en los seres vivos, y en
las células juega un papel de suma importancia como principal defensa intracelular contra
el EO (Li, 2022). La vida media del GSH en el plasma es de segundos, y sus
concentraciones en plasma son un indicador del GSH tisular por lo que su concentraciéon
se considera un parametro que refleja el estrés oxidativo en un organismo (Gonzélez,
2019).

» Superoéxido dismutasa (SOD)

Una de las metaloenzimas antioxidantes que mas ha sido estudiada como primera linea de
defensa con las ERO es el SOD. Esta enzima es sumamente efectiva contra el radical
superoéxido. Se conocen tres isoformas cada una con un cofactor especifico: SAD1 (Cu/Zn-
SOD), se localiza en el citoplasma; SOD2 (Mn-SOD), localizada en la matriz mitocondrial;
SOD3 (Cu/Zn-SOD), analoga a SOD1, pero esta se localiza en el espacio extracelular. La
enzima MnSOD es el eliminador endégeno mas eficiente que puede apagar las ERO
mitocondriales y proteger contra el EO (Hsiang et al., 2021).

» Catalasa (CAT)

La CAT es una enzima que complementa la accion protectora de la SOD catabolizando
peréxido de hidrogeno en oxigeno sin generar RL (Gonzalez, 2019). Son tres los grupos de
CAT que llevan a cabo la reaccién biolégica. Dos son hemo dependientes y la tercera
depende del manganeso. Los grupos dependientes de hemo y Mn son sumamente distintos
estructuralmente con la configuracién de sus sitios activos diferentes totalmente. Las CAT
de hemo contienen porfirina de hierro mononuclear en su sitio activo, y son CAT mono
funcionales o CAT peroxidasas bifuncionales. Las CAT de Mn poseen un complejo de Mn
binuclear, en lugar de hierro en su sitio activo (Abeera et al., 2022). Los niveles de CAT
varian en relacién con el 6érgano, siendo mas elevados en tejido hepatico, moderadamente
elevados en tejido renal y bajos en tejido cardiaco (Gonzalez, 2019).

> Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y nitratos

La enzima oxido nitrico sintetasa (iONS) es una enzima que cataliza la conversion del
aminoacido L-arginina a L-citrulina produciendo 6xido nitrico (NO) a partir del atomo
terminal de nitrégeno del grupo guanidino de la arginina (figura 11).
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Figura 11. Catalizacién del 6xido nitrico por la enzima NOS. Tomado de Martinez (2013).

El NO es la molécula principal del proceso de estrés nitrosante, es un gas incoloro,
considerado un RL producido por células endoteliales, gliales y neuronas. Tiene una vida
media de apenas 10 segundos ya que se oxida facilmente formando nitrito y nitrato. El NO
reacciona con el anion superéxido para formar peroxinitrito (ONOO-) que tiene un mayor
poder prooxidante. El exceso de NO y otras ERN pueden oxidar membranas y nitrar
proteinas lo cual altera su estructura y funcionalidad (Cardenas et al., 2006; Gonzalez,
2019; Pulido, 2019). Debido a la corta vida del NOe es complicado cuantificarlo por eso se
cuantifican sus metabolitos estables como el nitrato NO, (Adarmes et al., 2009).

2.12. Matalotioneina (MT) como biomarcador

Las metalotioneinas constituyen una superfamilia de proteinas de bajo peso molecular (de
6000 a 10000 Da). Se encuentran en el citoplasma, en el aparato de Golgi de las células,
pero también han sido identificas en el nucleo, son ricas en cisteina capaces de unir metales
a su estructura, tanto fisioldgicos (zinc y cobre) como xenobidticos (como cadmio, mercurio
y plata), a través de los grupos tiol (-SH) de sus residuos de cisteina, que representan casi
el 30% de aminoacidos. (Juarez & Méndez, 2014).

Estas metaloproteinas han sido propuestas como biomarcadores frente a la presencia de
iones metalicos, debido a que sus niveles pueden aumentar sustancialmente en el
organismo tras su exposicion a metales téxicos. Ademas de ser inducibles por los MP las
MT participan activamente almacenando el exceso de grupos tiol con el propdsito de
prevenir el estrés inducido por los radicales libres (Siddiqui et al., 2019). Aunque las (MT)
se expresan en todos los tejidos, abundan en mayor proporcion en tejidos parenquimales
como higado, rifdn y pancreas. Su nivel de expresion va a estar dado por factores como,
edad, dieta y factores ambientales. De manera que la cuantificacién de esta proteina se ha
convertido en un importante biomarcador de contaminacion ambiental, particularmente para
evaluar la presencia y concentracion de metales pesados (Tapia, 2002).

Hay cuatro clases de MT (MT1, MT2, MT3 y MT4) y estan codificadas por un conjunto de
genes cromosoémicos (16g13). Las isoformas mas prominentes en las células humanas son
MT1 y MT2 (Di Liu, 2017). Se cree que las MT median diversas funciones, que incluyen la
regulacion de concentraciones criticas de elementos traza (por ejemplo, zinc, cobre) y la
proteccion celular contra el estrés oxidativo. El aumento de la expresion de MT se ha
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relacionado con muchas enfermedades inflamatorias, diabetes, y cancer. La matalotioneina
MT2A es la isoforma de células mamarias mas comunmente conocida. El desarrollo del
ARNm de MT2A esta directamente relacionado con la etapa histolégica. Basado en la
asociacion de la expresion MT vy las patologias clinicas del cancer de seno identificadas en
muchos estudios, la matalotioneina es un biomarcador prondstico en el cancer de seno
(Kamala et al., 2020).

CAPITULO lll. METODOLOGIA

El enfoque de esta investigacion es de tipo mixto. Por esta razén se llevo a cabo un
trabajo experimental y documental. Ya que el objetivo fue determinar el valor de la
contaminacion en el rio Atoyac tomando en cuenta los diversos elementos tanto
cuantitativos como cualitativos que han influido en la degradaciéon del agua del rio en dos
de las localidades de mayor desarrollo urbano e industrial de la zona del Alto Atoyac. Se
realiz6 una investigacidn transaccional y correlacional recolectando muestras vy
analizandolas en un momento y tiempo unicos; y se determiné la relacién de resultados
cuantitativos con las variables cualitativas que intervienen en el fendmeno de la
contaminacion del rio Atoyac en la zona a través de la construccion de las dimensiones que
permiten comprender la diversidad y la complejidad de los fendmenos que influyen en la
problematica de la contaminacion del rio Atoyac.

El trabajo se dividio en tres fases (figura 12): la primera consistié en un trabajo de gabinete
para delimitar y caracterizar la zona de estudio para lo cual se recopild, ordend y analizé
informacion de las paginas oficiales de organismos publicos como: el Instituto Nacional de
Estadistica Geografia e Informatica (INEGI, 2020), el Instituto Nacional para el Federalismo
y el Desarrollo Municipal (INAFED,2010), el Consejo Nacional de Evaluacién de la Politica
de Desarrollo Social (CONEVAL, 2020) y el Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO,
2015). También fueron consultadas las plataformas de Interfaz de Programacion de
Aplicaciones (APl) como el Directorio Nacional de Unidades Econdmicas (DENUE, 2020),
Google Maps, Google Earth y el Sistema Nacional de Informaciéon Municipal (SNIM),
sistemas de consulta en linea que proporcionan informacion sociodemografica de
municipios y alcaldias de todos los estados del pais.

Con la informacion recopilada se determiné la distribucion industrial, la densidad
poblacional, la densidad industrial y la caracterizacion de los principales contaminantes
emitidos en la zona de estudio.

La segunda etapa consistio en una investigacion de campo para observar de manera directa

el tipo de actividades antropogénicas y su distribucion en la zona de estudio, para lo cual
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se hicieron recorridos a lo largo del rio Atoyac (10.3 km) iniciando en la localidad de San
Cristébal Tepatlaxco (SCT) ubicado a 1.5 km del centro de San Martin Texmelucan
Labastida (SMTL) y finalizando en las localidades de Villa Alta (VA) y San Mateo Ayecac
(SMA) pertenecientes al municipio de Tepetitla de Lardizabal (TL), Tlaxcala. Se llevaron a
cabo las tomas de muestra de agua en las zonas de muestreo y su analisis in situ
fisicoquimico.

La tercera etapa consistid en trabajo de laboratorio, se analizé la calidad fisicoquimica del
agua del rio en las zonas de muestreo, y se evalué sus efectos bioquimicos y citotoxicos
en los biomodelos Danio rerio y Allium cepa.

3.1. DISENO EXPERIMENTAL
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Figura 12. Diagrama de trabajo de la tesis de investigacion

3.2. Descripcion de la zona de estudio
3.2.1. Descripcion del medio fisico de la zona de estudio.
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Los municipios de San Martin Texmelucan (SMT) y Tepetitla de Lardizabal (TL) se
localizan en la zona nororiental del Altiplano Central Mexicano en las coordenadas
19°17'07" N - 98°26'01" O y 19°0'0" - N 98°0'0" O. Cuentan con una extension territorial de
71.45 km? y de 28.68 km? respectivamente, su altitud fluctta entre los 2 260 y 2 265 msnm
(figura 12). La zona colinda al norte con los municipios de San Matias Tlalancaleca y
Municipio de Ixtacuixtla de Mariano Matamoros, al sur con Huejotzingo, al oriente con el
municipio de Nativitas, al poniente con el Municipio de San Salvador el Verde (INAFED,
2010). El clima predominante en ambos municipios es templado subhumedo con lluvias en
verano, la temperatura media anual oscila entre los 12 y 18 °C; y la precipitacion promedio
anual es de 800 a 1,000 mm (Plan Municipal de Desarrollo Tepetitla de Lardizabal y San
Martin Texmelucan).

3.2.2. Relieve.

El relieve en la zona de SMT es en general plano, con un ligero y continuo ascenso en
direcciéon este-oeste, con direccion a la Sierra Nevada; su altura promedio es de 2,280
msnm, Yy presenta algunas protuberancias; al noroeste el Cerro Totolqueme con una altura
de 2,560 msnm, actualmente casi deforestado cuyos suelos se utilizan para siembra de
maiz de bajo rendimiento; al sur, los cerros de Tepeyecac, con una altura de 2,380 msnm,
al oriente una pequefa loma compartida con el pueblo de San Mateo Ayecac del Estado de
Tlaxcala, su conexién es al poniente y sus terrenos son para cultivos de temporal y por
ultimo el Cerro Mendocinas al noreste y suroeste con una altura de 2,520 msnm, que tiene
dos crestas conservando bosque en la primera parte y en la segunda uso de suelo para
casas habitacion. La orografia del municipio de TE presenta tres formas caracteristicas que
son: zonas planas, que comprenden el 75 % de la superficie total del municipio; zonas
semiplanas las cuales ocupan el 20 % por ciento de la superficie, ubicandose en la parte
norte y zonas accidentadas que abarcan el 5 % restante, y que se localizan al suroeste del
municipio (INAFED, 2010).

3.2.3. Caracteristicas biofisicas
3.2.3.1. Hidrologia.

Ambos municipios pertenecen a la cuenca del rio Atoyac que a su vez es la primera seccion
del Alto Balsas (Region hidrologica RH18); y es la mas importante en el estado de Puebla
(CONAGUA. 2010). El rio Atoyac nace de los deshielos del volcan Iztaccihuatl y representa
la corriente hidrica de mayor longitud en el estado de Puebla. Con un recorrido cercano a
200 km cubre un area aproximada de 4130 km2 y residen en ella aproximadamente de 3.3
millones de habitantes (Martinez et al.,, 2017). Al descender la corriente atraviesa las
localidades de San Lucas el Grande y San Martin Texmelucan Labastida en el estado de
Puebla recorriendo aproximadamente 30 km antes de su ingreso al estado de Tlaxcala a la
altura de la localidad de Tepetitla de Lardizabal donde recorre 29 km y vuelve a ingresar
totalmente a Puebla del lado suroeste para recorrer otros 35 km antes de llegar a la presa
Manuel Avila Camacho (Pérez et al., 2018; Rodriguez et al., 2014, Ayuntamiento
Constitucional del Municipio de Tepetitla de Lardizabal, Tlaxcala. 2015.).

3.2.3.2. Vegetacion
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La vegetacion dominante en la zona de estudio esta representada por la agricultura (72.62
%), de hecho, se considera la zona de riego agricola mas extensa del Valle de Puebla-
Tlaxcala (Hernandez, 2017). El pastizal inducido representa apenas el 1.51 %. Debido al
gran crecimiento urbano practicamente los municipios no presentan vegetacion silvestre, la
cual es de tipo secundario asociada a los terrenos de cultivo donde se pueden observar
arboles de sauce (Salix bonplandiana), tejocote (Crataegus pubescens), capulin (Prunus
serotina), tepozan (Buddleia cordata) y pirul (Schinus molle). El Gnico vestigio de vegetacién
silvestre esta representado por la vegetacion de galeria ubicada en las riberas del rio Atoyac
y algunos vestigios de bosque caduco, constituida fundamentalmente por pinos, encinos,
fresnos y sauces (INAFED, 2010).

3.2.4. Caracteristicas sociales

El municipio de SMT cuenta con una poblacion total de 155 738 habitantes (Tabla
1) y grado de desarrollo social es de nivel bajo (INEGI, 2020). EI 55 % de la poblacién vive
en pobreza moderada. En SMT hay un total de 36 105 viviendas de las cuales el 1.9 % no
tiene acceso al agua, 3.1 % no tiene drenaje y 0.4 % no cuentan con energia eléctrica
(INEGI, 2020, CONAPO, 2015).
Las principales carencias sociales son: rezago educativo 14.4 %, acceso a la salud 25.2 %,
sin acceso a seguridad social 30.3 % y so6lo el 5.8 % cuenta con todos los servicios basicos
de vivienda (CONEVAL, 2020). TL tiene una poblacion de 23 019 habitantes con un grado
de desarrollo social bajo. El 49.9 % de sus habitantes viven en pobreza moderada. Hay un
total de 5077 viviendas de las cuales el 1.3 % no tienen acceso al agua potable, 3.3 % no
cuentan con drenaje y apenas el 0.6 % carecen de electricidad (CONEVAL, 2020). Como
principales carencias sociales tiene un rezago educativo del 13.2 %, un acceso a la salud
del 20.4 %, el 31.2 % de la poblacién no tiene acceso a la seguridad social y el 9 % de las
viviendas cuenta con todos los servicios basicos (CONAPO, 2015; INEGI, 2020).

3.2.5. Actividad econdmica

SMT es un municipio que gracias a su ubicacidén geografica y condiciones naturales lo han
hecho un lugar propicio para el desarrollo industrial y comercial. Las principales actividades
econdmicas de SMT son: el comercio 56.5 %, seguido de las actividades industriales 31.8
% vy por ultimo las actividades agricolas 11.1 % (Tomé et al., 2017). La mayor parte de la
poblacion econdmicamente activa del municipio se concentra en la cabecera municipal con
el 61.65 %; seguida de Santa Maria Moyotzingo con el 17.77 %.

En todo el municipio hay establecidos 1452 comercios, de los cuales los mas importantes
son el Mercado Municipal Domingo Arenas, Centro Comercial Plaza Cristal y el Tianguis de
San Lucas Atoyatenco considerado uno de los mas grandes de Latinoamérica (INEGI,
2010). Respecto al sector industrial, SMT es una zona estratégica tanto para la capital de
Puebla como para el estado de Tlaxcala (Tomée et al., 2017). En SMT se encuentra ubicado
el corredor industrial Quetzalcéatl. En este corredor hay empresas del sector de autopartes,
construccion, quimica, de alimentos, fabricacion de bebidas, papelera y textil.
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Dentro de las empresas mas reconocidas en el lugar estan: el Complejo Petroquimico
Independencia, Rassini Frenos, DUPONT, Global Denim, pinturas y papelera Kimberly
Clark entre otras. Pero sin lugar a duda la industria mas importante ubicada en San Martin
es la industria quimica y petroquimica (PEMEX), esta industria paraestatal brinda muchos
empleos en el municipio (Gutiérrez & Garcia, 2010). SMT y sus juntas auxiliares se dedican
principalmente a la produccién de trigo, alfalfa, maiz y chile. También se cosecha frijol,
calabaza, cebolla, coliflor, lechuga, rabano, cilantro, betabel, cilantro y perejil. Sin embargo,
el sector agricola ha perdido un poco de fuerza en los ultimos afios, y los niveles de
produccién no son tan altos como en los afios anteriores, debido a la urbanizacién. La
creacion de carreteras y establecimientos comerciales tienen mucho que ver en esto; pero
también, el cambio constante del clima y las plagas han provocado la pérdida de miles de
hectareas de cultivo (INEGI, 2019).

TL en los ultimos 30 afios ha experimentado una profunda transformacion en su estructura
econdmica. De ser una comunidad agricola, ha pasado a ser preponderantemente
manufacturera y, a la fecha, su poblacién vive practicamente de la realizacion de
actividades industriales y comerciales, acorde con los cambios que se han presentado en
el corredor industrial Puebla-Tlaxcala que agrupa empresas de indole alimentario,
automotriz, textil, petroquimico, de minerales no metalicos, quimico y de confeccion (Plan
Municipal de Desarrollo 2010-2014).

El sector secundario aporta el 48.23 % de la produccién bruta total municipal, el sector
terciario el 36.05 % y el sector primario aporta apenas el 14.76 % (Periddico Oficial Tepetitla
2016). En la zona de estudio, el proceso de industrializacion se agudizé con el
establecimiento del corredor industrial Ixtacuixtla donde se ubican 13 empresas de los giros
alimenticio, bebidas, petroquimico, textil, farmacéutico y autopartes. No obstante, la
industria textil es la de mayor presencia en el municipio, no solo de grandes empresas
dedicadas a la tapiceria de automotriz y a la fabricacién de mezclilla. Sino también debido
a la existencia de talleres de mezclilla informales, principalmente en las localidades de San
Mateo Ayecac y Tepetitla, localidades del municipio de TL (Vallejo, 2016).
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Figura 13. Mapa de las zonas de estudio en el Rio Atoyac. INEGI, 2010. Elaboracién propia

3.3. Distribucion industrial

La ubicacion de industrias en la zona de estudio se llevo a cabo consultando la base

de datos del DENUE, 2020; posteriormente las industrias ubicadas se identificaron por giro
de acuerdo con la clasificacion de actividades econdmicas del sector secundario del INEGI
(Anexo 1). Una vez identificadas se hizo la clasificacién de las unidades industriales con
mayor impacto en el agua del rio Atoyac a través del método de evaluacién rapida de
fuentes contaminantes ERFCA, a través de las tablas que indican a las industrias con mayor
impacto negativo en el agua de acuerdo con su parametro de carga contaminante en Kg/m?
de descarga (Anexo 2).
Las industriales seleccionadas fueron senaladas para cada zona de estudio sobre el mapa
interactivo del DENUE con tachuelas en color amarillo las altamente contaminantes y en
rojo las industriales consideradas poco contaminantes (Anexo 3). Entre las industrias
clasificadas como altamente contaminantes de acuerdo con los criterios de las tablas de
ERFCA se encuentran grandes, medianas y pequefas empresas de los giros textil, quimico,
metalmecanico, alimenticio y papelero. Adicionalmente fueron consideradas
microempresas como herrerias, talleres textiles e imprentas, ya que, son fuentes de
diversas sustancias como metales, tintas, solventes, colorantes, acidos y bases entre otros.
Fueron excluidas las industrias no contempladas en las tablas de ERFCA, ya que debido a
su carga contaminante no son consideradas como altamente contaminantes como son
panaderias, tortillerias, purificadoras de agua, paleterias y restaurantes. Por ultimo, se
determind el numero de unidades industriales y su clasificaciéon por tipo de actividad
manufacturera en cada una de las localidades de las zonas de estudio para determinar su
distribucion por giro en cada una de ellas (Tabla 2).

3.3.1. Determinacién de densidad industrial (DI) y poblacional (DP).

La densidad industrial y poblacional son factores clave que influyen en la capacidad
de los ecosistemas para proporcionar servicios a los seres humanos (Qian et al., 2021).
38



Estos parametros muestran la relacién que existe entre el nimero de industrias y de
habitantes por km? en una localidad. Cuanto mayor es la actividad econdémica y poblacional
en un territorio, mayor sera la probabilidad de incremento de la emisién de agentes
contaminantes al ambiente.

Para la determinacion de la DI y DP fue necesario obtener primero el nimero de unidades
empresariales y el numero de habitantes establecidos en cada una de las localidades
ubicadas en la zona de estudio, también se obtuvo la superficie territorial de dichas
localidades, para lo cual se consulto la base de datos del DENUE (2020) e INEGI (2020).
Con los datos mencionados la DI y la DP fueron calculadas aplicando las formulas de las
ecuaciones:

__ N2?deindustrias en lalocalidad x 100

DI =

(1)

Superficie de la localidad en km2

__ N2de habitantes en lalocalidad x 100

DP =

(2)

Superficie de la localidad en km2

3.4. Seleccidn de sitios de muestreo y toma de muestras.

Fueron elegidos tres puntos de muestreo a lo largo del cauce principal del rio Atoyac.
El primero en la localidad de la zona agroforestal de San Cristébal Tepatlaxco (SCT) (Z1),
el segundo en la zona urbana de San Martin Texmelucan Labastida (SMTL) (Z2) en el
estado de Puebla y el tercero en la localidad rural e industrial de Villa Alta y San Mateo
Ayecac (SMA), en el estado de Tlaxcala (Z3) (Tabla 1). Posteriormente, en cada punto
elegido se colectaron muestras de agua en la temporada de lluvias (agosto-septiembre de
2019) tomando como base los lineamientos establecidos en la NOM 014-SSA1-1993 la cual
dicta los procedimientos para el muestreo de agua para uso y consumo humano en
sistemas de abastecimiento de agua publicos y privados.

El muestreo fue superficial (dentro de 15 a 30 cm de la superficie del agua) para la cual se
sumergié como contenedor una cubeta en el centro del rio, cuidando evitar contaminacién
de la muestra por disturbio del fondo o del lecho. Una vez tomada la muestra una parte se
utilizé6 para llevar a cabo un diagnéstico in situ determinando algunos parametros
fisicoquimicos basicos (figura 12). Otra parte de las muestras fueron almacenadas en
recipientes de polietileno con capacidad de 2 L y bidones de polietileno de 20 L con tapa de
poli tetrafluoretileno, los cuales fueron etiquetados previamente para su identificacion;
finalmente las muestras fueron trasladadas al laboratorio para su analisis y complementar
el diagnéstico de la calidad del agua, asi como para efectuar los bioensayos con los
biomodelos Danio rerio y Allium cepa.
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Tabla 1. Criterios de seleccion zonas de estudio

*No. |**No.

Zona| Localidad | Coordenadas Caracteristicas de zonas de estudio
Hab. | Fab.
Zona rural: area forestal, campos de cultivo
1 San Cristobal | 19°17'54.6" N 10200! 45 (maiz y trigo), actividades agropecuarias
Tepatlaxco | 98°27°23.0" W (ganado vacuno), elaboraciéon de productos

lacteos.
Zona urbana: alta densidad poblacional (64
San colonias), actividad industrial (42 empresas
Martin 19°16'59.1" N mecﬁanas‘ y mayorgs; y talleres. mformale;
2 o N 68064 | 332 |[textiles), intensa actividad comercial (tianguis
Texmelucan | 98°25'31.4" W . .
de ropa mas grande de A. L.), confluye el Rio

Labastida Cotzala (agua residual textil, agricultura
(glifosato)).

Zona rural: produccion agricola (hortalizas,

3 Villa Alta/San | 19°17‘85.8"N 121571 71 granos)  actividad  industrial  (parques

Mateo Ayecac| 98°18'1.6" W industriales (Quetzalcoatl e Ixtacuixtla) vy

decenas de talleres informales textiles)).

Total 90421 | 448
*Hab. = Poblacion; **Fab. = Fabricas.

3.5. Analisis de parametros
3.5.1 Determinacién de propiedades fisicoquimicas in situ.

En cada zona de muestreo se determind por triplicado temperatura, pH, Ce y OD
(figura 13). La temperatura del agua superficial se cuantificoO segun lo que establece la
Norma NMX-AA-007-SCFI-2013, con un termémetro de vidrio con columna de mercurio
escala de -10°C a 110°C marca Celsius. La medicion de pH se efectué segun los
lineamientos de la Norma NMX-AA-008-SCFI-2016 utilizando un pH metro pHep® modelo
HI 98107 previamente calibrado a 2 puntos con buffers de calibracion HI 770710P, pH 7.01
y 10.01. El oxigeno disuelto se calculé mediante el método Winkler, con un Kit de Oxigeno
Disuelto HANNA® HI 3810. Para la medicién de conductividad eléctrica (CE) se utilizé un
medidor portatil de marca CONDUCTRONIC modelo PC18. Se calibr6 el electrodo del
aparato con solucion estandar de cloruro de potasio 0.01 M en un rango de 1 a 1999 pS.
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Figura 14. Toma de muestras de agua en las zonas de estudio y lectura de parametros en campo.

3.5.2. Determinacién de propiedades fisicoquimicas en laboratorio.

La caracterizacion del agua del rio, en las zonas de muestreo, se complementé
determinando los siguientes parametros fisicoquimicos: demanda quimica de oxigeno
(DQO), demanda bioquimica de oxigeno (DBOs), turbidez (TURB), compuestos organicos
volatiles (COV’s) y metales pesados (MP).

Para medir la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) se utilizé6 un incubador OxiTop
control OC 100, el cual contiene 12 botellas ambar de 500 mL provistas de un sistema de
medicion manomeétrica de presién, en cada una de las tapas. El método consiste en la
medicion de los cambios de presion parcial del oxigeno como consecuencia del consumo
en la oxidacion biolégica de la materia organica, afiadiendo previamente (inicio de
incubacién) un inhibidor del proceso de nitrificacién, y absorbiendo del sistema, el CO;
producido mediante pastillas de KOH.

El tiempo de incubacion fue de 5 dias a una temperatura de 20 °C. Se colocaron 250 mL
de muestra en cada botella de incubacién. Luego de anadir las muestras de agua en las
respectivas botellas incubadoras, se colocé en cada una de ellas, un agitador magnético,
el KOH y una gota del inhibidor de la nitrificacion. Finalmente, se colocaron las “tapas-
sensores”, para iniciar el ciclo de medicion. Se monitorearon los registros de las mediciones
diariamente hasta el dia 5.

El parametro de DQO se determiné con un kit Spectroquant de rango 25-1500 mg/L. La
prueba se basa en el método de la determinacion del cromo Il y la oxidacion del acido
cromo sulftrico, y contiene una serie de tubos o celdas de reaccion, en las cuales se
colocaron 3 mL de muestra. Una vez que la muestra se anade cuidadosamente por las
paredes del tubo, se debe tapar y agitar vigorosamente. Luego de realizarse este
procedimiento con cada muestra, estas se colocaron en un termo reactor a 148°C por 2
horas para posteriormente dejarse enfriar en la gradilla del kit por 10 min. Finalmente, las
mediciones se realizaron en un fotometro Nova 60 Spectroquant Merck, en el cual se
introduce el tubo directamente, seleccionando el numero de método 138.

La medicion de la turbidez también se llevé a cabo con el fotdmetro Nova 60 Spectroquant.
El método es muy simple, y solo consiste en trasvasar un volumen de aproximadamente 10
ml de la muestra, sin ningun tipo de tratamiento ni filtrado, a una celda de medicion
rectangular de 50 mm de espesor, para luego colocarla en el fotdmetro seleccionando el
namero 177.

La determinacion de los COV'’s se efectud bajo los lineamientos de la NMX-AA-103-SCFI-
2006, para la determinacion de compuestos organicos volatiles por cromatografia de gases
acoplado a un espectrometro de masas, para lo cual se utilizé un cromatégrafo de gases
con puerto de inyeccién capilar y detector selectivo de masas. Se tomaron 5 ml de muestra
y colocaron en un vial de cristal de gado A. El vial se colocé en el sistema de inyeccion el
cual tomé una muestra de 10 yL que son vaporizados y transportados por una fase movil
de gas helio de grado 5 de pureza a una columna cromatografica (5% fenil metil silicén) de
30 m de longitud por 0,32 mm de diametro interno y 0,17 um de espesor de pelicula donde
los componentes de la muestra se van separando por peso molecular y son identificados
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por su relacidn masa-carga en el espectrometro de masas. Finalmente, los detectores los
cuantifican.

La medicién de MP se realiz6 de acuerdo con la NMX-AA-051-SCFI-2016 que dicta los
procedimientos para la determinacion de metales por absorciéon atdmica en aguas
naturales, potables, residuales y residuales tratadas utilizando el método de
espectrofotometria de absorcion atémica (EAA). Se utilizé un EAA de atomizacién por flama
con haz doble, monocromador, fuente luminosa y detector fotomultiplicador ajustable a los
intervalos de longitud de onda de los analitos a cuantificar. Primero las muestras fueron
homogeneizadas y filtradas través de una membrana de poro de 0,45 um, de éstas se tomo
una alicuota de 50mL que se acidificé a un pH < 2 con &cido nitrico concentrado y se
procedid a analizar directamente en un EAA, para lo cual la muestra fue aspirada y
atomizada por el equipo en una llama, el haz de luz proveniente de una lampara atraviesa
la llamay se dirige a un monocromador y un detector cuantifico la cantidad de luz adsorbida
por la llama, la cual es la medida de la concentracién del metal en la muestra. Cada metal
tiene una longitud de onda caracteristica.

3.6. Acondicionamiento de biomodelos: Danio rerio y Allium cepa
3.6.1. Pez cebra (Danio rerio) en condiciones de adaptacion.

Los peces que se utilizaron en los bioensayos fueron criados en una granja piscicola
en Cuautla, Morelos. El periodo en que los peces se adaptaron fisioldgicamente de su medio
ambiente a los cambios en las condiciones de laboratorio fue de 3 meses. Los peces fueron
colocados en acuarios de 30 L con agua potable marca ESU (BUAP). Su peso corporal
promedio fue de 0.8 + 0.2 g, la temperatura del agua se mantuvo constante a 27°C + 1°C
mediante la ayuda de un termostato, el pH se mantuvo entre 7.3 - 7.5, las condiciones de
iluminacion fueron de 14:10 horas (luz/obscuridad), la concentracion del oxigeno fue de 3.5
a 4 mg/L y los peces fueron alimentados con hojuelas comerciales Wardley dos veces al
dia (figura 15).

3.6.2. Bioensayos de toxicidad en pez cebra

Los bioensayos se llevaron a cabo tomando como base los protocolos modificados de la
guia 203 de la OCDE para pruebas de toxicidad con peces de agua dulce (Anexo 4).

| == - d? f .m 30L Calefaccion

. . Lectura de pH — ;
Acondicionamiento !:Ie pecle’_f.: s — i \
pH, YII:Emperall:Lfra, o:ﬂgeradmon P p = i =
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= Oxigenacion

Alimentacidn

Bioensayo 0L 0L 101
100 % 100 %
Grupo control y P 0% e 100% e
n=8 n=8 n=3
experimentales

Control Grupo Z1 Grupo 22 Grupo Z3

Figura 15. Bioensayo crénico utilizando el biomodelo Danio rerio.
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Se formaron un grupo control con agua purificada de garrafén y tres grupos experimentales
con agua de los tres puntos de muestreo al 100 % de concentracion; cada grupo conté con
una n=8 peces. Cada acuario contenia un volumen final de 10 L de acuerdo con la guia 203
que indica que la carga maxima debe ser de 1,0 g de pescado/litro de solucién. El tiempo
de exposicion fue de 28 dias (ensayo cronico) con cambio de agua cada siete dias (Figura
15).

3.6.3. Obtencion de muestras.

Una vez concluido el periodo de exposicion los peces fueron eutanizados,
colocandolos en agua helada a una temperatura < 4°C, esto con el propoésito de reducir los
procesos metabdlicos y locomotores, facilitando asi su manipulacion, posteriormente se les
anadio gotas del anestésico benzocaina para reducir los niveles de estrés antes de la
muerte.

Peces expuestos

. | ey = — %
- .
E ; §O ¥ e
Diseccion de /
Eutanizacion branquias e higado Mercerizacién de Centrifugacion Alicusta Determinaciones
branquia e higado 12 500 rpm MT

MDA
NOe

Figura 16. Diseccion y maceracion de 6rganos para obtencioén de proteinas para determinacién
bioquimica.

Se diseccionaron las branquias e higado para ser posteriormente homogenizados. Para la
homogenizacién se coloraron los tejidos de branquia e higado en tubos eppendorf sobre
hielo para evitar la degradacién de proteinas, se agreg6 solucion fisiolégica PBS 1X y con
ayuda de un vastago de plastico se disgrego el tejido (figura 15).

El material disgregado se centrifugo durante una hora a 12 500 rpm. El sobrenadante se
conservo a —70 °C. Por ultimo, de cada tubo se extrajo 1ug del sobrenadante para llevar a
cabo la determinacion de biomarcadores de exposicién a metales pesados (MT) y de estrés
oxidativo/nitrosativo (MDA y NO* respectivamente).

3.6.4 Determinaciones bioquimicas

Con el sobrenadante obtenido se llevaron a cabo las determinaciones de los parametros
bioquimicos: metalotioneinas, malondialdehido y nitritos.

3.6.5. Métodos y fundamentos

3.6.5.1. Cuantificacion de metalotioneinas.
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La determinacién de metalotioneinas (MT’s) se realizé de acuerdo con el método de
saturacién con '9°Cd/hemoglobina. Se homogenizaron los tejidos en frio con solucién
amortiguadora Tris-HCI 10 mmol/L, pH 7.4, posteriormente se procedié a homogeneizarlos
con un rotor marca Labnet H5500. Después del homogeneizado se centrifugaron durante
30 minutos a 13400 rpm y a una temperatura de 4°C para evitar la desnaturalizacion
proteica. El liquido sobrenadante se recuperé y mediante el método de Bradford se llevaron
a cabo las cuantificaciones de las proteinas.

A 100 yL de sobrenadante se le adicion6 100 uL de '°° Cd. Posteriormente se incubd
durante 10 minutos. Luego se adicion6 500 pyL de una solucidén de hemolizado. Los tubos
posteriormente se calentaron en un bafio de agua hirviendo durante 2 minutos y después
fueron enfriados en un bafo con hielo por 5 minutos. Finalmente fueron centrifugados a 18
000 rpm durante 5 minutos. Se adiciono el hemolizado a la muestra y se volvié a calentar
en agua hirviendo, este paso se repitid una vez mas y luego se determiné la concentracion
de cadmio en el sobrenadante a través de espectroscopia de absorcion atémica de llama.
La cantidad de '9°Cd fijado en las MT’s presentes en el sobrenadante se midié con un
detector de centelleo gamma (Pekin Elmer Wisard 170 Automatic Gamma Counter).

3.6.5.2. Cuantificacion de Malondialdehido.

Los niveles de MDA fueron cuantificados por el método de Esterbauer y Zollner (1989). A
200 pL de la muestra se adicionaron 650 uL de la solucion de 1-metil-2-fenil-indol a una
concentracién de 10.3 mM en acetonitrilo y metanol y 150 uL de acido metanosulfénico. Las
muestras se agitaron y se incubaron por una hora a 45° en bafno Maria, posteriormente se
centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos, se procedio a lectura del sobrenadante en un
espectrofotdmetro a 586 nm. La concentracién de MDA fue determinada interpolando la
densidad optica de las muestras en la curva estandar patrén de MDA, 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (0.5 a 5 yM).

3.6.5.3. Cuantificacion de nitritos.

Se estimo la produccion de 6xido nitrico (NO) mediante el contenido de ion nitrito (NO2’) en
los sobrenadantes de tejido a través del método de Griess. Se indujo la reaccion
colorimétrica mediante la adiccion de 100 uyL de reactivo de Griess a 100 uL del
sobrenadante de tejido y se ajustd la reaccion a 1 ml con agua destilada. El producto de la
reaccion fue leido en un espectrofotometro a 540 nm. La concentracién de NOy fue
determinada interpolando la densidad 6ptica de las muestras en una curva estandar de
NaNO: (0.5 a 10 uM), la cual fue determinada paralelamente en cada ensayo.

3.7. Bioensayos de toxicidad en cebolla.

Se analizé el potencial citotdxico del agua contaminada de cada zona de estudio en
bulbos de cebolla (Allium cepa) expuestos durante 120 horas (tratamiento agudo) a
diferentes diluciones, con recambio cada 24 horas. Cada tratamiento estaba formado por
un testigo (agua potable) y tres grupos experimentales (25 %, 50 % y 100 % de
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concentracion en volumen). Cada bulbo de cebolla fue colocado en vasos de plastico de 50
ml, por triplicado (figura 17).

Control [25 %] [50 %] [100 %]
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Figura 17. Diagrama de Allium cepa test para evaluar la citotoxicidad del agua del rio Atoyac en las 3
zonas (21, Z2 y Z3) a diferentes concentraciones en volumen (25, 50 y 100 %).

Al final del tratamiento de cada raiz se cortaron 2 mm del meristemo apical y se fijaron en
una solucion de etanol-acido acético (3:1) durante 24 horas. Los meristemos apicales se
deshidrataron en etanol 70% (v/v) durante 15 min esto facilita que penetre mejor el HCI
durante la hidrdlisis, la cual se realizdé con HCI 5M durante 30 min. Para eliminar el exceso
de HCl y poder tefiir las células, se decantoé el HCl y se lavo 3 veces con agua destilada.
La tincion se realizé con aceto-orceina por 40 min, y por ultimo se agregd a los meristemos
acido acético al 45% (v/v) con la finalidad de eliminar el exceso de colorante. Posteriormente
se realizo el aplastamiento de las raices a monocapa para lo cual se colocé un cubreobjetos
y se presiond ligeramente para que las células quedasen dispersas y no se encimaran unas
con otras, y de esta manera facilitar su observacion al microscopio (figura 18) para poder
identificar, cuantificar las células y determinar los indices mitético (IM) y de fases (IP, IMe,
IA, IT).
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Figura 18. Fases del ciclo celular en meristemos de Allium cepa expuestos al agua del rio Atoyac en
las zonas de muestreo. (A) Profase; (B) Metafase; (C) Anafase; (D) Telofase; (E) Citocinesis.

Se estudio el efecto del agua del rio Atoyac en las tres zonas de estudio, durante el ciclo
celular (CC) de los meristemos radiculares de Allium cepa, por triplicado. El numero total
de células observadas fueron 1000, en cada grupo, y se compararon con su respectivo
grupo testigo (Prieto et al., 2009). Los indices se obtuvieron aplicando las siguientes
ecuaciones:

No. de células en division mitotica

indice mitético =
No. total de células observadas

No. de células en determinada fase
*

100
No. total de células en mitosis 45

Indice de fases =



3.8. Analisis estadistico.

Los resultados cuantitativos que se obtuvieron de los bioensayos estan graficados
como la media * error estandar de la media (EEM). El tratamiento estadistico de los
resultados para ambos bioensayos se llevo a cabo con ayuda del programa Minitab19, por
medio del cual se efectué una comparacién entre los grupos control y los grupos problema
para cada concentracién de las muestras por medio del estadistico ANOVA de una viay un
analisis posterior de Bonferroni con un nivel de significancia menor o igual a 0.05 (p<0.05).
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CAPITULO IV. RESULTADOS.

4.1. Distribucién espacial de la industria

En la figura 19 se presenta la identificacion y distribucion de 448 industrias (tabla 2)
generadoras de contaminantes toxicos los cuales representan el 37 % del total de unidades
economicas establecidas en la zona (DENUE, 2020). Aunque se observa un crecimiento
generalizado del sector industrial en la region, el 74 % de las industrias contaminates se
concentran en SMTL (Z2), el 11 % en SMA (Z3), el 10 % en la localidad de SCT (Z1), y el
5 % se ubican en la localidad de VA (Z3). Estos resultados indican que el desarrollo
industrial de la zona es generalizado, pero desigual con una tendencia marcada a crecer
en las zonas periburbanas a SMTL.

98°28"1" 98°26'1" 98°12'2"

Simbologia
mm | imite geogrifico

s Red hidrica

. Zona de estudio

San Cristobal Tepetlaxco

19"18"2"

1

San Martin Texmelucan L.

Villa Alta

19°17°7"

San Mateo Ayecac

g Industrias contaminantes

19°15'6"

Figura 19. Vista panoramica de la distribucion industrial en las zonas de estudio. (Fuente DENUE, 2019).
Elaboracioén propia.

En términos de carga antropogénica el area de SMTL es la mas agresiva debido a que es
la parte mas desarrollada de la zona y donde se encuentra el mayor nimero de unidades
industriales. Y en teoria las localidades de SCT, SMA y VA periféricas a SMTL presentan
el menor efecto de urbanizacién y se observa que el nimero de unidades industriales y
zonas edificadas es menor.
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4.2. Clasificacion de la industria por zona de estudio.

La tabla 2 y figura 20 muestran el numero de industrias y los contaminantes que
emiten los diferentes tipos de las actividades econdmicas manufactureras y de la
construccion, en las localidades de la zona de estudio. Fueron identificadas catorce de las
veinte actividades manufactureras en que esta clasificada la industria en México de acuerdo
con el Sistema de Clasificaciéon Industrial de América del Norte (SCIAN, 2018) (ver anexo
3). Los sectores manufactureros como fabricacion de maquinaria, equipo de computacion,
aparatos eléctricos y equipo de transporte estan ausentes en la zona. Cabe aclarar que el
sector de la construccién no estd considerado como una actividad manufacturera, sin
embargo, se contabilizé debido a que en la zona tiene una presencia significativa y emite
vertidos muy altos de particulas en suspension, grasas y aceites.

Del total de actividades econdmicas del sector manufacturero, SMTL cuenta con el 65 %,
VA 55 %, SCT 30 % y SMA tiene el 25 %. Es importante mencionar que las actividades
manufactureras de los giros textil y de fabricacion de productos metalicos representan el 76
% del total de actividades industriales en la zona (figura 20).

También es importante resaltar que 3 de las industrias del ramo textil ubicadas en las zonas

de estudio son macroempresas (con mas de 250 trabajadores) el resto se clasifican como
micro y pequefias empresas (de 1 a 50 trabajadores) entre las cuales hay talleres informales
de lavado y acabado de mezclilla, principalmente, en las localidades de San Martin
Texmelucan Labastida y San Mateo Ayecac. En tanto que las empresas elaboradoras de
productos de metal en su mayoria estan representadas por talleres de herreria
principalmente en SMTL y VA.
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Tabla 2. Actividades manufactureras y de la construccion en zonas de estudio

N.° de
. i . . X Total
Localidad Actividad industrial Desechos Industrias | . .
industrias
. - . Grasas, aceites, materia organica, sdlidos suspendidos
Alimenticio y bebidas . . 9 P y 21
nitrégeno amoniacal
San L . - L . .
o Construccion Particulas de polvo, silice, aluminio, hierro, oxido de calcio. 2
Cristobal
P P — - - 45
Tepatlaxco Metalica basica, Metales pesados (cromo, aluminio, cadmio, zinc, plomo, 13
(Z21) productos metélicos | mercurio)
Textiles e industria Colorantes, sosa, cloro, peroxidos, metales pesados, 9
del cuero contaminantes organicos, acidos y bases
Minerales no metalicos - ”
. . Colorantes, solventes y compuestos organicos volatiles 7
(alfareria y ceramica)
. - . Grasas, aceites, materia organica, solidos suspendidos,
Alimenticio y bebidas Y . . g ; P 13
nitrégeno amoniacal, bacterias y proteinas
Construccion Particulas de polvo, silice, aluminio, hierro, oxido de calcio. 5
San Martin Metalica basica, Metales pesados (cromo, aluminio, cadmio, zinc, plomo, 102
Texmelucan | productos metalicos | mercurio) 332
Labastida Productos de papel . . ) )
(22) ) Residuos de tintas, barnices, disolventes y papel 37
e imprenta
. - Compuestos organicos volatiles, particulas de polietileno,
Sustancias quimicas, L L. . . )
. A poliestireno, colorantes, organicos persistentes, metilmercurio,
derivados de petréleoy | .. . . P . 11
. bifenilos policlorados, metales pesados, acidos y residuos de
plasticos .
medicamentos
Textiles e industria Colorantes, sosa, cloro, perdéxidos, metales pesados, 157
del cuero contaminantes organicos, acidos y bases
Construccion Particulas de polvo, silice, aluminio, hierro, oxido de calcio. 2
San Mateo Metalica basica, Metales pesados (cromo, aluminio, cadmio, zinc, plomo, 3
Ayecac productos metalicos | mercurio) 49
Z3 . . - "
3) Textiles e industria del | Colorantes, sosa, cloro, perdéxidos, metales pesados, 44
cuero contaminantes organicos, acidos y bases
. . . materia organica en forma de azucar, benzoato de sodio como
Alimenticio y bebidas ) 2
conservador, colorantes y saborizantes
Construccion Particulas de polvo, silice, aluminio, hierro, oxido de calcio. 2
Metalica basica, Metales pesados (cromo, aluminio, cadmio, zinc, plomo, 9
productos metalicos | mercurio)
. Residuos de tintas, barnices, disolventes, compuestos
Villa Alta Productos de papel e . . P
. organicos como celulosa, cloro, haluros organicos, grasas y 2 22
(Z3) imprenta .
aceites
. - Compuestos organicos volatiles, particulas de polietileno,
Sustancias quimicas, L . . . .
. A poliestireno, colorantes, organicos persistentes, metilmercurio,
derivados de petréleoy | .. . . P . 2
. bifenilos policlorados, metales pesados, acidos y residuos de
plasticos .
medicamentos
Textiles e industria del | Colorantes, sosa, cloro, peréxidos, metales pesados, 5
cuero contaminantes organicos, acidos y bases
Total 7 30
448

La industria textil genera colorantes, acidos, bases, cloro, peroxidos, metales pesados y
contaminantes organicos; en tanto que las empresas de herreria liberan en sus procesos
de soldadura mezclas de particulas finas de metales como Cr, Ni, As, Mn, Cd, Co, Cu, Zn,
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Se, silice, asbesto, acroleina, 6xidos de nitrégeno y monéxido de carbono que son
sumamente toxicas. Las industrias de impresion son otra fuente contaminante importante
para mencionar debido a que sus residuos son sumamente téxicos y entre ellos tenemos
tintas, barnices, disolventes los cuales contienen altas cantidades de COV’s que también
son productos que pueden generarse de los procesos manufactureros petroquimicos que,
aunque en menor medida también estan presentes en la zona de SMTL.
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Figura 20. Giros industriales ubicados en las zonas de estudio. Fuente DENUE, 2020.

4.3. Densidad industrial y poblacional.

La figura 21 presenta los niveles de densidad industrial y poblacional en las tres
principales localidades de la zona de estudio pertenecientes a los municipios de San Martin
Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal. Los resultados evidencian que la densidad
poblacional en la localidad de SMTL perteneciente al municipio de San Martin Texmelucan,
Puebla es 14 % mayor a la cantidad de habitantes que presentan combinadas las dos
principales localidades (SMA y VA) del municipio de Tepetitla de Lardizabal en Tlaxcala.
Sin embargo, con respecto a la densidad industrial los resultados indican que las dos
principales localidades en el municipio de Tepetitla de Lardizabal tienen un mayor niumero
de industrias por km? (densidad industrial) 16 % mayor con relacion a las que presenta la
localidad de SMTL en el municipio de SMT, a pesar de que las localidades de TL en
conjunto tienen 4 veces menos superficie territorial con respecto a SMTL. El 90 % de las
industrias en TL son talleres textiles formales e informales dedicados principalmente al
acabado de prendas de vestir de mezclilla. Esta elevada concentracion de poblacion e
industrias es un fendmeno que puede generar no solo el incremento en la contaminacion
del aire,suelo y agua, también genera pobreza, pérdida del habitat y fuentes de alimentos
(SEMARNAT, 2010)
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Figura 21. Densidad urbana en zonas de estudio. INEGI, 2020.

4.4. Caracterizacion fisicoquimica del agua en las zonas de estudio.

Tomando en consideracién lo que establece la Norma Oficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-2021 los parametros fisicoquimicos como temperatura, pH, DBOs y DQO, la
Z1 cumplié con todos ellos. Del mismo modo cumplen los criterios establecidos por
CONAGUA para evaluar el indice de calidad del agua (ICA), lo que demuestra que el agua
de la Z1 es de buena calidad y no se encuentra alterada en su composicion.

Dado que en la Z1 la actividad antropogénica es minima y los valores de los parametros
fisicoquimicos se encuentran dentro de los limites maximos permisibles (LMP) del NOM-
001-SEMARNAT-2021, por consiguiente, en la Z1 la calidad del agua esta clasificada de
buena calidad y de acuerdo con la escala de clasificacion de calidad de agua superficial
para cuerpos de agua loticos de CONAGUA se consideré como zona de referencia.

Al comparar los resultados de las Z2 y Z3 con Z1(tabla 3) se observo lo siguiente: la
temperatura registré el valor promedio mas alto, en la Z1 (18 £ 0.0°C) y no presenté
diferencias significativas en relacion con las Z2 (12.3 £+ 0.4 °C) y Z3 (14 £ 0.2 °C) y se
encuentran dentro de los LMP de la NOM-001-SEMARNAT-2021. Con respecto a la
contaminacién organica los parametros de DBOs y DQO observaron incrementos
significativos en las zonas 2 y 3 en relacién con la Z1. Por ejemplo, el parametro DBOs
aument6 390 % y 732 % en las zonas 2 y 3 respectivamente con relacion a la Z1. Para el
parametro de DQO las zonas 2 y 3 presentaron incrementos significativos de 204 y 209 %
en relacion con la zona de referencia.

El parametro de OD es critico para la sobrevivencia de plantas y animales acuaticos el valor
minimo para un agua de buena calidad es de 50 % de saturacion. Los valores de la muestra
de agua de las zonas 2 y 3 indicaron disminuciones criticas de 78.5 y 89.5 %
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respectivamente con relacion a la Z1 lo que nos indica que no es posible la existencia de
vida aerobia para los organismos acuaticos. En cuanto al valor de pH los valores
determinados en las zonas 2 y 3 tuvieron una disminucion de 23 y 20 % respectivamente
con relacién a la Z1, y no cumplen con LMP de las NOMs.

Otros parametros que se analizaron y que no estan contemplados por la NOM-001-
SEMARNAT-2021 ni por el ICA de CONAGUA fueron la turbidez (TUB) y la conductividad
eléctrica (CE), son dos parametros que respectivamente indican la cantidad de particulas
en suspension y la concentracion total de solidos disueltos en el agua, su incremento fue
significativo e indica desintegraciéon de materia organica e inorganica (Ospina et al., 2015).

Tabla 3. Valores promedio de los parametros fisicoquimicos del agua en las zonas de estudio.

Parametros San Cristobal  San Martin Villa Alta *NOM-001- **ICA (CONAGUA)
Tepatlaxco Texmelucan Z3 SEMARNAT- 2020
Z1 Z2 2021
T (°C) 18 £ 0.0° 12.3+0.42 14 £0.22 35°C -
pH 6.5+ 0.42 5.0+0.1° 52+0.1° 6.5-8.5 -
(UpH)
Ce (mS) 0.147 £0.0022  0.252 £ 0.004> 0.321+£0.017¢ - -
TUB (NTU) 140.7 £ 17.32 173+ 8.52 22436+16.7° - -
20<DQO0O<=40 (A)
a b b
DQO (mg/L) 62+1.5 189+1.4 192 +1.0 180 40<DQO<=200 ©
DBOs a b R 6<DB0O<=30 (A)
(mg /L) 7.0+0.6 343+1.9 58.3+0.9 60 30<DBO<=120 ©
50<0OD<=70 (BC)
OD (%) 55.0+1.2° 11.8+1.1° 5.9+0.3° - 10<OD<=30 ©
OD<=10 (FC)

*Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales que establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
nacionales. **indice de calidad del agua superficial de cuerpos de agua Iéticos (rios y arroyos).
BC=Buena calidad. A=Aceptable. C=contaminada. FC= Fuertemente contaminada.

Parametros que no comparten letras son estadisticamente diferentes.

El analisis estadistico fue por ANOVA de un factor, post hoc de Tukey p < 0.05. Los datos representan
las medias de los valores * el EEM (error estandar de la media).

La turbidez mostro un incremento significativo en las zonas Z2 (23.6 %) y Z3 (60 %) y la
conductividad también aumenté 71.4 y 118 % respectivamente en relacién con la Z1.

4.5. Metales pesados y arsénico en el agua de las zonas de estudio.

En la tabla 4 se presentan los valores de As y de 7 metales pesados Cd, Cu, Cr, Hg,
Ni, Pb y Zn evaluados en las 3 zonas de estudio. Los resultados indicaron que solo el 12 %
de los parametros cumplieron con los LMP por la NOM-001-SEMARNAT-2021. En ninguna
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de las tres zonas de estudio el As, Cd, Cr, Hg, Pb y Zn cumplieron con los LMP de la NOM.
En la Z1 solamente Cu y Ni se encontraron dentro de los LMP por la NOM, y en la Z2 el Ni
fue el Unico parametro que estuvo dentro del LMP.

Tabla 4. Concentracion de Metales Pesados y arsénico en las zonas de estudio.

Parametros San San Martin  Villa Alta *NOM-001- *CONAGUA
Cristébal Texmelucan Z3 SEMARNAT- Agua Subterranea
Tepatlaxco Z2 2021
Z1
As (mg/L) 04 0.7 1.7 0.1 As>0.025 NA como FAP
Cd (mg/L) 0.3 0.4 0.9 0.1 Cd>0.005 NA como FAP
Cu (mg/L) 3.8 4.8 8.8 4.0 -
Cr (mg/L) 1.3 1.5 7.5 0.5 Cr>0.05 NA como FAP
Hg (mg/L) 0.02 0.2 1.2 0.005 Hg>0.006 NA como FAP
Ni (mg/L) 1.9 1.9 6.9 2.0 -
Pb (mg/L) 1.5 2.3 7.3 0.2 Pb>0.01 NA como FAP
Zn (mg/L) 10 11.0 25 10 -

* Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales que establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes
nacionales. ** Escala de clasificacion del indice de calidad de agua subterranea, CONAGUA 2020. FAP=
Fuente de agua potable.

Para determinar si el agua del rio Atoyac puede considerarse como fuente de agua potable
(FAP) se tomaron como referencia los criterios de CONAGUA para la evaluacién del ICA
en agua subterranea (tabla 4). Los resultados indicaron que en ninguna de las 3 zonas la
concentracién de As, Cd, Cr, Hg y Pb cumplieron con los criterios del ICA.

En la figura 22, se presenta el incremento progresivo en las concentraciones de As, Cd, Cu,
Cr, Hg, Ni, Pb y Zn en las zonas de estudio. El mayor incremento de los parametros con
respecto a la zona de referencia se presentd en la Z3 (SMTL) de la siguiente manera: As
325 %, Cd 300 %, Cu 132 %, Cr477 %, Hg 5900 %, Ni 263 %, Pb 387 % y Zn 150 %. Estos
resultados evidencian que la zona 3 es la mas critica a su vez, esta situacion se encuentra
asociada directamente con el incremento de las actividades antropogénicas en la zona de
estudio (tablas 1, 2 y 3) por lo que se evidencia la presencia y el incremento en la
concentracion de metales toxicos y COV's a causa de la actividad industrial y poblacional
de la zona.
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Figura 22. Porcentaje del incremento de las concentraciones de arsénico y metales pesados en las
zonas de estudio.
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4.6. Compuestos organicos volatiles (COV’s).

La tabla 5 presenta los productos obtenidos del analisis de COV’s en el agua de las 3 zonas
de muestreo. Se analizaron un total de once compuestos en base a las directrices que
contempla la NMX-AA-103-SCFI-2006. Los resultados indicaron que el 76 % de los
parametros no cumplen con los LMP establecidos por la NMX. En la zona 1 los parametros
de benceno, Clorobenceno, 1,4 Diclorobenceno y 1,2 Dicloroetano no cumplen los
estandares de la NMX. En tanto que en la zona 2 no cumplieron los LMP los parametros de
benceno, 1,4 Diclorobenceno, 1,2 Dicloroetano y Hexaclorobutadieno. En la Z3 en relacién
con la zona de referencia Z1. Se observaron aumentos significativos en las concentraciones
de los parametros analizados.
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Tabla 5. Compuestos organicos volatiles en las tres zonas de estudio.

San Cristébal

San Martin

Parametros Tepatlaxco Texmelucan Villa Alta *NMX-AA-103-
(/L) 71 72 Z3 SCFI-2006
Benceno 0.02 0.03 0.51 0.03
Clorobenceno 0.02 0.04 0.40 0.03
Cloroformo 0.05 0.05 0.30 0.04
Cloruro de vinilo 0.05 0.05 0.45 0.04

1,4 Diclorobenceno 0.04 0.04 0.32 0.04

1,2 Dicloroetano 0.01 0.02 0.28 0.02

1,1 Dicloroetileno 0.04 0.04 0.20 0.03
Hexaclorobutadieno 0.09 0.01 0.12 0.01
Tetracloroetileno 0.07 0.06 0.10 0.05
Tetracloruro de carbono 0.04 0.03 0.67 0.02
Tricloroetileno 0.03 0.03 0.70 0.02

*Norma Mexicana de Analisis de Agua, determinacion de compuestos organicos volatiles en

aguas residuales, naturales y potables. Secretaria de Comercio y Fomento Industrial 2006.

En la figura 23, se muestra el porcentaje del incremento en la concentracion de COV’s en
las tres zonas de estudio. Al comparar la concentracién en la Z3 de cada parametro:
benceno, clorobenceno, cloroformo, cloruro de vinilo, 1,4 Diclorobenceno, 1,2 Dicloroetano,
1,1 Dicloroetileno, Hexaclorobutadieno, Tetracloroetileno, Tetracloruro de carbono y
Tricloroetileno fueron observados incrementos significativos de concentracion de 2450,
1900, 500, 800, 700, 2700, 400, 33, 43, 1575 y 2233% respectivamente en relacién con la
Z1. Lo que demuestra nuevamente que la z3 es la zona con el mayor incremento de COV'’s.
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Figura 23. Porcentaje del incremento de las concentraciones de los compuestos orgadnicos volatiles
en las zonas de estudio.
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4.7. Evaluacion de metalotioneinas en branquias e higado.

Al determinar la concentracién de metalotioneinas en los tejidos de branquias (figura

24A), se presentaron en todos los grupos incrementos con relacién al grupo control, sin
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embargo, solamente en el grupo de la Z3 el aumento de MT fue estadisticamente
significativo (392 %). La figura 24B muestra el valor medio de la concentracion de MT en
higado correspondiente a cada zona de muestreo. El valor de MT aumentd
significativamente en el grupo Z3 (256 %) con relacién al grupo control.
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Figura 24. Concentracion de metalotioneinas (MT) en branquia (A) e higado (B) de Danio rerio expuestos
al agua del rio Atoyac al 100 % de concentracion. (*) indica diferencia significativa a p<0.05 respecto al
grupo control por un analisis de ANOVA con una prueba post hoc Bonferroni. C: Grupo control, Z1:
Zona 1, Z2: Zona 2, Z3: Zona 3.

4.8. Evaluacion de malondialdehido en branquias e higado de pez cebra.

Se determind como marcador de peroxidacion lipidica malondialdehido (MDA), la
figura 24 muestra la concentracion promedio de MDA por cada gramo de branquias (A) e
higado (B) de pez cebra expuesto a las aguas del Rio Atoyac al 100 % de concentracion
de las tres zonas de estudio. En branquia (Fig. 25A), la concentracion de MDA tuvo aumento
en los tres grupos experimentales respecto al control, sin embargo, los incrementos fueron
significativos soélo en los tratamientos Z2 (1217 %) y Z3 (1237 %). En higado (figura 25B)
los niveles de MDA aumentaron en los tres grupos experimentales con respecto al control,
y solo fueron significativos los tratamientos Z2 y Z3 con 103 % y 124 % respectivamente.
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Figura 25. Concentracion de malondialdehido (MDA) en branquia (A) e higado (B) de Danio rerio
expuestos al agua del rio al 100 % de concentracion. (*) indica diferencia significativa a p<0.05 respecto
al grupo control por un analisis de ANOVA con una prueba post hoc Bonferroni. C: Grupo control, Z1:
Zona 1, Z2: Zona 2, Z3: Zona 3.

4.9. Evaluacion de Oxido nitrico en branquias e higado de pez cebra.

La determinacion del contenido de NO2 en branquias (figura 26A) indicé incremento
en los tres grupos experimentales con relacién al grupo control y fueron significativos. Para
Z1405 %, Z2 549 % y Z3 1022 %. Con relacion a la concentracién promedio de NO2 higado
(figura 26B), se observé un incremento en relacion con el control en los tres tratamientos, y
unicamente fue significativo en el grupo Z3 con 608 %.
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Figura 26. Concentracion de nitrito (NO2) en branquia (A) e higado (B) de Danio rerio expuestos al agua del rio al 100 %
de concentracion. (*) indica diferencia significativa a p<0.05 respecto al grupo control por un andlisis de ANOVA con
una prueba post hoc Bonferroni. C: Grupo control, Z1: Zona 1, Z2: Zona 2, Z3: Zona 3.
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4.10. Evaluacion citotoxica en Allium cepa.

En la tabla 6 y figuras 27 y 28 se muestran los resultados de la media y el error
estandar de la media (EEM) del niumero de raices y la longitud en Allium cepa, expuestas
al agua del rio, en cada una de las zonas de estudio durante 120 horas (tratamiento agudo).
En la zona 1, el mayor numero de raices se observé en la concentracion del 50%, y fue
significativa en comparacion con el grupo control con un aumento del 60 %.

La longitud de las raices fue menor en la concentracion del 100% presentd 28 % de
disminucion en comparacion al grupo control. En la zona 2, los grupos experimentales no
presentaron diferencias significativas en el nimero de raices en relaciéon con el grupo
control. La longitud de las raices en la concentracion del 25% fue mayor mostrando un
incremento6 de 48 %, y en la concentracion del 100% hubo una disminucion significativa del
37 % en comparacion con el grupo control.

Tabla 6. Promedio del nimero de raices y su longitud de A. cepa expuesta a 120 horas en las
zonas de estudio.

Zonas de N° de Longitud *p-valor *p-valor
estudio Grupos raices raices (cm) N° de longitud de
Exp. *M * DS *M * DS raices raices (cm)

Z1 Cc 10.0+0.82 3.74+0.172 0.020 0.003

25 120+24> 3.81+0.092 0.020 0.003

50 16.0+1.7° 3.53+0.33* 0.020* 0.003

100 9.0+24% 270+0.16° 0.020 0.003*

z2 Cc 97+122 441+0.162 0.287 0.002

25 10.0+ 1.6 6.51+0.95° 0.287 0.002*

50 120+1.42 547 +0.742 0.287 0.002

100 9.0+1.62  2.80+0.29¢ 0.287 0.002

Z3 Cc 83+1.22 481+0.332 0.014 0.000

25 11.0£2.22 449+0.28 0.014 0.000

50 47+05° 215+0.12> 0.014* 0.000*

100 0.0+0.0° 0.0 £0.0° 0.0* 0.0*

M + DS =Media y desviacion estandar
Parametros que no comparten letras (a, b, c) son estadisticamente diferentes.
* p-valor = probabilidad de la prueba ANOVA; p < 0.05.

En la zona 3, el numero de raices y su longitud fue menor en el grupo del 50% con
disminuciones del 43 y 55 % respectivamente y fueron significativos en comparacion al
grupo control. En la concentracién del 100% no se presento crecimiento radicular (Tabla 6
y figura 27).
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Figura 27. Promedio del numero y longitud de raices de A. cepa a 120 horas de exposicion en las
zonas de estudio. * p < 0.05.

4.11. indices mitéticos y de fases

1 u100%

El IM, esta caracterizado por el numero total de células en divisién. Se estudio el
efecto en el ciclo celular (CC) de los meristemos radiculares de Allium cepa, en las tres
zonas de estudio. En la tabla 7 y figuras 28 y 29 se presentan los porcentajes promedios
del IM e interfasico Il. Se observo, la tendencia, que en la medida que se incrementa la
concentracioén, el IM disminuye y el [l aumenta.

Tabla 7. Promedio del indice Mitético (IM), indice Interfasico (ll) e indice de fases (IP=indice
profasico; IMe=indice metafisico; IA=indice anafasico; IT= indice telofasico).

Ciclo celular

Mitosis indices
Zonade Grupos IP IMe 1A IT Il IM
estudio Exp. M £ DS M £ DS M+ DS M+ DS M+ DS M+ DS
Z1 Cc 915+142 35+04* 3.1+04* 20+0.6* 457+05* 543+0.5°
25% 91.1+05° 39+022 34104 1.7+0.3* 464109 53.6+0.9°
50% 915+13% 41+02* 27+08° 18+04* 484109 516+0.9°
100% 93.1+212 27+07* 26072 15+0.8 457+1.1% 54.3+1.1?
z2 Cc 922+15* 31+0.3 29+0.7% 18+0.6* 46.2+0.5* 53.8+0.5°
25% 91.7+172 34+01% 23104 1.9+0.3* 453+0.2* 543+0.2°
50% 942+1.3* 22+02* 21+07% 15+04% 535+02" 46.5+1.4°
100% 96.3+0.5° 15+03> 16+022 06+04% 58.0+0.2° 420+0.7°
Z3 Cc 93.6+042 3.1+0.3% 192022 14+02% 459+0.12 54.1+0.32
25% 950+06% 23+0.22 17+03* 11+02%® 56.2+0.1° 438+0.7°
50% 96.0+1.2° 14+04* 172022 1.0+£06* 584+0.2° 416+0.8°
100% - - - - - -

M * DS =Media y desviacion estandar.
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Las medias que no comparten una letra (a, b, c) son significativamente diferentes.
El nimero de fases se determiné al contabilizar 2000 células de A. cepa por grupo.

En la tabla 7 y figura 28, se observé que el IM de A. cepa fue de 54.3 £ 0.5, en el grupo
control de la Z1, estos valores indican que, por cada 100 células, 54 ingresan a divisién
celular. Por consiguiente, valores inferiores indican citotoxicidad del agua, pues afecta el
numero de células que ingresan a la division; valores superiores sefialan un efecto contrario
de induccion de la reproduccién celular. Por consiguiente, en la Z1, el IM en las diferentes
concentraciones no presentaron diferencias significativas con respecto al grupo control. En
la Z2, el IM fue mayor en la concentracion del 25%, el resto de las concentraciones fue
menor en comparacion a su grupo control. En la Z3, en todas las concentraciones las
poblaciones celulares que entran en mitosis (IM) disminuyen con respecto al grupo control
y en la concentracion 100% hay inhibicion del crecimiento celular con respecto al control.
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Figura 28. Indice mitético e indice interfésico de la poblacién celular de A. cepa * p < 0.05.
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Figura 29. I'ndices, de fases mitéticas de la poblacion celular de A. cepa. IT = Indice telofisico; IA = Indice
anafasico; IMe = Indice metafasico e IP = Indice profasico. * p < 0.05.
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En la zona 1 los indices de fases fueron semejantes al grupo control. En la zona 2 el IP del
100 % fue mayor y el IMe del 50 % y 100 % fue menor y estas diferencias fueron
significativas con relacion al grupo control. En la zona 3 el IP del 50 % fue mayor y
significativo en relacion con el grupo control y el IMe del 50 % fue menor y significativo con
el grupo control. La tendencia en los valores de los IA e IT fue en disminucion en las tres
zonas de estudio y en las concentraciones con relacion a su correspondiente grupo control
(Tabla 7 y figura 28)
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CAPITULO V. DISCUSION

La rapida urbanizacién, el crecimiento industrial y poblacional acelerado han
propiciado el incremento de los volumenes de descargas de aguas residuales tanto de
origen doméstico como industrial. Esta situacion, por un lado, ha contribuido de manera
importante en aplicar a discrecion las NOM o no aplicarlas. Las descargas realizadas por la
industria contienen grandes cantidades de materia organica y diferentes compuestos
quimicos que al ingresar en los ecosistemas acuaticos como los rios forman mezclas
contaminantes complejas y toxicas (Hua et al., 2016). Numerosos estudios han investigado
los dafos en la calidad del agua durante los procesos de industrializacion y el incremento
poblacional. Zhang et al., (2017) encontré que la industrializacién y expansién urbana
cambio la calidad del agua en el Delta del rio Pearl. Alambgir et al., (2022) report6é que la
calidad en el agua del rio Turag, que fluye a lo largo de la ciudad de Dhaka, ha disminuido
rapidamente debido al desarrollo econémico acelerado basado en la industrializacion, la
rapida urbanizacion y el crecimiento de la poblacién.

En la presente investigacion se logré identificar la distribucién de las industrias
contaminantes asi como la concentracién poblacional en las localidades de San Martin
Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal (Figuras 1, 2), que son dos factores que en los ultimos
40 anos se han incrementado e incidido en un crecimiento urbano acelerado y desordenado
de la region ocacionado el aumento y diversificacion de vertidos contaminantes urbanos e
industriales en la corriente del rio Atoyac, lo cual ha producido enorme deteriro en la calidad
del agua. Se encontré que en la zona de SMT y TL prevalecen las actividades textiles y
metalulrgicas situacion que condiciona el perfil contaminante del rio que recibe de estas
industrias elevados volumenes de agua residual con altas concentraciones de agentes
xenobidticos como MP (Figura 4) y COV’s (Figura 5). Adicionalmente las descargas
domesticas de las zonas urbanas y periurbanas emiten grandes cantidades de materia
organica, lo que impacta severamente el estado fisicoquimico del agua en el rio Atoyac
como lo indican los resultados del analisis realizado.

Estos resultados coinciden con los de otros investigadores como Sufia & Ashraf (2021);
Caro et al., (2021) y Chamarra & Koichi (2018) quienes han demostrado que el detiroro en
los rios es consecuencia de una compleja interaccion entre la infraestructura, los problemas
sociales, legales, economicos y hasta politicos que se pueden presentar durante un proceso
de rapida urbaninzacion e industralizacion como ha sucedido en los ultimos 40 afos en
municipios del SMT y TL. En este trabajo se reporta que la localidad de SMA ubicada en la
zona de estudio 3 (Figura 1) tiene el mayor indice de densidad industrial y poblacional con
respecto a su superficie territorial (Figura 6), y de acuerdo con los resultados del analisis
fisicoquimico mantiene una correlacién positiva con relacién a la mayor concentracion de
contaminantes que afectan la calidad del agua del rio (Tabla 1). Estos resultados
concuerdan con los de Bravo et al., (2015), Sandoval et al., (2009) y Pérez et al., (2018)
quienes en sus investigaciones determinaron que el mayor deterioro de la calidad del agua
en el Rio Atoyac se presenta en zonas cercanas a las localidades urbanas e industriales.
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La calidad del agua puede interferir en el metabolismo o cambiar las propiedades
estructurales de las moléculas en los sistemas biologicos (Bianchi et al., 2011). Por lo que
la determinacion de algunos parametros fisicoquimicos en el agua contaminada de los rios
que estan expuestos altos niveles de contaminantes puede ayudar a soportar los resultados
obtenidos en una evaluacion ecotoxicologica con biomodelos como es el caso de la
presente investigacion.

En este trabajo se reporta que los valores de temperatura del agua registrados en las zonas
de estudio se encontraron dentro de lo establecido por la NOM y por consiguiente no es un
factor que pueda afectar la calidad en el agua. Con respecto a los parametros de DBOs,
DQO y OD en la zona de referencia cumplen con los LMP por la NOM-001-SEMARNAT-
1996. Esto se debe a que las actividades industriales y comerciales son limitadas (DENUE,
2020) por lo tanto la capacidad auto depurativa del rio en esa seccién es suficiente para
mantener los niveles minimos de OD para sostener vida acuatica. Sin embargo, de acuerdo
con el criterio de la CONAGUA para el ICA la Z1 no se cumple con el parametro de DQO
por lo que el agua del lugar clasifica como agua contaminada. En las zonas de estudio 2 y
3, los resultados del analisis fisicoquimicos evidencian un alto grado en el deterioro del
agua. Destacan los altos niveles de materia organica (DBOs y DQOQO) y condiciones anoxicas
(OD).

Estos resultados coinciden con los reportados por Martinez et al., (2017) quien determiné
condiciones anoxicas con valores de 0 a 0.58 mgL-1 tanto en temporada de lluvias como
de estiaje en la zona alta y de cofluencia del rio Atoyac con el rio Zahuapan debido a la alta
demanda de oxigeno para la mineralizacién de las enormes concentraciones de materia
organica (DBOs y DQO) presente en la zona debido a la extensa contaminacion por aguas
residuales de las actividades domesticas e industirales. Por causa de esta condicion
anoxica es imposible el sustento de flora y fauna acuatica ya que el valor minimo necesario
para evitar efectos adversos en los organismos acuaticos es del 80 % de saturaciéon a 20
°C y 1atm obien de 5 a 6 mgL-" (Pérez et al., 2018). El aumento de los parametros de CE y
TUB en las zonas 2 y 3 se debe también a la alta concentracion de materia organica, y a
que los microrganismos, especialmente bacterias al oxidar los altos contenidos de material
organico trae como consecuencia el aumento de residuos en suspension lo que ocasiona
que los niveles de transparencia disminuyan y la CE se incremente (Déniz, 2010).

Este comportamiento coincide con lo reportado por Pérez et al., 2019 quien cuantifico altos
valores de turbidez y Ce en zonas del rio Atoyac que se encuentran vinculadas a
concentraciones altas de materia organica provenientes de aguas residuales domésticas e
industriales. El valor de pH en las tres zonas de estudio fue de caracter acido sin embargo
en la Z1 fue casi neutro y cumplié con los LPM de la NOM. Las zonas 2 y 3 presentaron un
pH significativamente mas acido lo cual es perjudicial para el ecosistema acuatico y se le
puede atribuir a las actividades industriales ya que es muy probable que la disminucién de
los iones de hidrogeno este asociado al uso de agentes auxiliares de algunos procesos
textiles que predominan principalmente en la zona 3 como son agentes reductores,
blanqueadores, humectantes, desengrasantes y antiestaticos.

Estos resultados concuerdan parcialmente con los reportados por Martinez et al., (2017)
quien determiné valores de pH en el rio en SMT cercanos a 10.24 unidades de pH como
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resultado de los diferentes procesos industriales de la zona como la metalmecanica y textil
que en sus procesos de lavado utilizan grandes cantidades de sosa caustica, la cual tiene
un pH cercano a 13.5. Hernandez (2016) reporté en la localidad de Villa Alta en época de
lluvia valores promedio de pH 6,94 que son similares a los registrados en la presente
investigacion en época de estiaje (5.2 £ 0.4), esta variacion pudo deberse a que en la época
de lluvias el pH tiende a incrementarse por la dilucién de los contaminantes al aumentar el
caudal del rio (Tabla 3). En este estudio encontramos marcadas diferencias en la
concentracion de As y MP en las tres zonas de estudio (Tabla 4). El 94 % de los 16
parametros analizados en las zonas 2 y 3 no cumplen los LMP por la NOM y haciendo la
comparacion con criterios de la CONAGUA los parametros As, Cd, Cr, Hg y Pb no son
aceptables para un agua potable. Hubo incrementos 7 y 5 veces mayores de As y MP
respectivamente en la zona 2, y de 32 y 48 veces mas en la zona 3; esto se debe a la alta
densidad industrial y a la gran diversidad de descargas que recibe esa seccion del rio
principalmente de ramo textil y metalurgico.

Mencién especial debemos hacer acerca del Hg que en ninguna zona de estudio cumplié
con los LMP de la NOM y tuvo aumentos de 900 y 5900 % en las zonas 2 y 3
respectivamente en relacién con la zona 1, y se debe a los vertidos de fuentes
antropogénicas de Hg como son la industria del papel y las dedicadas a procesos de
recubrimientos metalicos (Gaiolia et al., 2012); industrias que se encuentran presentes en
las zonas 2 y 3. Esta situacion es bastante preocupante y peligrosa para la salud de los
habitantes de la zona debido a que metales como el Cd y Cr estan clasificados en el grupo
1 por el Centro Internacional de Investigaciones Contra el Cancer (IARC por sus siglas en
inglés: International Agency for Research on Cancer) como cancerigenos para los seres
humanos. El Hg es un metal extremadamente téxico que al ingresar al organismo de los
seres vivos produce efectos neurotoxicos induciendo sintomas graves como pérdida de
vision periférica, descoordinacion de movimientos, disfuncidon para hablar, disfunciéon
auditiva, debilidad muscular y en caso extremo produce el deceso del organismo (EPA,
2020; Sandoval et al., 2009; Pérez et al., 2018) determinaron que la concentracién de MP
en las localidades del Alto Atoyac no representaban un riesgo ecolégico para el sustento
de vida acuatica, ya que los valores que determinaron estaban debajo de los LMP por las
NOMs.

Dichos valores fueron de 22 a 166 veces menores a los resultados de la presente
investigacion. Al cabo de 13 afios en la misma zona de estudio, los valores han sufrido
aumentos significativos. Las posibles causas de estos incrementos son el mayor de
volumenes de descargas residuales a consecuencia del crecimiento urbano, industrial y
comercial. Pero, ademas la falta de infraestructura para el tratamiento de aguas residuales
la cual no ha crecido de manera proporcional al aumento de la generaciéon de vertidos
(Vallejo, 2016). Los COV’s analizados, en las zonas de estudio, presentaron diferencias
espaciales significativas de concentracion. Se registraron concentraciones 28 veces
mayores en la Z3 con respecto a las zonas 1y 2; esto se debe a la intensa industrializacién
presente en la zona donde se ubican los corredores industriales Quetzalcoatl, Ixtacuixtla y
el Complejo Petroquimico Independencia, el cual produce metanol, tolueno y benceno
(DENUE, 2020; Montero et al., 2006). Sin embargo, el porcentaje de parametros que
cumplieron con las NOM en las zonas 1y 2 fueron idénticos (64 %) aun cuando en la zona
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1 no hay industrias contaminantes ni tampoco un indice alto de urbanizacion. La presencia
de COV’s en la zona agroforestal se podria deber al uso de pesticidas. De acuerdo con lo
reportado por McDonald et al., (2018) el 25 % de emisiones de COV’s proviene de fuentes
de productos quimicos incluidos los agroquimicos.

Los resultados obtenidos de la presente investigacidon no concuerdan con lo reportado por
Montero et al., (2006) y Sandoval et al., (2010) que detectaron concentraciones de COV'’s
como cloroformo y benceno en las localidades de VA y SMA; y cuyos resultados estuvieron
por debajo de los registrados en la presente investigacion. Los COV’s como el benceno y
cloroformo encontrados en la zona son altamente peligrosos y estan clasificados por la
Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) de la OMS como
cancerigenos clase 1 para los seres humanos.

La EPA ha demostrado que el benceno al sobrepasar lo LMP causa efectos en el sistema
nervioso, anemias, aberraciones cromosomicas y en casos extremos cancer. Por otro lado,
el cloroformo de acuerdo con la Agencia Para Sustancias Toéxicas y el Registro de
Enfermedades (ATSDR) produce lesiones hepaticas, en el corazén, sistema nervioso y
rinones. Hasta la fecha no se ha comprobado que el cloroformo tenga efectos mutagenos
en los seres humanos. Sin embargo, la presencia de este tipo de compuestos en los rios
significa un alto riesgo ya que ingresan al aire, y pueden llegar con gran facilidad a zonas
habitadas cercanas al rio y, su inhalacién puede ser causa de dafio oxidativo y alteraciones
proteicas (Galelli, 2000).

De acuerdo con Escobar (2003) la presencia de benceno y en el agua se debe a su
descarga liquida de efluentes industriales, en la manufactura de metales no ferrosos y de
textiles. El cloroformo se produce en grandes cantidades cuando se blanquea la celulosa
con cloro en las industrias papeleras como las que estan presentes en las zonas de estudio
2y 3. Actualmente uno de los problemas ambientales de mayor impacto a nivel global es la
contaminacion de los recursos hidricos por MP, y es debido al alto potencial toxico que
presentan en los rios y son considerados un serio problema para la salud de habitantes que
interactian directamente con dichos rios (Pabén et al., 2020).

A pesar de que algunos MP son esenciales para los sistemas bioldgicos, los altos niveles
de exposicion inducen dafios a la salud humana, asi como a la flora y fauna (Prieto et
al.,2009). El incremento en la concentracion de MP en los ecosistemas acuéticos proviene
de diversas fuentes antropogénicas, aumentando los efectos nocivos sobre los diferentes
sistemas bioldgicos (Contreras, 2004). Una estrategia que emplean los organismos para
contrarrestar el efecto toxico de MP es el uso de MT que es una familia de proteinas de
masa molecular pequefa, con alto porcentaje de cisteinas y una fuerte afinidad por los
metales (Urefa, 2007).

En este trabajo, al exponer peces cebra adultos al agua del rio Atoyac al 100 % de
concentracién se presentaron diferentes espectros de induccion de MT en branquias e
higado. La induccién de MT fue dependiente de la concentracién de MP presentes en las
distintas zonas de muestreo. Es importante mencionar que el espectro de metales que
pueden unirse a las MT es bastante amplio. En condiciones fisiologicas las MT suelen
coordinar zinc (Zn) y/o cobre (Cu). No obstante, si existen otros metales en el medio, como
cadmio (Cd) o mercurio (Hg), que son téxicos pueden desplazar a los anteriores (Harumi,
2007; Jia et al., 2017; Mourgaud et al., 2002). Los resultados del presente trabajo indican
que la mayor concentracion de MT se presenté en los tratamientos de la Z3 tanto en
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branquia como en higado (Figura 5). Estos resultados evidencian la enorme concentracion
de metales téxicos vertidos en las localidades de SMA y VA, concretamente por las
industrias del ramo textil y metélico que incluye talleres de herreria, asi como medianas
empresas del giro metalmecanico, que vierten sus aguas residuales sin tratamiento terciario
para eliminar los metales toxicos (Caviedes et al., 2015).

Se observé una mayor acumulacién de MT en branquia con relacion a higado del 28 %
(Figura 8), si bien el higado es la glandula detoxificadora de mayor relevancia Jebali et al.,
en 2008 demostré que dosis aguadas de MP superiores a 200 ugKg-' reducen la sintesis
de MT hepaticas debido a la inhibicion progresiva de procesos metabdlicos. Los resultados
de la presente investigacion no fueron consistentes con los reportados “por Garcia & Robles
(1999) que determinaron que la mayor cantidad de proteinas ligadas al transporte de
metales no funcionales se almacenan en las células hepaticas y renales. Gael (2018)
demostré una correlacion positiva entre la concentracion de Cd en higado y la sintesis de
proteinas quelantes en dos especies de peces: lobulina y lenguado, sin embargo, observé
diferencias en la velocidad de absorcion del metal en ambas especies, lo cual indica que
los factores fisiologicos y la cinética de acumulacion son caracteristicas interespecificas que
afectan la variabilidad en las concentraciones de MT en distintas especies.

Sin embargo, Costa et al., (2008) reporté que el deterioro del tejido hepatico en peces del
género Sparus aurata puede influenciar la disminucion en la induccion de MT vy
bioacumulacion de MP, esto puede explicar porque hubo organismos del grupo Z3 que
presentaron disminuciones significativas en la concentracién de MT con respecto a otros
elementos del mismo grupo, ya que el tejido hepatico de esos animales estaba sumamente
dafiado y no tuvieron capacidad de acumular mayor cantidad de metales. Por lo tanto, la
integridad de los 6rganos son un factor que contribuye a variabilidad observada para la
induccién de MT (Costa et al; 2008).

Las branquias junto con el higado son el principal érgano diana de toxicidad de los peces,
sin embargo, a diferencia del tejido hepatico estan en contacto directo con el ambiente y
son el lugar dominante de absorcién de metales pesados (Evans, 1987). Son érganos
sumamente complejos con una gran diversidad de células: respiratorias, mucosas, cloro y
de pavimento, lo que hace complicado interpretar los mecanismos de induccion de MT en
este 6rgano. En este estudio se observé la mayor presencia de MT en branquias en el grupo
de la Z3 y el incremento de MT fue dependiente de la concentracion de MP presentes en
cada una de las zonas y esta asociado con la funcién protectora del tejido contra la
captacion excesiva de MP.

Esta mayor tasa de sintesis de MT en el tejido branquial se puede deber de acuerdo con
Dragun et al., (2009) a una diversidad de células que actuan en mayor o menor medida en
la detoxificacion de MP por ser sitio principal de entrada de metales disueltos. El trabajo
realizado por Alvarado et al., (2006) apoya lo anterior ya que sus resultados mostraron que
debido a exposiciones altas de MP las branquias de peces rodaballo tuvieron aumentos
significativos y rapidos de células cloro, las cuales tienen un alto mecanismo de
detoxificacion intracelular que involucra la sintesis de altos niveles de MT citosdlica. Otras
investigaciones como las realizadas por Dang et al., (2001) y Berntssen & Lundebye (2001)
reportaron que el tipo de célula objetivo en la expresion de MT en branquias de tilapia y de
salmon fueron células cloro y en menor medida las células del pavimento. Esta seria la
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razoén por la que en la presente investigacion la acumulacion de MT en el tejido branquial
fue superior al del hepatico.

El estrés oxidativo se puede definir como como el exceso de productos oxidantes como los
radicales libres que son sumamente toxicos y pueden inducir dafio acelerado a células,
tejidos u 6rganos de un ser vivo. Tanto los mamiferos como los peces exhiben respuestas
celulares muy similares ante el estrés oxidativo (Ochoa & Gonzalez, 2008). Dentro de las
principales lesiones relacionadas con el ataque de los radicales libres se encuentra la
oxidacion de membranas lipidicas, oxidacion de proteinas y la oxidacion a acidos nucleicos
(Vélez, 2015). EI MDA es un metabolito resultante del proceso de peroxidacién lipidica con
vida media y alta reactividad que le permite actuar tanto en el interior como en el exterior
de las células con la capacidad de inactivar enzimas, reaccionar con proteinas e interactuar
con ADN (Ochoa & Gonzalez 2008; Muhiz, 2014).

En este trabajo para evaluar el efecto prooxidante de la mezcla contaminate del agua del
rio Atoyac se analizaron las concentraciones en branquias e higado de pez cebra de MDA
como indicador de peroxidacion lipidica y nitritos como metabolito indirecto de la produccién
de NO. Con respecto al MDA los resultados indican un aumento significativo de este
parametro tanto en branquias como en higado en los grupos de las zonas 2 y 3 en relacién
con el grupo control y el grupo de la Z1 (Figura 6).

Lo anterior nos permite inferir que los altos niveles de MDA en los peces expuestos al agua
de las zonas 2 y 3 indican que las células branquiales y hepaticas estan en estado de estrés
oxidativo lo que indica un alto riesgo de generar dafio hepatico y branquial lo cual se podria
atribuir al efecto de las altas concentraciones de la mezcla contaminante de COV’s y MP
(Tablas 2 y 3). Al respecto existen varios estudios que se han llevado a cabo principalmente
en modelos murinos en su mayoria, pero cuyos resultados concuerdan con el
comportamiento observado en la presente investigacion. Los resultados del presente
trabajo concuerdan con los reportados por Saleh & Marie (2016) que utilizaron peces Arius
para monitorear la contaminacion en la Costa del Mar Rojo de la Republica de Yemen
determinando MDA como biomarcador de estrés oxidativo el cual presento incrementos
dependientes de la concentracién de metales pesados en 6rganos vitales de los peces.

Compuestos como el benceno son altamente toxicos y después de ser metabolizado genera
radicales libres (Uzma et al., 2010). Bahadar et al., (2015) determiné que el benceno induce
aumento significativo de ERO en glandulas digestivas como higado y pancreas de
biomodelos animales. Beddowes et al., (2003) en su investigacion menciona que
compuestos como el cloroformo y tetracloruro de carbono tienen capacidad de inducir
genotoxicidad por el agotamiento de glutation a través de procesos de estrés oxidativo.
Belmont et al., (2010) en su investigacion demostré que la mezcla compleja de tolueno,
cloroformo y cloruro de metileno produce en sistemas bioldgicos estrés oxidativo.

Los efectos oxidantes de la exposicion a MP han sido estudiados con mayor amplitud
respecto a los COV’s. Vargas et al, (2007) y Berzosa (2011) indicaron en sus
investigaciones que los metales pesados son buenos inductores de estrés oxidativo,
participan en la generacion de radicales como el OH- a través de las reacciones de Fenton
y Haber-Weiss. El ingreso de MP en los peces puede presentarse mediante su absorcién a
través de las branquias, tracto digestivo y la piel. Las branquias son la via que tiene la mayor
tasa de ingreso de MP y la piel representa el menor porcentaje de ingreso (Tomailla &
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lannacone 2018). Los resultados de esta investigacion son similares a los reportados por
Sai et al., (2017) y Qing et a., (2017); que expusieron especimenes de pez cebra a
concentraciones ambientales relevantes de metales pesados como el Cd, reportando en
sus resultados incrementos significativos de MDA en relaciéon con su grupo control al
aumentar las concentraciones de Cd en los grupos experimentales. Morcillo et al., (2016)
observé que las células de peces teledsteos expuestas a Pb, Hg, As, Cu y Zn mostraron
aumentos significativos en los niveles de ERO que han sido aceptados como inductores
principales de citotoxicidad. Valko et al., (2005) demostré que la oxidacion del As en
condiciones fisioldgicas da como resultado la formacion de H2O; lo que puede explicar los
altos niveles de MDA en nuestros resultados.

Los radicales libres derivados del nitrdgeno son moléculas sumamente reactivas que
pueden producir dafos irreversibles a las biomoléculas celulares. Al igual que los RLO los
RLN son reconocidos por su accidn deletérea dentro de las células. El radical libre derivado
del nitrégeno que mas atencion ha tenido es el éxido nitrico (NOe) (Gutiérrez et al., 2014).
El NO- es un radical libre que tiene una vida muy corta de apenas 6 segundos, posee un
electron no apareado y se estabiliza al unirse con otras especies paramagnéticas como el
oxigeno formando nitritos y nitratos (Benavides & Pinzon 2008). Debido a su corta vida y
bajas concentraciones su cuantificaciéon por medios biolégicos es dificil de realizar, por eso
se cuantifican sus metabolitos estables: nitrito (NO2) y nitrato (NO3). El NO-tiene efectos
duales dependiendo de su concentracién, a bajas concentraciones actia como modulador
neuronal y promueve neuro proteccion, pero en altas concentraciones puede producir
toxicidad y degeneracion tisular (Pulido, 2019).

Muy pocos estudios han abordado directamente la cuestion de la produccion de ERO in
vivo, ya sea en ausencia o presencia de xenobiodticos, en organismos acuaticos,
principalmente debido a las dificultades técnicas de tales mediciones, de ahi la importancia
del presente trabajo. En la investigacion, se expusieron peces cebra adultos a muestras de
agua del rio Atoyac concentradas el 100 % en volumen de 3 diferentes zonas para
determinar su efecto nitrosativo en los érganos diana branquia e higado para lo cual se
valord la concentracion de (NO2) como metabolito indirecto de NOe-. (Figura 7) muestran
que el agua del rio induce aumentos significativos de NO- tanto en branquias como en
higado en los tratamientos de las zonas 2 y 3 con relacién al control.

Del mismo modo sucede con el estrés oxidativo el aumento de estrés nitrosativo muy
probablemente se debe a las altas concentraciones de MP y COV'’s presentes en el agua
del rio que son fuente exdgena de xenobidticos con la capacidad de inducir ERO y ERN. El
estudio realizado por Badham & Winn (2010) demostraron que el benceno tiene una alta
incidencia en la generacién de ERO como los radicales superéxidos O3, hidroperoxilos e
hidroxilos. Otras fuentes exdgenas de ERO son los metales pesados como Cu, Co, Cry Fe
(Carvajal, 2019, Avello & Suwalsky 2006). Bajo estas condiciones se produce un aumento
del radical Oz que al reaccionar con el radical NO« produce cantidades significativas de
sustancias aun mas oxidantes como el anion peroxinitrito (ONOO¢), el cual ataca un gran
numero de blancos biologicos. Las ERN como el ONOO- alteran la estructura diversas
biomoléculas como aminoacidos y proteinas a través de procesos de nitracion.

Por lo que la relacion entre NO+ y el Oy es critica en la etiologia de enfermedades
neurodegenerativas y cancer (Cardenas et al., 2006). Los resultados del presente proyecto
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de investigacién son similares a los reportados Pascoli et al., (2011) determinaron que
mezclas contaminantes constituidas por MP, sulfuros y acidos volatiles presentes la Laguna
de Venecia provocan en tejidos peces eventos estrés oxidativo y nitrosativo dependientes
de la concentracion contaminante. Por su parte Jensen (2009) sometié ejemplares de bagre
rayado y peces de agua dulce, respectivamente a muestras de agua en condiciones
ambientales las cuales indujeron hipercapnia (hipoxia) en los animales debido a las bajas
cantidades de oxigeno disuelto en el agua lo que les indujo efectos de estrés nitro sativo
que se vio reflejados en el incremento de los niveles de nitrito.

Finalmente podemos deducir con los resultados anteriores que el riesgo de dafo celular
en sistemas bioldgicos debido potencial prooxidante del agua del Rio Atoyac es
dependiente de la distribucion espacial de las fuentes contaminantes que se van
incrementando con relacion a la cantidad y diversidad de actividades antrépicas que existen
en las zonas de estudio y que de acuerdo al analisis de evaluacion rapida de cuentes
contaminantes de las zona de estudio (ERFCA) los MP y COV’s son los agentes
xenobidticos que tienen mayor impacto en la calidad del agua del rio y su efecto
toxicoldgico.

También se llevo a cabo la evaluacion del efecto citotdxico del agua en las zonas de estudio
con Allium cepa, demostré que hay una disminucién gradual y significativa en el numero y
crecimiento de raices dependiente de la concentracion del agua en las zonas de estudio
(Tabla 5 y figura 18 y 19). En las concentraciones del 25 y 50% de la Z3 se observo las
afectaciones mas severas sobre el desarrollo radicular de A. cepa, esto probablemente se
debe a que las altas concentraciones de MP y COV’s (Tablas 4 y 5) que tienen accion
inhibitoria retardaron el proceso de la mitosis en la poblacién celular de las raices al inhibir
la sintesis de ciclina B que activa a la enzima (quinasa dependiente de ciclina 1) Cdk1 para
formar el factor promotor de mitosis (FPM) de manera que al disminuir este factor no se
lleva a cabo la fosforilacion de los filamentos en la envoltura nuclear, impidiendo que se
rompa y que las células ingresen al estadio de profase (Tablas 7 y 8, Figura 20) retardando
el crecimiento radicular (Sabeen, 2020; Timothy et al., 2014; Beltran & Gonza 2017).

Este comportamiento concuerda con los datos reportados por Debnath et al., (2018) quien
evalud el efecto citotéxico de nanoparticulas en el niumero de raices de A. cepa y que
después de 72 horas de exposicion se observo que el mayor numero de raices se presento
en las concentraciones con menor cantidad de nanoparticulas. En relacién a la
concentraciéon del 100% en la zona 3, hubo completa inhibicién en el desarrollo radicular
(Tabla 5 y figura 18 y 19), este efecto podria ser resultado del total bloqueo de la sintesis
de ciclina B que se encarga de llevar a cabo la inactivacion de la proteina Rb que a su vez
inactivaria a la proteina E2F que se encarga de promover a la célula a la etapa G1 en la
interfase, de manera que las células se mantienen en quiescencia (Go) y no se puede iniciar
el proceso del ciclo celular, este comportamiento podria deberse a las elevadas
concentraciones de COV’'s y MP que rebasan los LMP de las NOMs y las normas
internacionales en la Z3 (Rodriguez et al., 2018; Cagri & CavusogluK, 2020). Esta inhibicion
en el desarrollo radicular observado en la presente investigacion también fue similar a lo
observado por Berrocal et al., (2013), que determind que a concentraciones por arriba de
las recomendadas para su uso los biocidas vertimec y pentacloro inhiben el numero de
raices en los bulbos de A. cepa.
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Adicionalmente se presento un efecto evidente en la concentracion del agua al 100% en las
zonas de estudio Z1 y Z2 en relacién con el IM. En la zona 1 el porcentaje del IM e Il son
iguales con respecto al grupo control (Tabla 8) esto podria atribuirse a que la mayoria de
los COV’'s y de los MP se encuentran dentro de LMP de las NOMs y las normas
internacionales; sin embargo, para la Z2 el Il fue mayor y el IM fue menor y significativo en
relacion al grupo control, lo que demuestra el mayor potencial citotoxico del agua en la zona
2, probablemente debido a la mayor proporcion de MP y COV'’s, provenientes de las
descargas de aguas residuales principalmente de tipo industrial. Los resultados de esta
investigacion concuerdan con los de otras investigaciones (Herrero et al., 2012; Salazar &
Quintero, 2020) que observaron decremento del IM dependiente del aumento de la dosis
de sus tratamientos con respecto al tiempo por el incremento de nanoparticulas y glifosato
respectivamente, en el medio.

En relacién con los indices de fase, el indice profasico (IP) en las 3 zonas se incrementé en
la medida en que se incrementaba la concentracion del agua en los tratamientos. Estos
resultados demuestran la citotoxicidad producida por los MP y COV’s que probablemente
bloquean los complejos de Cdk y ciclinas A - B, que son los responsables de iniciar la
condensacion del material genético (Hepler & Hush, 1996). Los indices metafasicos (IMe),
anafasico (lA) y telofasico (IT) en los tratamientos en la zona 1 no presentaron cambios
significativos con respecto a su grupo control, situacidon que se evidencia al comparar el
nuamero y longitud de las raices en las diferentes concentraciones, ya que no presentaron
diferencias en comparacion a su grupo control (Tabla 6).

En la Z2 el IMe en las concentraciones del 50 y 100% y el numero de células en metafase
fue menor y significativo en comparacion a su grupo control y en los estadios de anafase
(IA) y telofase (IT) el numero de células fue semejante al grupo control, en términos del
nuamero de raices no hubo diferencias en relacion con el grupo control, pero la longitud fue
menor en el grupo del 100% y significativa en relacién con el control (Tabla 6). Esta
disminucion podria estar relacionada con las concentraciones de MP y COV'’s identificadas
en la Z2, mismas que rebasaron los LMP de las NOMs (Tablas 4 y 5). También los trabajos
reportados por Kumar et al., (2015) observé la misma tendencia, al analizar la poblacién
celular de raices de A. cepa sometidas a concentraciones progresivas de nanoparticulas
de 6xido de cromo Il y se present6 una disminucién significativa, en los valores obtenidos
en el IMe en comparacién al grupo control.

En la Z3 el numero de células en el estadio de metafase en la concentracién al 50% fue
menor Yy significativo en comparacion a su grupo control, sin embargo, en los estadios de
anafase (IA) y telofase (IT) el numero de células no varié y fue semejante al grupo control
(Tabla 8). En relacion con el numero de raices y, su longitud fue menor y significativo al
50% y coinciden con los indices de fase evidenciando que a menor numero de células en
division mitética la longitud de las raices sera menor y significativo (Tabla 3). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por (Andrioli & Mudry, 2011; Otiniana & Mura, 2014
y Kumar et al., 2015).

La mayoria de los autores que han evaluado la contaminacion la calidad del agua en el rio
Atoyac (Saldana, 2006; Sandoval et al., 2009; Castro et al., 2019; Pérez et al., 2019;
Navarro et al., 2017) coinciden que la causa principal de la contaminacion es el factor
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economico representado por el sector industrial, sin embargo, la problematica ambiental
que existe en la cuenca hidrolégica no es meramente ecolégica, es multifactorial con
repercusiones sociales, politicas y culturales que se interrelacionan y confluyen
desencadenando conflictos socioambientales complejos (Gémez et al., 2011).

La problematica de la contaminaciéon ambiental en el Rio Atoyac en San Martin Texmelucan
y Tepetitla de Lardizabal en los ultimos cuatro décadas se ha considerado un tema de
preocupacion social, ya que numerosos estudios han demostrado que la exposicidén a
metales pesados y compuestos organicos volatiles se encuentra asociado al desordenado
y desigual desarrollo industrial y poblacional que existe en la zona de estudio con impactos
significativos en la salud de los ecosistemas y humana, y que pueden inducir enfermedades
cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos y alteraciones en el ADN como se ha
evidenciado, en la presente investigacion, que ocurre en Danio rerio y A. cepa (Raven et
al., 2014; Reece et al., 2011; Carvajal, 2019, Avello & Suwalsky, 2006).

Las evidencias han revelado que, la zona de estudio cuenta con 448 industrias
contaminando sus aguas que contiene compuestos con conocida actividad genotoxica,
mutagénica y/o carcinogénica, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y sus
derivados, los metales pesados, 6xidos de azufre y de nitrogeno. Los efectos adversos
observados de los MP y los COVs provienen de la induccién de estrés oxidativo en las
células, que inicia con la formacién de especies reactivas de oxigeno ERO, capaces de
inducir cambios en ciclo redox celular y por tanto desencadenar una serie de eventos en
cascada como la alteracion del ciclo celular y dafio oxidativo a macromoléculas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos en A. cepa y Danio rerio (Carvajal, 2019, Avello &
Suwalsky, 2006; Livingstone, 2001):

Adicionalmente hay que destacar la permisibilidad de las autoridades competentes en la
aplicacién de las NOM, lo que contribuye de manera importante en la actual crisis ambiental
que se vive SMT y TL y sin posibilidad de resolverse a mediano plazo, dado que existe un
completo divorcio entre la salud ambiental y la publica que hacen que se desestimen las
causas sociales y los procesos que generan enfermedades por la contaminacion (Pagan,
2016).

Finalmente, El crecimiento econdmico y la globalizacion en San Martin Texmelucan y
Tepetitla de Lardizabal han originado evidentes beneficios, pero al mismo tiempo han
generado dificultades e incertidumbres para identificar con exactitud la relacion causal entre
crecimiento industrial, poblacional y salud ambiental. La medicion de la exposicion a
numerosos factores ambientales es compleja porque no se dispone de sistemas adecuados
de informacion vy vigilancia sanitaria que permitan valorar la magnitud y gravedad de los
riesgos. Las evidencias de la investigacion lo demuestran.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

La contaminacion del rio Atoyac en San Martin Texmelucan y Tepetitla de Lardizabal
ha sido resultado de un intenso y generalizado desarrollo industrial y poblacional en la zona,
lo que ha propiciado el vertido intensivo de 448 industrias que en su mayoria no son tratadas
sus aguas residuales, previamente antes de ser vertidas al rio Atoyac. Las evidencias
indican que el agua del rio Atoyac en las tres zonas de estudio contienen principalmente
metales pesados, arsénico y compuestos organicos volatiles que en su mayoria
sobrepasaron los LMP por las NOM, ademas, de que su efecto es carcinogénico, en la
mayoria. La variedad de productos quimicos industriales que estan ingresando al medio
acuatico son absorbidos por los tejidos animales y vegetales. En el caso de A. cepa 'y Danio
rerio los efectos del agua residual industrial se estudiaron en el sistema radicular, en
branquia e higado.

Los datos obtenidos en A. cepa indicaron que el crecimiento y desarrollo del organismo
expuesto ha sido afectado por algun o varios componentes del agua el rio, inhibiendo
drasticamente el ciclo de la divisién celular. Las evidencias en los bioensayos con Danio
rerio manifestaron que la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) estimuladas
por los MP y los COV’s presentes en el agua y el dafio oxidativo resultante pueden ser un
mecanismo de toxicidad en los organismos acuaticos expuestos a la contaminacién y
representan una amenaza para la salud ambiental del ecosistema y la salud humana.

Por lo anterior, la calidad del agua en el rio Atoyac en la actualidad representa un alto riesgo
ambiental que pudiera afectar no s6lo al ambiente sino también a los sistemas biolégicos
tanto a nivel celular como molecular por los resultados de los bioensayos aplicados en los
modelos experimentales A. cepa y D. rerio, que explican que estas mezclas contaminantes
tienen un alto potencial toxico de inducir estrés oxidativo y alteraciones en el ciclo celular
de los organismos sobre todo en la zona de estudio 3 que se identific6 como punto critico
de la contaminacién del rio en la region. Estos resultados nos deben hacer reflexionar que
es necesario aplicar la normatividad vigente en materia de descargas residuales, que la
infraestructura para la proteccion del ambiente se debe desarrollar a la par del crecimiento
urbano e industrial e incluir no sélo a los actores gubernamentales, también a las empresas
para que cumplan con su responsabilidad en materia ambiental.
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ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion de actividades econdmicas del sector secundario
(manufacturero)

Caddigo Actividad

3110 Industria alimentaria

3120 Industria de las bebidas y del tabaco

3130 Fabricacién de insumos textiles y acabado de textiles

3140 Fabricacién de productos textiles, excepto prendas de vestir

3150 Fabricacién de prendas de vestir

3160 Curtido y acabado de cuero y piel, y fabricacién de productos de cuero y piel

3210 Industria de la madera

3220 Industria del papel

3230 Impresion e industrias conexas

3240 Fabricacién de productos derivados del petréleo y del carbén

3250 Industria quimica

3260 Industria del plastico y del hule

3270 Fabricacién de productos a base de minerales no metalicos

3310 Industrias metalicas basicas

3320 Fabricacidon de productos metalicos

3330 Fabricaciéon de maquinaria y equipo

3340 Fabricacién de equipo de computacidon, comunicacion, medicion y de otros
equipos, componentes y accesorios electronicos

3350 Fabricacién de accesorios, aparatos eléctricos y equipo de generacién de
energia eléctrica

3360 Fabricacion de equipo de transporte y partes para vehiculos automotores

3370 Fabricacién de muebles, colchones y persianas

Clasificacion para actividades econémicas, INEGI 2007.

Consultado en: http://sanmartintexmelucan.blogspot.com/2010/04/actividad-
economica-en-san-martin.html
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Anexo 2. Evaluacion Rapida de Fuentes Contaminantes (ERFCA).

Cuadro 1. Cargas contaminantes provenientes de efluentes industriales

Carga contaminante

Industria y proceso 28053 DQO3 SST Zn , Cr \ Pb , CN , Ni , Cd ,
g/m Kg/m Kg/m3 Kg/m Kg/m Kg/m Kg/m Kg/m Kg/m

Produccion de alimentos
Productos lacteos 2.2 - 2.2 - - - - - -
Enlatados de frutas y verduras 1.1 - 4.3 - - - - - -
Industria de bebidas
Destilerias de alcohol 3.5 - 257 - - - - - -
Fabrica de refrescos 0.3 - 1.3 - - - - - -
Producto metalico manufacturado
Enseres domésticos 0.3 1.5 0.2 0.01 0.002 0.0004 - - -
Galvanoplastia de Cu - - - 0.007 - - 0.01 - -
Galvanoplastia de Ni - - - - - - - 0.003 -
Galvanoplastia de Cr203 - - - - 0.02 - - - -
Galvanoplastia de Zn - - - 0.1 - - 0.02 - -
Galvanoplastia de Cd - - - - - - 0.02 - 0.001
Manufactura de cuero
Tenerias de cuero 1.7 5.2 2.7 - 0.07 - - - -
Manufactura de pulpa y papel
Pulpa sulfatada 1.4 - 0.3 - - - - - -
Pulpa semiquimica 0.6 - 0.3 - - - - - -
Fabrica de papel 0.1 - 0.4 - - - - - -
Manufacturas textiles - - - - - - - - -
Algodon 45 78 30 - - - - - 45
Nylon 125 216 87 - - - - - 125
Acrilico 100 320 95 - - - - - 100
Poliéster -

Visto y modificado de http://cidbimena.desastres.hn/pdf/spa/doc1845/doc1845.htm
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Cuadro 2. Cargas contaminantes provenientes de efluentes industriales

DBOs DQO SST

Industria y proceso KgIT Kg/T Kg/T

Cu
Kg/T

Cr Zn
Kg/T Kg/T

NaOH Hg
Kg/T Kg/T

Manufactura de automotores 0.3 1.5 0.2

0.002 0.01

Productos quimicos

Butadieno

Acetileno

Oxido de etileno

Formaldehido

Dicloroetileno
Cloruro de vinilo 0.3 58 0.2
Fenol

Etilenglicol

Acrilatos

Metilmetacrilatos

Acido tereftalico

0.002

0.07 0.02

0.03  0.0004

Visto y modificado de http://cidbimena.desastres.hn/pdf/spa/doc1845/doc1845.htm

Cuadro 3. Cargas contaminantes provenientes de efluentes domésticos

Poblacion DBOs Kg/T DQO Kg/T

SST Kg/T

SDT Kg/T

1000 habitantes 0.3 0.6

0.3

0.5

Visto y modificado de http://cidbimena.desastres.hn/pdf/spa/doc1845/doc1845.htm
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Anexo 4. Guia de la OCDE 203 para pruebas de toxicidad de sustancias quimicas
con peces.

Descripcion del método
1. Aparatos
Equipo de laboratorio y especialmente lo siguiente:

e Medidor de oxigeno

e Equipo para la determinacion de la dureza del agua

e Aparatos adecuados para el control de la temperatura

e Tanques hechos de material quimicamente inerte y de una capacidad adecuada en
relacion con la carga recomendada.

2. Seleccion de especies

Se pueden utilizar una o0 mas especies, quedando la eleccién a discrecién del laboratorio
de pruebas. Se sugiere que las especies utilizadas se seleccionen sobre la base de criterios
practicos tan importantes como, por ejemplo, su disponibilidad inmediata durante todo el
afo, facilidad de mantenimiento, conveniencia para pruebas y cualquier factor econémico,
biolégico o ecoldgico relevante. Los peces deben gozar de buena salud y libres de cualquier
malformacion aparente.

3. Periodo de asentamiento

Después de adquirir los peces se permitira un periodo de asentamiento para los ejemplares,
se registran las muertes y se aplican los siguientes criterios:

e Mortalidad de mas del 10 % de la poblacién en siete dias: rechazo de la totalidad
lote

e Mortalidad de entre el 5y el 10 % de la poblacion: la aclimatacion continua durante
siete dias adicionales

e Mortalidad inferior al 5 % de la poblacién: aceptacion del lote

4. Manejo de los peces

Los peces deben mantenerse en agua limpia de calidad en el laboratorio durante al menos
12 dias antes de su uso para las pruebas y bajo las siguientes condiciones:

e Luz: fotoperiodo de 12 a 16 horas diarias

e Temperatura: adecuada a la especie

¢ Oxigeno: concentracion: al menos el 80 por ciento del valor de saturacién del aire
e Alimentacion: diariamente hasta 24 horas antes de comenzar la prueba

5. Procedimiento

Condiciones de exposicion

99



e Duracion: 96 horas bioensayo agudo y 28 dias bioensayo cronico

e Carga: la carga maxima de 1,0 g de pez/litro para pruebas estaticas y semiestatico
es recomendado; para los sistemas de flujo continuo se puede aceptar una carga
mayor.

e Luz: fotoperiodo de 12 a 16 horas diarias.

e Temperatura: adecuada a la especie y constante en un rango de £ 2°C.

e Oxigenacion: no menos del 60 % del valor de saturacion del aire. Se puede usar
aireacion siempre que no conduzca a una pérdida significativa de la sustancia de
ensayo.

¢ Alimentacién: Dos veces al dia

e Perturbacion: deben evitarse las perturbaciones que puedan cambiar el
comportamiento de los peces.

6. Numero de peces
Se deben usar al menos 7 peces en cada concentracion de prueba y en los controles.
7. Observaciones

Los peces se deben inspeccionar al menos cada 24 horas y se consideran muertos si no
hay movimiento visible (por ejemplo, movimientos branquiales). Los peces muertos se
deben eliminar cuando se observan y se registran las mortalidades. Se deben llevar
registros de anomalias visibles como falta de apetito, pérdida de equilibrio, comportamiento
de natacion, funcidén respiratoria, pigmentacién, etc. Las mediciones de pH, OD y la
temperatura deben realizarse al menos una vez al dia.
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