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TERMINO

Antropogénico

Apoptosis

Bioconcentracion

Carcinogénico

Citotoxico

Clastogénico

Genética

Genotoxico

/. GLOSARIO DE TERMINOS

DEFINICION

Aquello causado por el hombre.

Muerte celular programada que se puede diferenciar porque se presenta una

cromatina mas condensada.

Acumulacién de sustancias téxicas en un organismo. Ocurre en el caso de las

sustancias que después de ser absorbidas no son excretadas.

Agente quimico, fisico 6 bioldgico que puede actuar sobre los tejidos vivos de tal

forma que se produzca un neoplasma maligno.

Dafino para las células.

Aquel agente fisico 6 quimico capaz de inducir aberraciones cromosémicas.

Sustancia que causa ruptura cromosomica.

Ciencia bioldgica que estudia la variabilidad y la herencia de los seres vivos.

Agente fisico 6 quimico que dafa a nivel genético.



Hiperqueratosis

Micronucleos

Mutagénico

Teratas

Teratogénico

Toxicologia genética

Toxocinética

Engrasamiento de la capa cornea de la piel 6 de la epidermis.

Fragmentos cromosémicos 6 cromosomas completos que no son incorporados

en el ndcleo hermano durante la division celular.

Agente fisico 6 quimico que induce mutaciones.

Defectos congénitos y/o malformaciones permanentes causadas al organismo en
desarrollo durante el periodo prenatal.

Agente fisico 6 quimico capaz de producir defectos congénitos y/o
malformaciones permanentes al organismo en desarrollo durante el periodo
prenatal, en dosis que no causan muerte a la madre. Estos defectos pueden causar

aborto espontaneo.

Rama de la toxicologia que identifica y analiza la accién de los agentes que a
niveles subletales de exposicion producen algin tipo de alteracion en el

material genético 6 en sus componentes asociados.

Es el estudio de la velocidad de cambio de la concentracion de las especies

téxicas dentro de un organismo.



JI. LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS Y SIMBOLOS

ABREVIATURA  DEFINICION

10X
40X
ADN
APUAEH
APZ5
ATP

As

°C

Clo

CNA

DGG

DMA

FMNS

GSH

INEGI
Lis
mg/dL

mg/Kg

Aumento del microscopio dptico a 100 aumentos.
Aumento del microscopio dptico a 400 aumentos.

Acido desoxirribonucleico.

Agua del pozo de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.
Agua del pozo "Zimapan 5".

Adenosina trifosfato.

Arsénico.

Grados Celsius.

Concentracion letal 50.

Comision Nacional del Agua.

Coeficiente de variacion.

Direccion General de Geografia.

Acido dimetil arsinico.

Potencial redox.

Frecuencia de microndcleos.

Glutation reducido.

Hemo-oxigenasa.

Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica.
Litros por segundo.

Miligramos por decilitro.

Miligramos por kilogramo



ABREVIATURA  DEFINICION

mg/L Miligramos por litro.

ug/kg Microgramos por kilo,

uglL Microgramos por litro.

mm Milimetros.

mM/L Milimoles por litro.

MMAIII Acido monometil arsénico + 3.
MMA V Acido monometil arsénico + 5.
MNS Micronucleos.

um Micrometros.

uM Micromolar.

mS/cm MiliSiemens por centimetro.
ng Nanogramos.

pb Pares de bases.

pH Potencial de hidrégeno.
WHO/FAO World Health Organization/Food and Agriculture Organization.

TGl Tracto gastrointestinal.



/ll. RESUMEN

Se estudiaron los dafios genotéxicos (inducciéon de microndcleos en células de las branquias) y
teratogénicos en el pez cebra (Danio reno), causados por la exposicién a niveles subcronicos de As en
agua. Los peces se estudiaron en agua de un pozo de referencia y del pozo "Zimapan 5", el segundo
con un contenido de As que varia de 395 a 630 ug/L. Para el estudio genotdxico los especimenes fueron
observados durante 180 dias en 3 lotes separados con 55 animales/lote: uno con agua del pozo de
referencia (control negativo), otro con el agua de referencia adicionada con 5000 pg As V/L (control
positivo), y otro con agua del pozo "Zimapan 5". En las aguas se obtuvo una disminucion de la
concentracion de As con el tiempo, mientras que en los peces hubo un incremento. Después de 30 dias
hubo un decremento del As en el agua del control positivo de 1092.65 pg/L, mientras que en los peces
hubo un aumento de 523.81 ug/L Para el agua del pozo "Zimapan 5" el As se redujo a 211.40 ug/L, y
en los peces hubo un incremento de 74.73 ) WL. Al final de los 180 dias en las células branquiales de
los ejemplares del control negativo hubo una induccion natura! de 0.8 micronlcleos/1000 células,
mientras que en el control positivo y en los peces expuestos con agua de Zimapan la frecuencia fue

163.5 y 56.25 veces mayor, respectivamente.

Para el estudio de teratogénesis se montaron 3 tratamientos iguales a los mencionados
(negativo, positivo y "Zimapan 5") pero con una hembra y un macho en apareamiento en cada uno para
obtener crias; resultando que a mayor concentracién de As en el agua mayor porcentaje de huevos no
viables y 6vulos, menor eclosiéon y mayor tiempo para eclosionar, mayor porcentaje de alevines recién
eclosionados con columna deforme 6 prematuros asi como de adultos con deformaciones en la columna
y enanismo, y menor porcentaje de adultos supervivientes. Estos resultados demuestran la
genotoxicidad y teratogénesis del As en Danio reno a concentraciones subcrénicas como en las aguas

de pozo.



IV. ABSTRACT

Genotoxic (induction of micronuclei in cells from the gills) and teratogenic damages ijn zebra fish
(Danto rerio), caused by exposure to subchronic levels of As in water were studied. Fish were maintained
in water from a reference well and "Zimapan 5" well, the latter with As content ranging from 395 to 630
pg/L. In order to study genotoxicity the specimens were observed during 180 days in 3 separated lots
of 55 animals/lot: in reference well water (negative control), in reference water to which was added
5000 pg As V/L (positive control), and in water from the "Zimapan 5" well. In water, the concentration of
As was found to diminish with time, whereas in fish there was an increase in concentration. After30 days
the level of As in the positive control diminished in water to 1092.65 pg/L, whereas in fish it increased
to 523.81 pg/L In the water from the "Zimapan 5" well As was reduced to 211.40 pg/L, and in fish
there was an increase of 74.73 ug/L At the end of 180 days in the negative control there was a natural
induction of 0.8 micronuclei/1000 cells, whereas in the positive control and in fish exposed to "Zimapéan

5" well water the frequency was 163.5 and 56.25 times greater, respectively.

To study teratogenic effects of As in water, a mating pair of fish was maintained in the same
conditions as in the aforementioned treatments (negative, positive and "Zimapan 5"). With the higher
levels of As in water, there was a higher percentage of non-viable eggs and ovules and less hatching as
well as longer time until hatching. Increased levels of As caused an increase in the percentage of
recently-hatched fish with a deformed spinal column or prematures and adults with spinal column
deformations and dwarfism, and lowered the life span of adults. Taken together, these results
demonstrate the As genotoxic and teratogenic damages in Danto rerioto subchronic concentrations like

in well waters.



V. INTRODUCCION

Numerosas enfermedades humanas estan directa o indirectamente asociadas a diversos agentes
ambientales (fisicos, quimicos y biol6gicos) cuyos efectos estan lejos de ser conocidos. La mayoria de
los agentes que dafian los &acidos nucleicos, cuando existen exposiciones a dosis elevadas, causan
efectos citotdxicos especificos en un variado conjunto de procesos celulares. Estimar el nesgo del dafio
genético que puede producir la exposicidn prolongada a agentes contaminantes externos es un objetivo

fundamental de la toxicologia genética (Brusick, 1987).

Las pruebas que se utilizan para identificar a los agentes genotoxicos no pueden ofrecer una
evaluacién cuantitativa de las respuestas in vivo con relacion al dafio carcinogénico o mutagénico en los
tejidos blanco. Por eso, ei encontrar marcadores biolégicos de expasicién en tejidos blanco, que puedan
permitirla prediccion de un dafio sobre la salud en individuos, se ha convertido en un objetivo primordial
de la toxicologia genética; de tal manera que puedan realizarse diagnésticos, detecciones tempranas,

prevenciones y explicar los mecanismos de accion de las sustancias carcinogénicas (Ehling, 1991).



VI. ANTECEDENTES

VI. 1. INDUSTRIAS QUE LIBERAN ARSENICO Y COMPUESTOS.

Algunas fuentes que mas liberan As a la atmosfera son los procesos de fundicién y refinacion de
metales no ferrosos (Pb, Zn y Cu), quemado de combustibles fésiles y aplicacién de pesticidas (Katzung,
1993). Otras actividades que contribuyen a la contaminacién por este metaloide son la proteccion de la
madera por el método cobre-cromo-arsénico, la manufactura de semiconductores a base de arseniuro
de galio e indio, la eliminacion de aguas residuales, el almacenamiento inadecuado de desechos

industriales, etc. (Albert, 1997).

Dentro de los compuestos formados por el arsénico encontramos:

A) Los derivados inorgénicos que se forman con el arsénico actuando con valencia -3 como la arsina
(AsHs), toxicolégicamente importante por ser un veneno hemolitico. También aquellos con valencia +3
como el Oxido de arsénico lll o anhidrido arsenioso, el arsenito de cobre o verde de Scheele
(Cu(AsOy),) y el cloruro de arsénico (AsCls). Dentro de los compuestos que se forman con el arsénico
actuando con valencia +5 destacan el anhidrido arsénico u dxido de arsénico V(As,Os), el arseniato de

plomo (Pb(AsO,),), el arseniato de calcio (CazAsO,) y el arseniato de sodio dibasico (Na;HASO,).

B) Los derivados orgénicos por medio de enlaces covalentes con atomos de carbono, que se pueden
clasificar segun su esqueleto carbonado como: arométicos, por ejemplo salvarsan (C1,H14AS,CILN;0O,) y &cido
arsanilico (C¢Hg-AsNO3); y derivados alifaticos como trimetilarsina (As(CHs)s) y los acidos

monometilarsdnico y dimetilarsinico (CHz) ,ASO(OH).



VI.2. CICLO BIOGEOQUIM1CO DEL ARSENICO.

El ciclo biogeoquimico del As en la superficie del océano involucra la captacion de arseniato por
las algas, su conversién a organoarsenicales y la liberacion de arsenito asi como especies metiladas en el
mar. Le demetilacion bioldgica de los metilarsenicales y la oxidacion del arsenito regeneran el arseniato.
La actividad biolGgica afecta la especiacion quimica del As en el medio marino y su distribucion entre las

fases particulada y disuelta (Tamaki y Frankenberger, 1992).

El As es transportado a partir de fuentes de contaminacion terrestres hacia el aire, tierra y
sistemas de agua dulce, donde los sedimentos funcionan como un reservorio temporal de As (Figura 1)
(Woolson, 1977). La metilacion del arsénico inorganico, para dar acidos arsenicales metilados y
dimetilados, esta asociada con ia actividad bioldgica del agua. Algunos organismos marinos tienen la
capacidad de transformar arsénico inorganico en compuestos organicos arsenicales como arsenobetaina

(CHa3) 3AsCH3COO-, arsenocolina (CHs) 3AsCH,CH,OH vy fosfolipidos (arsenolipidos).
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FIGURA 1. Naturaleza ciclica del metabolismo del arsénico en el ambiente. Woolson, 1977.

V1.3, CONTAMINACION POR ARSENICO DE LAS FUENTES SUBTERRANEAS NATURALES DE AGUA POTABLE DE ZIMAPAN,

Zimapan esta localizado entre los 20° 57" y 20° 34' norte y entre los 99° 33 'y 99° 12' oeste, en la regidn
occidente del Estado de Hidalgo y consta de una superficie de 905.83 km? (DGG, 1983a; INEGI, 1995). Este municipio tiene un
clima templado subhimedo con lluvias en verano en el 41.16% de su territorio y un clima semiseco-templado en el
30.72% del mismo, con una temperatura y precipitacion media anual de 19.6°C y 409 mm..., respectivamente. Su
vegetacidn es del tipo matorral crasicaule constituido principalmente por cactaceas de tallos suculentos, huisaches
(Acacias), mezquites (Prosopis, etc. (Cardenas, 1992; DGG, 1983a; Geyney cols., 1963; INEGI, 1992; INEGI, 1995; Ramos,

1996).
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El pozo "Zimapan 5" est4 localizado en la calle Mineros No. 40, Colonia Llano Norte, en la cabecera
municipal (ver figura 2), tiene una profundidad de 184 m, se encuentra en las formaciones
volcénicas Tamaulipas y Soyatal, y esta asociado a rocas carbonatadas fracturadas. Este pozo abastece
las 24 horas del dia al distribuidor general de agua potable de la cabecera municipal, con un gasto
medio 5 de L/s, siendo el que actualmente aporta mayor tiempo y gasto de todos los pozos que

alimentan dicho depésito.
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FIGURA 2. Mapa de localizacion del pozo "Zimapan 5" (sefialado con una flecha roja), del distribuidor
general de agua "potable" (sefialado con flecha verde) y de otros pozos en la cabecera municipal de

Zimapan, Hidalgo.
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Los minerales primarios que se encuentran en la regién son: pirita (FeS,), esfalerita (ZnS),
arsenopirita (FeS,FeAs;), galena (PbS), calcopirita (CuFeS,), bornita (CuFeS,), pirrotita (FeuSi,), magnetita
(FeOFe,03), meneginita (Cugg7Pb1267Sb7.06S2420), Sulfosal de plomo y antimonio, rejalgar (AsS), oropimente
(AS2$3), lolingita (FeAs,) y tenantita (3Cu,SAs,S3); distribuidos en un radio de 12 km del centro de la

poblacién de Zimapéan (Cardenas, 1992; Geyney cols., 1963; Martin, 2000; Ramos, 1996).

Los minerales secundarios que se encuentran en la regidon son: limonita (Fe,03-xH,0), hematita
(Fe,03), arcillas y 6xidos (Geyne y cols., 1963), también minerales arsenicales secundarios como:
adamita Zn,(OH)As0,;, mimetita Pby(PbCI)(As0,)s, escoridita FeAs04-2H,0, olivinita Cu,(OH)AsO, e

hidalgoita PbAI3(AsO,)SO, (OH)s(Armientaycols., 1997; Ramos, 1996).

En cuanto al contenido de arsénico en las aguas subterrdneas del Valle de Zimapan se presenta

lo siguiente (Martin, 2000; Pérez, 2004):

e Las aguas de los pozos profundos con rocas carbonatadas presentan altos contenidos de
arsénico, entre los que se encuentran El Detzani, Mufii, Zimapéan 2, Zimapan 5 y Batall6n
(Armienta y cols.. 1993).

« Las aguas de norias en rocas carbonatadas presentan bajas concentraciones de arsénico con
relacién a los pozos profundos.

» Aguas de pozos y norias en rocas volcanicas presentan muy bajas concentraciones de arsénico o
estan por debajo del limite de deteccion.

» La mayoria de las aguas de manantial en cualquier tipo de roca no contienen arsénico o lo

contienen en bajas concentraciones.
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« Aguas con contenidos de sulfatos del orden de 1,000 mg/L contienen arsénico. Esto es
explicado como consecuencia de los procesos de oxidacién de los sulfuras, que permiten la
generacion de acidez, liberacion de metales pesados y altas concentraciones de sulfatos que

podrian estar relacionados con fuentes puntuales de contaminacion.

Romero y cols. (2004) reportan que en el agua natural de Zimapan hay una retencién de As V
soluble del 35.3 al 90% (en un rango de pH de 7 a 9) en el material acuifero rico en carbonato, asimismo
que la sorcién (adsorcion en la calcita o minerales de la arcilla) y coprecipitacion de los arseniatos de
Ca pueden ser los principales procesos que controlan la movilidad del As en los acuiferos contaminados

por el mismo.

En 1993 se hizo un monitoreo de las fuentes de agua potable subterraneas (pozos, norias y
manantiales) de Zimapan. Los resultados de los analisis quimicos de muestras de agua, minerales y
jales (desechos de la extraccién de minerales), indicaron que el origen del As es antropogénico y natural

(Armienta y cols., 1993).

La fuente antropogénica de As la constituyen la oxidacion de los jales mineros (ver cuadro 1),
localizados en la parte urbana de Zimapan, y los procesos de fundicion de minerales. Las
fundidoras provocaron la volatilizacion del As durante la ignicién (porque el humo contenia &cido
arsenioso), éste fue acarreado en la direccion preferencial de los vientos dominantes y depositado
en los suelos de las inmediaciones de las fundidoras, posteriormente se lixivi6 hacia las porciones
someras del acuifero. La escoria de las fundidoras, acumulada en los terrenos adyacentes a las mismas,
presenta un contenido de As suficiente para contaminar por lixiviacion formaciones acuiferas (Armienta y

cols., 1993).
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CUADRO 1. Contenido de AS203 en muestras de jales de Zimapéan. Hgo. Amientay cols., 1993

LOCALIDAD* CONTENIDO DE As20s (ug/kg)
San Antonio 1 6,870,000
San Antonio 2 8,770,000
San Antonio 3 9,350,000
San Antonio 4 8,330,000
San Antonio 5 8,010,000
San Miguel 1 23,920,000
San Miguel 2 4,800,000
San Miguel 3 40,720,000
San Francisco 1 20,210,000
San Francisco 2 30,340,000
El Calvario 1 870,000

* El nimero indica diferentes puntos muestreados.

La fuente natural del As son las rocas con minerales con alto contenido de este metaloide
(destacando la arsenopirita) por donde circula el agua de los pozos profundos. En los meses de mayor

precipitacion pluvial es menor la concentracion de As en las fuentes subterrdneas naturales de agua

(cuadro 2).

CUADRO 2. Precipitacion promedio mensual en Zimapan, concentracion de arsénico total, pH y temperatura en el

agua del pozo "Zimapan 5". Armienta y cols., 1993; Baez, 2001; CNA, 1999; IMEGI, 1995; Pérez, 2004;

Ramos, 1996.

MES/ANO PRECIPITACION (mm)* CONC. As (ng/L) pH TEMPERATURA (°C)
Mar-92 630.0 28.5
Mar-96 o8 685.9 L 285
Abr-92 556.2 29.0

20.5 —. 7.82

Abr-93 525.7 29.0

3 : 28.4
May-92 39.4 423.0 780 8
May-98 445.6 27.9
Jul-95 50.1 395.0 7.74 29.2
Ago-99 63.6 411.0 7.86 29.0
Dic-96 6.5 540.5 252
Dic-99 ' 620.0 7.53 25.2
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La contaminacién por arsénico en el agua potable ha afectado seriamente la salud de grandes
poblaciones en varios paises del mundo como Estados Unidos de Norteamérica, México, Chile,
Argentina, Bolivia, Espafia, Hungria, China, Mongolia, Japédn, Taiwéan, Tailandia e India entre otros; uno de
los casos mas graves es el reportado en Bangladesh, India, considerado como una catastrofe mundial

que ha afectado a unos 40 millones de habitantes (Pérez, 2004).

VI.4.TOXOCINETICA
La toxocinética del arsénico comprende la absorcion, distribucion, biotransformacién y excrecion,

los cuales se describen a continuacion:

ABSORCION. El As inorganico puede ser absorbido por los pulmones, sistema gastrointestinal y piel. En
los seres humanos y en la mayoria de las especies animales el paso de compuestos arsenicales
inorganicos a través del tracto gastrointestinal (TGI) es alto (95%) y esta en funcién de su hidrosolubilidad;
los arsenitos son poco hidrosolubles y los arseniatos son hidrosolubles, por otra parte los arsenicales
organicos son absorbidos de manera deficiente en el aparato digestivo (Katzung, 1993). Por via
respiratoria la translocacién del metaloide depende del tamafio de las particulas inhaladas, de su
solubilidad y de la forma quimica del compuesto. Las particulas mayores de 10 um se depositan en las
vias superiores, son removidas por el movimiento ciliar y transportadas al TGI. Las particulas menores de
7um se absorben en un 75 a 85% (Albert, 1997). La absorcion a través de la piel esta en funcién de su

liposolubilidad, siendo la forma trivalente mas liposoluble que la pentavalente (Katzung, 1993).

DISTRIBUCION. Se realiza a través de la sangre por todo el cuerpo, horas después hay una alta
concentracién en el higado y en los rifiones que luego baja rapidamente. Pequefias concentraciones son

detectables en cerebro, corazon, Gtero, pulmén, pelo, dientes, ufias, piel, huesos y musculos. Con el
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tiempo los arsenicales tienden a acumularse principalmente en huesos y musculos (Galvao y Corey,

1987). Los arsenitos tienen afinidad por la piel, pelo y ufias (Albert, 1997).

BIOTRANSFORMACION. El metabolismo del As se realiza principalmente en el higado y se propone que

en él intervienen dos procesos (Albert, 1997):

- Reacciones de reduccion que convierten el As V en As I

- Reacciones de oxidacion que transforman el As Ill en As V y especies metiladas.

La metilacion del As requiere la reduccion del As V a As lll, luego la adicion de un primer grupo
metilo para obtener acido monometil-arsénico (MMA V), después su reduccion a acido monometilarsénico
(MMAIII), finalmente una segunda metilacion para obtener el &cido dimetil arsinico (DMA) (ver figura 3). Se
propone a la S-adenosilmetionina como donador de los grupos metilo y al glutatién reducido (GSH) como
principal agente reductor y transportador de As. Las formas metiladas son mucho menos toxicas que el As

inorganico (Galvao y Corey, 1987).
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Asi () HEPATOCITO Asi@m, V)
(15-25%)

(10-15%)

Asi (II') = Arsénico inorganico + 3. GSH = Glutation reducido. FIGURA 3.

Biotransformacion del arsénico inorganico. Albert, 1997.

Los compuestos que disminuyen el nivel de GSH, como la butiona-S,R-sulfoximina (Waldren y cols., 1997),
incrementan la toxicidad del As. Varios factores pueden influir en la capacidad de metilacién del As como dosis, tiempo de
exposicion, una dieta alta en metionina y proteinas, y el probable polimorfismo genético de las enzimas metilantes

(Albert, 1997).

EXCRECION. El As se elimina principaimente por el rifion en forma de DMA (50-70%), MMA (10-15%) o se excreta sin

metilar en la orina (15-25%) (Albert, 1997), siendo el arseniato mas rapidamente eliminado que el arsenito debido a su pobre

afinidad por los grupos tiol y por su solubilidad (Tamaki y Frankenberger, 1992).
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Las sales de arsenito se excretan lentamente principalmente por la via biliar y los arsenatos por la via

renal (Galvao y Corey, 1987).

El As inorgéanico tiene una vida media de 28.6 hr en hamster (Albert, 1997). En el hombre es de
10 horas para las formas inorganicas, 30 horas para las formas organicas y 20 horas para las formas
provenientes de los alimentos del mar (Galvao y Corey, 1987); por lo que puede destoxificar 200-250

pg/dia por la adicion de grupos metilo.

V1.5. MECANISMOS DE TOXICIDAD

La toxicidad del As depende de la via de exposicion, de la forma quimica (inorganica u orgénica,
y estado de oxidacion), concentracién, edad, estado de salud, estado nutricional, posible tolerancia y
relacion tiempo-dosis. El As trivalente es mas téxico que el pentavalente. El As soluble se incrementa al
disminuir el potencial de oxido-reduccion y pH, habiendo un cambio en su estado de oxidacién (Armienta

y cols., 1993; Albert, 1997).

Los arsenicales trivalentes inorganicos se enlazan covalentemente a atomos de azufre de grupos tiol
(-SH) presentes en sitios activos de enzimas y proteinas de tejidos (como queratina), inactivandolas
(Albert. 1997; Tamaki y Frankenberger, 1992), son corrosivos para el tejido epitelial de revestimiento de
las vias respiratorias, gastrointestinal, piel y otros tejidos, ademas dafian los capilares provocando
aumento de la permeabilidad, deshidratacion, choque y muerte. Los 6rganos blanco primarios del As
trivalente son el sistema nervioso, médula 6sea, higado, piel y vias respiratorias (Katzung, 1993). El As
pentavalente inhibe la actividad de la succinico deshidrogenasa y puede reemplazar al fosfato en

monosacaridos como glucosa-6-fosfato, produciéndose glucosa-6-arseniato, inhibiéndose la sintesis de
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ATP por desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa (lo que estimula la actividad de la ATPasa
mitocondrial) e interrumpiéndose el metabolismo energético perjudicandose reacciones que son
catalizadas enzimaticamente como la sintesis del ADN. El arseniato compite con el fosfato en la
fosforilacion oxidativa e inhibe la reduccion del NAD+ en la mitocondria. Por su parte, la arsenocolina y
la arsenobetaina son menos téxicas porque no tienen la habilidad para enlazarse a los grupos tiol y

son resistentes a la conversion a formas mas toxicas (Albert, 1997).

V1.6. TOXICIDAD CRONICA

En humanos la intoxicacion crénica por As inorganico puede manifestarse como perforacion del
tabique nasal, irritacién de la piel, neuropatia sensorial, pérdida de cabello, depresién de médula ésea,
infiltracion grasa del higado o dafio renal. Las manifestaciones cutaneas incluyen vasodilatacion y
palidez (por la anemia), hiperqueratosis de las palmas y plantas de los pies, hiperpigmentacion,
hipopigmentaciéon y lineas blancas en las ufias. Son comunes la conjuntivitis e irritacion de las

mucosas, laringe y vias respiratorias (Katzung, 1993).

El dafio al higado se manifiesta inicialmente como ictericia y puede progresar a cirrosis o ascitis.
Los efectos toxicos en las células parenquimatosas hepaticas ocasionan un incremento de enzimas del
higado en la sangre. Estudios en animales muestran granulos y alteraciones en la ultraestructura de la
mitocondria incluyendo pérdida del glicbgeno; se sugiere que el As dafia las enzimas de ésta y el tejido
respiratorio. Adicionalmente, los arsenicales son inductores de la metalotioneina, la potencia depende
de la forma quimica siendo el As Ill el mas potente, seguido por el As V, monometilarseniato y

dimetilarseniato (Klaassen, 1996).

Por otra parte el As lll afecta varias enzimas de la ruta metabdlica del grupo hemo, porque
inhibe la coproporfirindgeno oxidasa y la hemo sintetasa. También causa un incremento de la actividad
de la sintetasa del acido 5-aminolevulinico y de la hemo oxigenasa (HO), asi como una depresién en la

actividad de las descarboxilasas del uro y el coproporfirindgeno. Se presenta la porfirinuria
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caracterizada por el incremento en la concentracion de uroporfirina y coproporfirina (Rapaport, 1988).
La HO cataliza la degradacion del grupo hemo para convertirlo en biliverdina y posteriormente en

bilirrubina (Albert, 1997).

El As es un agente teratogénico, mutagénico y carcinogénico (Albert, 1997; Bencko, 1977). Este
metaloide no parece alterar directamente el ADN, posiblemente inhibe una o mas de las enzimas que
intervienen en su replicacion y reparacion. Asimismo, la capacidad del As V para simular al fosfato en
los enlaces diéster del ADN puede dafiar el material genético (Albert, 1997); al respecto Petres y cols.
(1977) realizaron un analisis de los cromosomas de los linfocitos de pacientes expuestos al As
encontrando frecuentes aberraciones estructurales y numéricas, aun décadas después de la Ultima

exposicion, y la adicién in Vitro de arseniato de sodio indujo los mismos cambios en los cromosomas.

Otros estudios sugieren que los compuestos de As Il y V producen ruptura de los cromosomas y
aberraciones en linfocitos periféricos y cultivos de piel humana (Klaassen, 1996). También se ha propuesto:
a) que actia como co-carcinégeno con otros agentes o interviene en la respuesta inmunolégica de los

individuos, y b) que produce radicales libres (Albert, 1997).

VI.7. EL ARSENICO EN ORGANISMOS ACUATICOS

En mamiferos la captacion celular de As ill es mayor que la de As V y éste Ultimo es transformado
en la primera forma intracelularmente, inmediatamente es metilada a &cido monometilarsonico y
dimetilarsinico, formas inactivas en que se excreta el As (Albert, 1997); sin embargo en organismos
acuaticos puede ser diferente. Un ejemplo es la investigacion que realizaron Cooney y Benson (1980)
quienes cultivaron el alga Dunaliella tertiolecta en un medio enriquecido de agua de mar con 1 uM de
arseniato (como "*As) para alimentar a la langosta juvenil Homarus americanus. Observaron que el “*As se

biotransform6 en el alga de la siguiente forma: 47% como fosfatidil trimetilarsenolactato, 48% en un
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arsenolipido desconocido, 4% enlazado a proteinas y 1% de otra forma. En la langosta el
hepatopancreas y el tejido muscular fueron los sitios primarios de almacén de As organico e
inorganico, habiendo poco o nada de metabolismo en el tejido muscular; el arsenolipido desconocido
desaparecid, lo cual indica que fue excretado o que fue absorbido deficientemente por el sistema
digestivo del animal. Por estos resultados los investigadores concluyeron que Homarus americanus
tiene suficientes lipasas y diesterasas en el hepatopancreas para degradar el arsenolipido a

trimetilarsenolactato, careciendo de la habilidad para degradar este Ultimo a arsenobetaina.

Por otra parte, el arseniato administrado oralmente a la trucha café (Salmo trutta) de agua dulce
es convertido a una forma organica (probablemente metilado) por la microflora intestinal e
inmediatamente absorbido. El arseniato inyectado intramuscularmente es inicialmente detectado en la
sangre como As inorganico y es lentamente convertido a un organoarsenical. Ambas formas se acumulan

en el higado y son excretadas por la bilis (TamakiyFrankenberger, 1992).

El triéxido de arsénico causa muerte en los peces con una ClLsy a las 96 horas de 50-100 mg/L
para el pez dorado, de 30-40 mg/L para la carpa, de 20-25 mg/L para la trucha, y de 25-30 mg/L para
otros, los arsenitos penetran al cuerpo del pez mas rapido que los arseniatos. La maxima concentracion
de arsenitos y arseniatos considerada como segura para peces Y otros organismos acuaticos es de 15-23
mg/L (Metelev y cols., 1983). El As presente en el agua se absorbe por las branquias, por el tracto
gastrointestinal y por la piel, luego se distribuye en higado, rifién, piel, escamas (debido a la afinidad de los
arsenitos por la queratina) y musculo, donde el As inorganico se biotransforma en As organico lipo e
hidrosoluble (Lenihan y Fletcher, 1977; Oladimeji y cols., 1984). En los 6rganos con mas bajo Eh y pH

(como el higado y el rifién) el As Ill es mas hidrosoluble.
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Diversos estudios demuestran que el As presente en el agua se bioconcentra en plantas y
animales acuaticos; los niveles tipicos de As total en bivalvos marinos, lenguados y peces de agua dulce
estan en el rango de 1.00-2.00, 0.75-2.50 y 0.10-0.25 mg/L en peso himedo, respectivamente. En
peces marinos y mariscos mas del 85% del As de la porciéon comestible es organico (arsenobetaina AsB,

arsenocolina AsC y acido dimetilarsinico DMA) y aproximadamente el 10% es inorganico (USEPA, 2003).

Entre los estudios que demuestran la capacidad del As para bioconcentrarse se encuentra el de
Lacayo y cols. (1992) quienes determinaron el As total en agua y peces del Lago Xolotlan, Managua,
Nicaragua, obteniendo concentraciones de 0.010-0.030 mg/L en agua superficial, 5.295 a 16.700
mg/L en el agua liberada por una planta geotérmica, 0.206 mg/L en el manantial caliente Titipapa y
menos de 0.370 mg/kg en musculo himedo de Cichlasoma citrinellumy Cichlasoma managiiense. Otro
estudio es el realizado por Sekulic y cols. (1993) que determinaron As total en misculo humedo de la
langosta noruega Nephrophs norvegicus L (en ambos sexos) de la Bahia Kvameric del noreste adriatico
(Croacia), y en el primer caso fue de 13.26 mg/kg y 14.20 mg/kg para hembra y macho, respectivamente.

En el hepatopancreas la concentracion fue de 17.12 y 13.34 mg/kg, respectivamente.

Otra investigacion que evidencia que el As se bioconcentra es la realizada por Bou-Olayan y
cols. (1995). En este trabajo se determiné el As total en el camardén Metapenaeus affinisy en la langosta
Penaeus semisulcatusen diferentes sitios del Golfo de Arabia, obteniéndose una concentracion de As que
varié de 0.45 a 1.11 mg/L y de 0.59 a 1.90 mg/L en peso humedo, respectivamente. Asimismo, Navarro
y cois. (1992) determinaron As total en muestras liofilizadas de pez de la Costa de Granada, Espafia,
obteniendo concentraciones de 0.396 a 45.716 mg/kg. Por otra parte, Schmitt y Brumbaugh (1990)
participaron en un programa nacional de biomonitoreo de la contaminacién en Estados Unidos en 1984,

donde se colectaron 315 muestras de peces de agua dulce de 109 estaciones de todo el pais
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encontrandose una concentracion maxima de As total en organismo completo de 1.5 mg/kg (peso

humedo).

La bioconcentracion del As depende de la velocidad de absorcion y eliminacion en un organismo,
Naqvi y cols. (1990) midieron la captaciéon y depuracion del As en cangrejos de rio Procambarus
clarkiiadultos. En este estudio expusieron a estos organismos a 0.5, 5 y 50 mg/L del herbicida
metanoarseniato de monosodio (MM) en el agua por 8 semanas (captacion). Por otra parte otros 3 lotes
fueron expuestos a las mismas concentraciones y tiempo, y después fueron transferidos a agua sin
As por 8 semanas adicionales (depuracién). En el primer caso, la captacion fue dependiente de la dosis
ya que la cantidad de As presente en el tejido variaba de 230 a 930,1420 a 4290, y 2810 a 4600 ug/L
(base himeda) en cada tratamiento al final de las 2 y 8 semanas, respectivamente. En la depuracién,
la mayoria del metal acumulado durante la captacién fue rapidamente perdido en las primeras 2
semanas. Baéz (2001) expuso tilapias sanas (Oreochromis niloticus) a 0,0.05 y 15.73 mg/L de As
adicional (administrado como tridxido de arsénico) en el agua del pozo "Zimapan 5" durante 96 horas,
obteniendo un incremento de la concentracién del metaloide en pez completo de 435,465 y 10,044 ug/L

(base seca), respectivamente.

Existen informes del dafio producido por el As en la reproduccion de diferentes animales después
de la administracién de sales inorganicas. Naqvi y Flagge (1990) llevaron a cabo estudios con el
cangrejo rojo americano de rio Procambarus clarkii. En esta investigacion, treinta y seis organismos de
ambos sexos fueron expuestos a 100 mg/L del herbicida metanoarseniato de monosodio (MM) por 12
semanas; los machos se retiraron después de la fecundacién pero las hembras se intoxicaron por 12
semanas mas. Se registro el nimero de huevos en los pleopodos de cada hembra. Treinta dias después

de la eclosion, veinte crias fueron expuestas en una soluciéon de 15 mg/L de MM por 37 semanas. La
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eclosion fue del 78.08% para los huevos control y de! 16.97% para los tratados con el herbicida,
por lo que se concluyé que el MM la redujo drasticamente. También sugieren que el As tuvo un efecto

inhibitorio en la hemocianina del cangrejo.

En peces, el As puede dafar la médula 6sea y por lo tanto la produccién de células rojas disminuye.
Al respecto Oladimeji y cols. (1984) realizaron un estudio de las cinéticas de acumulacion del arsenito de
sodio y su efecto en el crecimiento de la trucha Salmogairdneri. Cuatro grupos de peces fueron
expuestos a 0,10,20 y 30 mg As/kg en el alimento. Después de 8 semanas de exposicion, el higado
acumulé los mas altos niveles de As siguiéndole la piel (donde el As pudo haberse enlazado a los grupos
sulfhidril de la piel y escamas). La concentracién de As en el misculo himedo de aquellos expuestos a 20
y 30 mg As/kg ascendié hasta 1590 y 2400 ug/L después de 4 y 2 semanas, respectivamente. Se
observé una disminucién en el crecimiento que pudo deberse a la inhibicion de enzimas, asi también
como a una reducida capacidad de transporte de oxigeno en la sangre, que resulté en una ineficiente

utilizacién del alimento.

El As causa dafios neuromotores lo cual fue demostrado por McGeachy y Dixon (1992) que
determinaron el tiempo promedio para la pérdida de equilibrio en la trucha Oncorhynchus mykiss expuesta
a 240 y 120 mg arseniato/l a 5 °C, asi también como a 60 y 120 mg/l a 15 °C, el cual fue de 32.2,
56.8,210 y 34.8 horas, respectivamente. A estos tiempos promedio los peces presentaron concentraciones
de As de 135, 8.6,8.1 y 8.6 mg/kg en base hiumeda. En otro estudio, Kotsanis e lliopoulou (1999)
inyectaron una solucion con 21 ng de AsCl; en el saco vitelino de truchas Oncorhynchus myk/ssy las
mantuvieron 6 meses a 12-15 °C, observandose una mortalidad de crias del 64.3% después de 28 dias. A
los 6 meses de la inyeccién los peces sobrevivientes fueron sacrificados observandose lesiones en el
rifion en el 39.6% de ellos. En el higado se observaron lesiones proliferativas y no neoplésicas, también

un gran desarrollo de hepatocitos y colangiocitos de una manera desorganizada.
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VI1.8. GENOTOXICIDAD

Entre los modelos para evaluar genotoxicidad se encuentran bioindicadores como la frecuencia
de nucleos lobulados 6 hendidos, bindcleos, micronicleos, intercambio de cromatidas hermanas, etc.
Los micronucleos (MNS) se forman por apoptosis, fagocitocis, por la pérdida de fragmentos
acéntricos 0 cromosomas enteros que no son incorporados en el nlcleo hermano en la mitosis, entre
otros mecanismos (Heddle y cols., 1991). Cavas y Ergene-Goézilkara (2003) expusieron al pez
Oreochromis niioticus d\ 5, 10 y 20% de un efluente textil por 3,6 y 9 dias, obteniendo un incremento en la

frecuencia de micronlcleos (FMNS) en células branquiales a mayor dosis y tiempo de exposicion.

En otros organismos, Basu y cols. (2002) evaluaron la formacion de MNS en células de mucosa
oral, células uroteliales y linfocitos sanguineos periféricos de individuos expuestos al arsénico por medio
de agua de pozo potable (con 368.11 ug/l de As) en el Oeste de Bengala, India, y estos mostraron un
incremento estadisticamente significativo en la FMNS en células de mucosa oral, células uroteliales
y linfocitos (5.15/1000, 5.74/1000 y 6.39/1000 células, respectivamente) cuando se compararon con
los controles (0.77/1000, 0.56/1000 y 0.53/1000 células, respectivamente). Gonsebatt y cols. (1997)
estudiaron la presencia de MNS en células epiteliales exfoliadas obtenidas de la mucosa oral y
muestras de orina en habitantes expuestos de Santa Ana, Coahuila, donde el agua potable contiene
408.17 pg/L de As, encontrando un incremento significativo de MNS en células epiteliales orales y
urinarias (siendo los hombres mas afectados que las mujeres) asi como un mas alto nimero de células

orales micronucleadas en individuos con lesiones en la piel.

Otros metales inducen micronudcleos también; Kapka y cols. (2004) evaluaron la FMNS en 67 nifios
de 9 afos de edad expuestos al plomo de la regién de Silesia, con una concentracion de plomo en sangre

de 4.8 mg/dL comparada contra 2.5 mg/dL en los controles, encontrando una FMNS de 2.8
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contra 1.0 respectivamente. Joardar y Sharma (1990) administraron a ratones con diferentes dosis
orales de MnSO, y KMnO, por 3 semanas obteniendo que las frecuencias de aberraciones
cromosdmicas en células de meédula 6sea asi como de micronicleos se incrementaron
significativamente, y sus efectos clastogénicos estuvieron directamente relacionados con las

concentraciones usadas, siendo la primera sal mas clastogénica que la segunda.

VI.9.TERATOGENESIS

Respecto a la teratogénesis causada por el As, Bencko (1977) reporta la aparicion de teratomas
malignos y benignos en embriones de rata transplantados en la cavidad peritoneal de madres cuya agua
de beber contenia arsénico, y que las células embrionales son especialmente sensitivas a éste
provocandoles degeneracién adn en una concentracion de 0.25 microg/L en el medio de cultivo.
También reporta su teratogenicidad en hamsters dorados, ratones y ratas, donde las principales
malformaciones fueron defectos de ojo (anoftalmia y microftalmia), exencefalia, agenesis renal y
gonadal, asi como malformaciones en costillas y vértebras. Asimismo, cuando se introduce en huevos
de péjaro fertilizados, el arsénico causa malformaciones en pico y cerebro. Fowler (1977) reporta que la
inyeccion de As™ en hamsters, ratones y ratas, durante la gestacion, produce toxicidad embrional a altas
dosis, y anomalias en el desarrollo a bajas dosis, asi también reporta una correlacion entre la
concentracion de As en la placenta y cordén umbilical con malformaciones fetales. Hood y Vedel-
Macrander (1984) inyectaron ratones prefiados intraperitonealmente, en el dia 9 é 12 de gestacién, con
12 mg/kg de arsenito obteniendo malformaciones esqueléticas y muertes prenatales. Waldren y cols.
(1997) reportan que el arsénico (NaAsO,) es mucho mas mutagénico en células de hamster chino que el
cadmio (CdCl,) y el plomo (Ph(C,H;0,)). Quiterio (2005) someti6 ratas prefiadas a 0.50, 943.95 y 1887.90
mg/L de arseniato de sodio (Na,HAsO,) en el agua de beber, encontrando que con la dosis mas alta hubo

mayor dafio reproductor en la madre debido a las reabsorciones que impedian la continuacién del
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desarrollo embrionario, y con las otras dosis hubo falta de osificacién en costillas, esternebras,

metacarpos, falanges anteriores, metatarsos, falanges posteriores y vértebras sacras, en los fetos.

VI.10. LATERATOGENESIS EN EL PEZ CEBRA

Amsterdam y cols. (1997) llevaron a cabo la mutagénesis insercional en pez cebra que consiste
en aplicar un retrovirus que infecta las células de los embriones e inserta aleatoriamente fragmentos de
DNA en su genoma, algunas de estas inserciones se colocan interrumpiendo genes del desarrollo,
produciendo imitantes, e identificAndose facilmente a los genes responsables de la mutacion. En un
ensayo piloto en el que se obtuvieron ocho mutantes (Allende y cols., 1996; Amsterdam y cols., 1997;
Gaiano y Hopkins, 1996; Lin y cols., 1994), se demostré que por cada 100 inserciones se puede generar
una mutante en el desarrollo del pez cebra. En la figura 4 se pueden observar algunos ejemplos de los

resultados de éstos estudios.

28



FIGURA 4. Ejemplos de mutaciones en pez cebra producidas por inyeccion de retrovirus. Wt: normal,
mut: mutante. Maldonado, 2003.

Los fenotipos observados corresponden a un menor crecimiento general (A) y un crecimiento exagerado de
las aletas (B). En C se observan alevines de 3 dias de edad en los que se aprecian defectos en el desarrollo del
pronefros (precursor del rifion en peces), el gen mutado corresponde a HNFIp. En O se observa el efecto de la
mutacién del factor caudal en embriones de 24 horas de desarrollo. En E la falta del gen N-caderina tiene efectos
en la formacion del cerebro del pez, aqui se aprecia como los axones que van del ojo al tectum estan

alterados. En F hay un mutante con defectos en la formacién de la mandibula (flechas rojas) y en donde
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el higado no se forma (flecha verde), el gen mutado no se ha estudiado con anterioridad. En G y H, por

la insercion retroviral en el gen neurogenina, se produce mutacién en el ojo.

Para identificar el gen que tiene una mutacion, se corta el DNA en fragmentos y se localiza el
fragmento que alberga la insercién y que provoca el fenotipo mutante. Como el DNA que flanquea por
ambos lados a la insercion corresponde al gen mutado, es posible basarse en su secuencia para
determinar de qué gen se trata, lo anterior se logra a partir de comparaciones con las bases de datos

gendmicas.

Maiwald (1997) expuso embriones de pez cebra a 1.2 mg/L de p-tert-butilfenol y observé una
hipopigmentacién de todos los pigmentos celulares dependiente de la concentracion, Zeller (1995) los
expuso a 1000 mmol/L de propanolol y presentaron espina bifida. Asimismo, Bachmann (2002) los
expuso a 0.24 mmol/L de cloruro de metilmercurio durante 48 horas observandose escoliosis, a 0.12
mM/L de acido valproico durante 24 horas se presentaron deformaciones de cola y cabeza, y a 62.2
mM/L de dietilen glicol dimetil éter por 120 horas retardo del crecimiento en el embridén. Por otro lado,
Oberemm (2000) los someti6 a 0.1% de un extracto acuoso crudo del alga verde azul Aphanizomenon
flosaquae liofilizada, obteniendo una exogastrulacion, defectos en el tubo neural y retardo en el desarrollo

del embrién.

Por otra parte, Beckman y Twichell (2004) incubaron embriones de pez cebra, con cortén y sin
corton, en 9.29, 18.58, 37.16, 74.33 y 148.67 mg de As V (como arseniato de sodio), observando que
a las 96 horas después de la fertilizacion no hubo deformidades y que la mortalidad no mostré
correlacién con la concentracion de As, excepto malformaciones aisladas 24 horas después de la
fertilizaciébn como embriones prematuros a 148.67 mg y un embrién carente de la parte caudal a 18.58
mg de As (ver figura 5). También mencionan que en otras investigaciones sugieren que se requiere
descorionar los huevos para una exposicion efectiva del embrion a ciertos quimicos y que el corton retarda el ubre

intercambio de solutos dentro y fuera del espacio intercoridnico.
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FIGURA 5. Embriones de pez cebra 24 horas después de la fertilizacion y expuestos a As V. A) Embrién prematuro en 148.67 mg de

As, B) Embrion carente de la parte caudal en 18.58 mg de As.

VI. 11. LOS BIOMARCADORES Y LOS PECES COMO BIOMONITORES

Cuando deseamos conocer la identidad de los agentes mutagénicos presentes en el ambiente, la magnitud de la exposicion,
la dosis hiolégicamente activa y los cambios hioldgicos que inicialmente provocan, se deben utilizar metodologias que permitan
evaluarlos. Para ello resulta Gtil encontrar marcadores de dafio a la salud del individuo que puedan traducirse en la deteccién temprana

y prevencion (Guzman, 1997).

Un hiomarcador se define como cualquier alteracion biolégica que puede ser medible en tejidos, células o fluidos corporales
(Hulka, 1990); estas alteraciones pueden ser usadas como indicadores de exposicién ambiental que reflejen los efectos adversos
tempranos, tales como dafio celular. Esto es importante para los casos de estudios poblacionales donde existe un periodo de latencia
que generalmente es muy largo entre la exposicién y la aparicion del efecto. Los biomarcadores tienen la ventaja de poder

cuantificar los efectos iniciales en células y tejidos expuestos a agentes citotoxicos, genotoxicos u otros. Estos
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parametros se pueden clasificar de manera general en:

Indicadores de exposicion: permiten conocer las dosis de exposicion de los organismos a contaminantes

ambientales externos o internos.

Indicadores de efectos: alteraciones que sufren los sistemas biolégicos a nivel bioquimico, fisiolégico
y genético (estructural o numérico) y se utilizan para evaluar el riesgo potencial o efectivo por la exposicion

a un agente xenobidtico.

Indicadores de susceptibilidad: son marcadores biol6gicos que permiten conocer una limitacion heredada
0 adquirida de la capacidad de un organismo para responder a la exposiciébn de un agente

xenobidtico especifico.

Respecto a los biomonitores, los peces se han utilizado en estudios de biologia molecular

como modelos de enfermedades humanas, deteccidon de contaminantes, biofactorias de productos

farmacéuticos y mejora como alimento (ver cuadro 3) (Burkhart, 2000; Hackett y Alvarez, 2000).
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CUADRO 3. Aplicaciones de la biologia molecular en peces. Rochay cols., 2001.

N T I
e

- Anemia
Mutantes como modelos -Taasomia Pez cebra
biomédicos - Palia Medaka
- Malfermaciones en corazén
- Diabetes
B Pez cebra
Deteccion de contaminacion - Aromaticos M:e daka‘
- Compuestos electrfilos
- Productos farmacéuticos (antiviricos, bidticos, vacunas, ?ﬁ;‘;ﬂ
Biofactorias hormonas) Dorada
- Productos industriales (pegamentos, etc.) EAbe,
pega ds Rodaballo
- Biologia (crecimiento, % came, conversion pienso, Salmon
Mejoras para alimento scindia Br::ah: .
Jesiceltrs) - Apariencia externa (sabor, olor, textura, cidos grasos) Lobina
Rodaballo

En pez cebra (ver figura 6) se conocen estudios en el desarrollo del érgano pineal, la retina, el sistema
olfatorio y el sistema mandibular. En trabajos recientes, en que se aprovechan sus ventajas para estudios
genéticos y celulares, hay avances en el entendimiento de las bases genéticas del desarrollo de los érganos
sensoriales. Este modelo genético es un puente entre los animales méas estudiados: entre la Drosophila
(mosca)/ Caenhorhabditis (gusano) y el ratén/hombre. Dicho pez es Unico para obtener y mantener miles de
mutantes gracias a sus especiales caracteristicas (cuadro 4), y se conoce casi la completa secuenciacién de su

genoma. Muchos de sus mutantes se parecen a enfermedades genéticas caracterizadas en el hombre, por lo que es

un poderoso instrumento para ahondar en las correspondientes patologias humanas (Rocha y cols., 2001).
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FIGURA 6. Aspecto de peces cebra adultos en un acuario.

CUADRO 4. Caracteristicas del pez cebra (Danio rerio) como modelo para investigaciones en biologia molecular

de peces. Rochay cols., 2001.

[ TR | TRSRES R

Mantenimiento Bajo costo

Espacio Pequeno: 30 animales/20 L
Maduracion sexual Alos 4 meses después de la eclosion
Reproduccidon Controlable por alimentacion y luz
Descendencia 200-400 huevos/hembra/2 semanas
Desarrolio embrionario Documentado a nivel genético

Tiempo de desarmolio del embrion 3-4 dias

Caracteristicas de los embriones Transparentes

Alimentacion Seco yvivo

Stock de mutantes Actualmente miles

El genoma del pez cebra es de ~ 1.7 x 10° pb (el del humano es de ~ 3 x 10° ph).
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Por ejemplo, uno de sus estudios permitié el aislamiento del gen SAU; los mutantes de este gen
tenian células rojas en la sangre pero no fabricaban hemoglobina. Pacientes humanos con mutaciones
en su correspondiente gen tienen una enfermedad muy similar al mutante SAU del pez cebra, llamada
anemia sideroblastica congénita. Ello permitié establecerlo como el primer modelo animal de esta
enfermedad genética humana. Otros fenotipos de mutantes de pez cebra se han descubierto con
enfermedades paralelas en humanos tales como la porfiria, f?-talasemia, anemia hipocrémica,
deformaciones de la aorta, rifion policistico, etc. (Barbazuk y cols., 2000). Actualmente se estudian
diferentes érganos y sus mutantes para detectar similaridades entre el pez cebra y el hombre, lo que
aportara posibles soluciones a numerosas enfermedades genéticas (Zon, 2000). Aunque se sabia que el
genoma del hombre y el del ratén contenian regiones de genes muy similares (sinténicos), no se esperaba
que las estructuras de los cromosomas del pez cebra se parecieran tanto a las humanas (Barbazuk y
cols., 2000). Es por ello que se pueden buscar genes candidatos a enfermedades en regiones
cromosOmicas humanas definidas por mutaciones en dicho pez, ya que no es posible ni deseable

experimentaren humanos (Dooley y Zon, 2000).

Ademas, se han utilizado para estudiar los efectos de los contaminantes, ya que los peces cebra
modificados genéticamente expresan una proteina facilmente detectable cuando aumentan los niveles
de metales pesados, compuestos aromaticos o electrofilos, los cuales inducen los promotores de éstas
proteinas (Amsterdam, y cols., 1995; Peters y cols., 1995). Cuando aumenta la concentracién, por

ejemplo de cadmio, el promotor se activa y se produce B-galactosidasa en el pez (Carvan y cols., 2000)
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VII HIPOTESIS, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Vil. 1. HIPOTESIS
Si en la zona de Zimapan hay contaminacion por arsénico, entonces el agua del pozo "Zimapan
5' causara bioconcentracion del metaloide, genotoxicidad asi como teratogénesis en el pez cebra (Dan/o

rerio).

VII.2. JUSTIFICACION

El arsénico (As) es un carcinégeno al que estan expuestos numerosos grupos humanos en el
mundo y cuya actividad genotdxica ha sido demostrada en grupos de individuos expuestos (Del Razo,
1990). Es absorbido por el pulmén, sistema gastrointestinal y piel, cruza la barrera placentaria y

provoca dafio fetal (Galvao y Corey, 1987; Katzung, 1993).

La Organizacion Mundial de la Salud ha llegado a la conclusién de que uno de cada 10,000
habitantes tiene riesgo de adquirir cAncer de piel debido a la ingestién diaria de agua con una
concentraciéon de 0.002 mg de As/L (Batsheba, 1996); por consiguiente, el limite maximo permisible de
arsénico para el agua destinada al consumo humano se ha reducido hasta en 0.010 mg/L (WHO0,1997) y

en México a 0.025 mg/L (Secretaria de Salud, 2000).

La cabecera municipal de Zimapén consta de 11,818 habitantes (INEGI, 2000) los cuales estan
expuestos al agua, contaminada principalmente por As, que es utilizada para el consumo humano y
algunas actividades agropecuarias. En el agua "potable" del pozo "Zimapan 5" (APZ5), que abastece al

distribuidor general de la cabecera municipal las 24 horas del dia, se han detectado concentraciones de
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As de 395 a 630 (ug/L (Armienta y cols., 1993; Ramos, 1996; Pérez, 2004) segln la época del afio, lo cual
excede de 39.5 a 63 veces mas el limite establecido de 10 ug/L (WHO, 1997). Estas concentraciones
son mayores a las encontradas en otras zonas de México y en otros paises donde se han reportado
dafios importantes a la salud acuatica y al hombre. A partir de diversos estudios epidemiol6gicos se ha
concluido que se requieren mas de 400 ug de As por dia para causar afectaciones en la salud, por ejemplo,
en Bengala se observo la aparicion de hiperpigmentacion en la poblacion debido a la ingestion de agua

con una concentracion de 200 pg As/L durante un afio (Stohrer y Gerhard, 1991).

Hasta la fecha (2005) el As en el agua "potable" del pozo "Zimapan 5" no se ha eliminado y la
poblacién de la cabecera municipal ya tiene mas de 12 afios consumiéndola desde que se conocieron
los niveles de contaminacién. Armienta y cols. (1997) muestrearon 120 habitantes de Zimapan y
encontraron que 96 presentaban algin grado de afectacion en la piel (hiperpigmentacion,

hipopigmentacién e hiperqueratosis).

Por lo anterior se considera importante evaluar la bioconcentraciéon, asi como el dafio
genotoxico y teratogénico que el As del pozo "Zimapan 5" causa, utilizando un biomonitor con

estructuras cromos6micas muy parecidas a las del hombre como el pez cebra.

VIL.3. OBJETIVOS

VI.3.1. OBJETIVO GENERAL:
Evaluar la bioconcentracion, asi como el efecto genotéxico y teratogénico inducido por el
arsénico presente en el agua "potable" del pozo "Zimapéan 5", utilizando al pez cebra (Danio rerio) como

biomonitor.
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VIL.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) Determinar y caracterizar las propiedades fisicoquimicas del agua del pozo "Zimapan 5" (APZ5) y del

pozo de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (APUAEH) como control negativo.

B) Analizar y evaluar la concentracion de As total en el agua y la bioconcentracidn de éste en pez cebra,

de acuerdo a los tratamientos, como parte del estudio de genotoxicidad.

C) Determinar la frecuencia de induccién de micronlcleos en células branquiales del pez cebra, como

un bioindicador de genotoxicidad.

D) Cuantificar el porcentaje de huevos no viables y 6vulos, eclosion, recién eclosionados y adultos

con malformaciones, asi como el porcentaje de adultos supervivientes, en el estudio de teratogénesis.
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VIIIl. MATERIALES Y METODOS

VIIl. 1. CARACTERIZACION MICROBIOLOGO Y FISICOQUIMICA DE LAS AGUAS DE LOS POZOS DEL
ESTUDIO.

Se realizaron muéstreos mensuales del APZ5 y del APUAEH, el segundo localizado en Ciudad
Universitaria (Pachuca, Hidalgo, México), durante los meses de Febrero 2003 a Enero del 2004. La
conductividad, temperatura y turbidez se midieron en campo con un analizador multiparamétrico marca
Horiba modelo U-10, el sabor y olor se detectaron por analisis sensorial in sita. Se realizaron los
siguientes andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos, de acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas y
métodos estandar internacionales: bicarbonatos (por diferencia entre la dureza total y la dureza calcica),
cloro residual libre (NOM-201-SSA1-2002, método volumétrico con n,n-dietil-p-difenildiamina), cloruros
(NMX-AA-073-SCFI-2001, método volumétrico con AgNO3), conformes fecales y totales (NOM-112-
SSA1-1994, técnica del nimero mas probable), color (NOM-201-SSA1-2002, con comparador de
discos), dureza calcica (American Public Health Association y cols. 1998, método volumétrico del EDTA),
dureza total CaCO3; (NMX-AA-072-SCFI-2001, método volumétrico del EDTA), mesdfilicos aerobios (NOM-
092-SSA1-1994, método de cuenta en placa), nitrdgeno de nitrato (NMX-AA-079-SCFI-2001, método
colorimétrico), nitrégeno de nitrito (NOM-201-SSA1-2002, método colorimétrico con sulfanilamida),
pH (NMX-AA-008-SCFI-2000, método potenciométrico), solidos disueltos totales y soélidos totales
(NMX-AA-034-SCFI-2000, método gravimétrico) y sulfatos (American Public Health Association y cols.

1998, método turbidimétrico con BaCl,).

ARSENICO. Para la determinacion de As se obtuvieron muestras de agua de 100 mi por triplicado, se
preservaron en &cido nitrico al 3%, se les hizo una prereduccién (para convertir el As* en As*®) y luego se

analizaron por espectroscopia de absorcion atémica con generacién de hidruros (en un
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espectrofotdmetro marca Varian modelo SpectrAA 880), previa elaboracion de una curva estandar con los
siguientes patrones: 0,5,10, 20,30,40, 50, 60 y 70 ug/L de As. Para la prereduccién, a 10 mi del APUAEH
0 a 5 mi del APZ5 se le agregaron 2 mi de acido nitrico concentrado, 2 mi de &cido clorhidrico
concentrado, 2 mi de Kl al 25% y 2 mi de acido ascérbico al 25%, con posterior aforo a 50 y a 100 mi con
agua desionizada, respectivamente, de la misma manera se preredujeron los patrones aforando a 50 mi.
La generacion de hidruros se realiz6 con borohidruro de sodio al 0.6%-NaOH al 0.5% y HCI 5 M

(American Public Health Association y cols., 1998; Nolte, 1991).

MERCURIO. Se analiz6 por espectroscopia de absorcion atdmica con vaporino con las mismas muestras
de agua preservadas al 3% en &cido nitrico sin diluir, utilizando como agente reductor SnCb al 25% en
HCI al 25%. Previamente se preparé una solucion madre de 10,000 pg/L y una solucion intermedia de
100 (ug/Lde Hg, a partir de la cual se hizo una curva con los siguientes patrones: 0,4,6,10,20,40 y 50

Hg/L de Hg (Evans y cols., 1986).

OTROS METALES. La determinacién de otros metales se realizé por espectroscopia de emisién con
acoplamiento inductivo de plasma (ICP), en un equipo Perkin Elmer modelo Optima 300 XL, con las
mismas muestras de agua preservadas al 3% en acido nitrico, a partir de las cuales se tomé una alicuota
de 10 mi a la que se le agregé 1 ml de acido nitrico concentrado y se aforé a 25 mi con agua. Para este
andlisis previamente se prepar6 una solucion madre multielemento con una concentracion de 25 mg/L de
Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb y Zn, a partir de la cual se prepararon los siguientes
patrones multielemento de 25 mi para elaborar una curva: 0.00, 0.05, 0.10, 0.30, 0.50, 1.00, 1.50 y

3.00 mg/L, preservados con 1 mi de acido nitrico concentrado (Cunniff, 1995).
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VIII.2. EXPOSICION DE Danio rerio V ARSENIATO DE SODIO DIBASICO (Na,HAS0,.7H.0).

Para este estudio se obtuvieron peces cebra de 4 meses de edad con un peso promedio de 0.2 g.
Cincuenta y cinco ejemplares fueron colocados en cada uno de 3 tratamientos; uno para el control
negativo (APUAEH sin adicion de As), otro para el control positivo (APUAEH con una concentracion de
5055 microg/Lde As total, previa adicién de 5047 pg As/L como arseniato de sodio dibésico de la marca
Baker analyzed lote 641366), y finalmente el tratamiento con el APZ5 (con una concentracion inicial de
As de 451.40 pg/L). Durante 180 dias los peces fueron mantenidos a 25 °C £ 1, con aireacion
permanente, iluminacién natural y artificial, 20 L de agua por tratamiento, y alimentacién con hojuelas
secas Tetramin 2 veces al dia (Hepher y Pruginin, 1998; Nagel, 2002). El primer cambio total de agua

fue hasta los 30 dias y posteriormente cada 5 dias.

Se determiné la concentracion de As total en aguas y peces sin branquias (en base seca) a los
0,1,2,3, 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias por espectroscopia de absorcion atbmica con generaciéon
de hidruros (con NaBH, al 0.6%-NaOH al 0.5% y HCI 5 M) previa prereduccién con 1 mi de HCI conc, 1
mi de Kl al 25% y 1 mi de &cido ascérbico al 25% aforando después a 25 mi con agua desionizada

(American Public Health Associationycols., 1998; Nélte, 1991).

Antes de la prerreduccion, las alicuotas de agua muestreadas fueron preservadas y diluidas en
matriz nitrica al 3%. Por su parte, a 5 peces de cada tiempo y tratamiento se les extrajeron las
branquias (para ocuparlas en el estudio de induccién de microndcleos), se secaron a 60 °C en estufa,
luego se digiri6 cada pez seco en un horno de microondas (marca CEM modelo MARSX a 170 PSI de
presién maxima, 200 °C, con 10 min para equilibrar la presién y temperatura, 5 min de digestion y 5 min
de enfriamiento) con 5 mi de acido nitrico concentrado y posteriormente se hizo la prereduccién del

digestado. De la misma manera se analizé en una sola ocasién e! contenido de As tota! en 0.5 g de
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alimento seco para alevin y pez adulto, por triplicado. Por otra parte se digieren en una sola ocasion 0.5

g de alimento y peces secos (antes de iniciar el experimento), por triplicado, para los analisis de Al, Ba,

Cd, Cr, Cu, Hg, y Pb.

La metodologia del experimento se muestra en la figura 7:

APUAEH

l

APZS

l

12 PARTE. CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA Y
MICROBIOLOGICA DE LAS
AGUAS DE POZ0 DURANTE UN
ANO.

ANALISIS FISICOQUIMICO, MICROBIOLOGICO Y DE METALES

2s. PARTE. ANALISIS DE As Y

Ll MICRONUCLEOS EN AGUAS Y
+ PECES DE LOS TRATAMIENTOS
24 (GENOTOXICIDAD).
3l
15 |
pia 30 <——  Primer cambio total de agua
60 |
90 | Cambio de agua cad
5 dias
120 |
150 |
180 |
CONTROL NEGATIVD APZ5 CONTROL POSITIVO

(APUAEH)

3. PARTE. APAREAMIENTO DE UNA
HEMBRAY UN MACHO EN CADA

TRATAMIENTO PARA OBTENER
\ / DESCENDENCIA (TERATOGENESIS).
Obtencion de huevos y contea del porcentaje de no viables y dvulos.

.

Conteo del porcentaje de eclosion, prematuros y malformados, asi como cria de alevines.

Adultos: conteo del porcentaje de supervivencia y malformaciones.

FIGURA 7. Esquema del desarrollo experimental.
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VIII.3. GENOTOXICIDAD.
Se analiz6 la FMNS en células branquiales a los 0,1,2,3,15,30,60,90,120,150 y 180 dias,
para lo cual se obtuvieron 5 ejemplares de cada tiempo y tratamiento, a los que se les extrajeron las 2

branquias.

Cada par de branquias fue colocada en una laminilla con una gota de solucion de NaCl al 1.5%,
luego se trocearon finamente con una tijera, se transfirieron a un tubo Eppendorf, se aforé a 1.5 mi con
acido acético al 9%, se centrifugd 5 min a 5000 rpm, se desecho el sobrenadante, se aforé a 1.5 mi con
agua destilada, se dej6 reposar 5 min, se centrifug6 nuevamente 10 min a 5000 rpm, se desecho el
sobrenadante, se afor6 a 0.5 mi con metanol al 100%, se agitd y se vacié el contenido en una laminilla,
se dejo secar a temperatura ambiente, luego se sumergid la laminilla en un bafio de colorante Giemsa
al 30% (diluyendo 30 mi de ia solucién concentrada comercial de Giemsa con 70 mi de solucién
amortiguadora de Sorenson*) durante 30 min, luego se retird el exceso de colorante colocando la laminilla
en un bafo de agua corriente, se dejé secara temperatura ambiente, posteriormente se sumergié la
laminilla 7 min en cada uno de los siguientes bafios: 50% etanol a 99° y 50% acetona pura, acetona
pura, acetona al 50% y xilol al 50%, finalmente xilol al 98.5%. Posteriormente se pegd a la laminilla un
cubreobjetos con resina, se dejé secar y se contaron 1000 células en un microscopio 6ptico con una
magnificacion 400 X para registrar el nimero de micronucleos (frecuencia en 1000 células). Los nlcleos
y micronicleos se apreciaron de un color morado. En la figura 8 se muestra un diagrama de esta

metodologia.

* La solucion amortiguadora de Sorenson se prepard de la siguiente manera: se disolvieron 0.4535 g de KH,PO,y 0.8935g

de Na,HPO,, con agua destilada, se aforé a 100 ml, se homogenizé y finalmente se ajustd el pHa 7.4.
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FIGURA 8. Diagrama del procedimiento para tefiir nticleos y microndcleos.

El siguiente criterio fue aplicado: a) los MNS deben estar a menos de 1/3 del didmetro del nucleo

principal, b) estar en el mismo plano de enfoque, c) tener el mismo color, textura y refraccion que el nicleo

principal, d) tener forma oval o redonda, y €) estar claramente separados del nlcleo principal.

VHI.4 TERATOGENESIS

Para este estudio se prepararon 3 peceras con los tratamientos control negativo, control positivo y APZ5. En

cada una se colocd una maternidad con una hembra y un macho a 28-29 °C, con aireacion permanente,

iluminacion natura! y artificial 12 h/dia, 7.3 L de agua, alimentacion con hojuelas Tetramin dos veces al dia y
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cambio tota! de agua cada 5 dias. Cuando habia desove los huevos se contaban con un microscopio y se
colocaban dentro de otras peceras, con 4 L de agua, en las mismas condiciones de los tratamientos de sus padres. Cuando
erosionaban se contaban los alevines y se mantenian en las mismas condiciones, pero restaurando el agua
evaporada con el APUAEH (excepto para el tratamiento APZ5, donde se restauraba con agua del pozo "Zimapéan
5"), y a partir del cuarto dia de la eclosion se alimentaban tres veces al dia con aumento para alevines
marca sera. A partir del noveno dia después de la fertilizacién se mantenian en las mismas condiciones pero a
27-28 °C, con cambio tota! de agua cada 6 dias. A los 24 dias después de la eclosion se reducia la temperatura
a 26 +1 °C y se alimentaban con una mezcla de alimento para alevines y hojuelas Tetramin dos veces al dia. A
los 30 dias después de la eclosion se les daba solamente hojuelas Tetramin dos veces ai dia, se restauraba el

aguay se cambiaba totalmente cada 5 dias (con agua del APUAEH para todos los tratamientos).

Se contaron los huevos para el calculo del porcentaje de 6vulos, huevos no viables y viables. Asimismo, se
contaba el porcentaje de recién eclosionados totales y malformados, adultos supervivientes totales y con

malformaciones, asi como el tipo de malformacién. En la figura 9 se muestra un esquema del estudio de

teratogénesis.
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—_— py e : ol R —— -
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FIGURA 9. Diagrama del estudio de teratogénesis.
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IX. RESULTADOS

IX. 1. CARACTERIZACION DEL AGUA DE LOS POZOS APZ5 Y APUAEH.

Los resultados de la caracterizacién de las aguas se presentan en el cuadro 5. En todos los
casos se reportan resultados de tres réplicas por mes, durante 12 meses (n = 36). Se observa que
parametros tales como pH, conductividad, solidos disueltos totales, sélidos totales, nitratos, nitritos,
cloruros, entre otros, resultan més altos en el APUAEH que en el APZ5, lo que pone de manifiesto que
la primera estd mas salinizada pero cumple con los pardmetros establecidos por la norma mexicana
para agua de uso y consumo humano (Secretaria de Salud, 2000). En ambas aguas la mayoria de
los parametros evaluados se encuentran por debajo de los limites permisibles establecidos por
dicha norma. En ambos casos se trata de aguas bicarbonatadas célcico-magnésicas, indicandose

gue el APUAEH es de mayor contenido calcico que magnésico.
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CUADRO 5. Promedio y coeficiente de variacion de los andlisis de caracterizacion del agua de los

pozos APZ5 y APUAEH (Febrero 2003-Enero 2004).

ANALISIS NOM APZ5 APUAEH
| Al (ug/L) <200 22.00 (6.10) 2.19 (54.35)
I As (L&/L) <25 *280.00 (2.20) *8.55 (79.66)
Ba (/L) <700 48.00 (3.10) 9.44 (16.40)
Ca 2 (mg/L) NN 28.32 (38.62) 17.69 (27.12)
Cd (ng/L) <5 <2 2.085 (0.004)
Cl-(mg/L) <250 1.11(7.00) 23.56 (36.16)
" Cloresidual (mg/L) | 0.2-1.5 <0.02 <0.02
Coliformes fecales (NMP/100 ml) Ausencia Ausencia Ausencia
Coliformes totales (NMP/ 100 mi) Ausencia Ausencia Ausencia
Color (UPC) <20 5 (80.12) 2.25(104.82)
Conductividad (mS/cm) NN 0.47 (21.67) 0.62 (20.28)
Cr (ug/L) <50 4 (0.004) <0.219
Cu (ug/1) <2000 11(0.016) <0.48
Dureza calcica (mg/L) NN 106.60 (2.80) 103.17(21.97)
Dureza total (mg CaCO3/L) <500 348.60 (0.90) 199.75 (16.63)
Fe (ug/L) <300 260.00 (2.40) 79.01(11.01)
HCO: 2 (mg/L) <300 242.00 (8.59) 96.58 (34.79)
He (/L) <1 0.50 (2.68) <0.39

* Diferencia estadisticamente significativa entre medias del APZ5 y APUAEH (= 0.05)
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CUADRO 5 (CONTINUACION). Promedio y coeficiente de variacion de los anélisis de caracterizacion del

agua de los pozos APZ5y APUAEH (Febrero 2003-Enero 2004).

| [
i‘ ANAUISIS NOM APZ5 APUAEH
| K+ (mg/L) NN 2.24(2.20) 2.27(30.73)
Mesofilicos aerobicos (UFC/ml) <100 <100
Mg 2* (mg/L) NN 6.81(8.04) 9.22(19.68)
Mn (g/L) <150 %330.00 (2.00) *10.11 (57.18)
B Na* (mg/L) <200 5.70 (6.35) 7.06(7.74)
N-NO 2 (mg/L) <1 <0.002 0.011(10.1)
, N-NO > (mg/L) <10 0.04 (0.43) 3.61(62.43)
! Olor Agradable Agradable Agradable
Pb (ug/L) <10 12 (4.00) <0.32
pH (Unidades) 6.5-8.5 7.30(0.40) 8.14(10.11)
Sabor Agradable Agradable Agradable
Salinidad NN 0.01(1.50) 0.03(8.13)
S042 (mg/L) <400 48.48 (2.12) 108.43 (70.54)
Sélidos disueltos totales (mg/L) <1000 244.30(3.10) 485.80 (14.71)
Sélidos totales (mg/L) NN 307.30(7.10) 537.73 (11.50)
Temperatura (°C) NN 25.60(2.50) 21.52(7.74)
Turbiedad (UTN) <5.0 0.50 (1.30) 0.055 (108.68)
Zn (ng/Ll) <5000 8.00 (6.20) 4.08 (44.05)

* Diferencia estadisticamente significativa entre medias del APZ5 y APUAEH (o = 0.05)

NOM: Limites establecidos por la NOM-127-SSA1-1994 (Secretaria de Salud, 2000).
APZ5: agua del pozo "Zimapan 5". APUAEH: agua del pozo "Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo".
NN: No Normado. Los valores entre paréntesis indican coeficiente de variacion:

CV = (X(Xi-Xm)?/(n-1))° 3(100) /X, donde X; = valor/réplica, X, = promedio, n = nimero de réplicas/analisis.

[X.2. EVALUACION DE LA BIOCONCENTRACION DEL ARSENICO EN Danio rerio.

La exposicion al As se inicio en el mes de Septiembre/2003 y concluy6 en Marzo/2004, con 6 meses de

evaluacion. Los resultados se muestran en el cuadro 6.
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CUADRO 6. Concentracion de As promedio en muestras de aguas y peces sin branquias (en base

seca) de los tratamientos negativo, APZ5 y positivo.

CONCENTRACION DE As EN AGUAS EN p1g/LY CV

Dias Control negativo APZ5 Control positivo
0 *<1.12 *451.40(1.92) * 5055.96 (1.06)
1 *<1.12 *429.60 (0.31) *4937.20 (0.64)
2 *<1.12 *417.20(1.30) *4926.10 (0.60)
3 *¢1.12 *388.00 (1.29) *4799.30 (1.05)
15 *<1.12 *322.20(2.46) *4512.40 (0.90)

30 (1er. cambio total de agua) *¢1.12 *240.00(2.38) *3963.31(1.17)
60 *<1.12 *246.69 (2.65) *4149.88 (4.51)
90 *<1.12 *233.11(3.91) *3922.89 (2.54)

120 *<1.12 *228.33(4.11) *4048.51 (1.96)

150 *<1.12 *231.67(3.74) *4032.34 (2.80)

180 *<1.12 *237.19 (2.04) *4042.29 (6.49)

CONCENTRACION DE As EN PECES SIN BRANQUIAS EN pig/LY CV

Dias Control negativo* APZ5* Control positivo*
0 <1.12 <1.12 <1.12
1 *<1.12 *3.34 (4.18) *15.12(2.12)
2 *<1.12 *4.87(1.52) * 30.75 (4.62)
3 *<1.12 * 10.25 (0.96) *50.92 (2.51)
15 *<1.12 * 40.28 (9.16) *300.45(6.79)

30 *<1.12 * 75.85(1.84) *524.93 (10.20)
60 *<1.12 *101.69 (10.42) * 1068.25 (6.09)
90 *<1.12 *212.19(2.71) *2375.73(3.85)

120 *<1.12 *223.63 (3.00) * 2896.03 (4.10)

150 *<1.12 * 364.57 (3.11) * 3570.08 (3.52)

180 *<1.12 *397.76 (4.48) *4051.93 (1.69)

* Diferencia estadisticamente significativa entre medias del control negativo, APZ5 y control positivo (.« = 0.05) (Daniel,

2002).

CV: coeficiente de variacion = (X(Xi-Xn)?/(n-1))°>-(100) /X,, donde X; - valor/réplica, X,, = promedio, n = nimero de
réplicas. APZ5: agua del pozo "Zimapan 5".

Los resultados corresponden al promedio de 3y 5 réplicas para aguas y peces, respectivamente.

Limite de deteccion = 1.12 pg/L
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Se pudo observar en el tratamiento APZ5 y positivo el decrecimiento de la concentracion de As en el
agua con el tiempo, en tanto que en peces se produce un incremento (ver cuadro 6). A los 30 dias se
observo en el control positivo que 47.94% del As que disminuy6 en el agua fue bioacumulado por el pez y
el resto fue eliminado por excrecion en los sedimentos; similarmente eso pasé con el tratamiento APZ5
donde el 35.35% del As que disminuyo en esta agua fue bioacumulado. En las figuras 10,11,12 y 13 se

muestran las disminuciones e incrementos en aguas y peces, asi como la ecuacion lineal y coeficiente de

correlacion.
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FIGURA 10. Disminucion de la concentracion de As en el agua del control positivo en funcion del tiempo.

Las barras indican la desviacion estandar.
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FIGURA 12. Incremento de la concentracion de As en peces del control positivo en funcion del
tiempo. Las barras indican la desviacion estandar.
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FIGURA 13. Incremento de la concentracion de As en peces del APZ5 en funcion del tiempo. Las

barras indican la desviacion estandar.

CONCENTRACION DE As #4g/L)

Por otro lado, la concentracion de As en el alimento utilizado para el experimento fue menor a 1.12

ug/L (o sea, el limite de deteccion). Asimismo la concentracion de Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Hg y Pb, en el alimento

y en los peces, antes del experimento, fue menor a los limites de deteccion (1.066, 0.326, 2.000, 0.219,

0.480,0.390 y 0.32 pg/L, respectivamente) y a los limites permisibles maximos sefialados en la NOM-127-

SSA1-1994.

IX.3. GENOTOXICIDAD

Con relacion a la FMNS en células branquiales, en el control negativo se observd una induccion

natural que a los 180 dias fue de 0.8 MNS/1000 células, en promedio. Por su parte, el control positivo

presenté una FMNS 163.5 veces mayor que el control negativo, en tanto que en los peces del APZ5 hubo un

incremento en la FMNS 56.25 veces mayor que en el control negativo, apareciendo también otras
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anormalidades como nucleos lobulados y hendidos. En la figura 14, cuadro 7 y figura 15 se muestran

estos resultados.

I "’ R

a) b) c) d)

.c)\. v - ‘ “a”

e) f 8 h)

FIGURA 14. Micronucleos y otras anormalidades asaeteas en catalas branquiales del pez cebra de los
tratamientos APZ5 y positivo, a, b, ¢, d, e y f muestran micronicleos; f, g y h muestran otras
anormalidades nucleicas. M = micronucleos, NT- nicleo hendldo; L = nicleo lobulado. La amplificacién

es 1000 x.
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CUADRO 7, Frecuencia efe micronucleos promedio en calalas branquiales en fundén del tiempo.

oiis CONTROL NEGATIVO APZ5 CONTROL POSITIVO
MNS/1000 células (CV) | MNS/1000 células (CV) MNS/1000 células (CV)

0 0.4 (122.5) 0.4 (122.5) 0.4 (122.5)
1 0.8(50.0) 1.2(97.2) 2.0(70.7)

2 *0.6 (81.6) 2.0 (54.8) *2.6(71.3)

3 *0.4(122.5) *2.4 (42.5) *5.0(29.8)

15 *0.6 (81.6) *4.4(49.0) *12.0(19.0)

30 *0.4(122.5) *10.2 (20.9) *24.8(14.3)

60 *0.4 (122.5) *18.4(17.7) *18.0(7.5)

90 *0.4(122.5) *27.6(13.7) *80.2(5.0)

120 0.2 (200.0) *32.8(11.8) *95.4 (5.1)

150 *0.4(122.5) *40.8 (10.0) *110.4 (4.9)

180 *0.8(50.0) *145.0(14.1) * 1308 (4.1)

2002).

* Diferencia estadisticamente significativa entre medias de! control negativo, APZ5 y comtrol positive (o = 0.05) (Daniel,

CV: Coeficiente de variacion = (X(X-Xn)%(n-1))"* (100) /X, donde X; =valor/réplica, X, - promedio, n = numero de
réplicas. Los resultados corresponden al promedio de 5 réplicas. APZ5; agua del pozo "Zimapén 5",
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FIG. 15, Cambios en la frecuencia de micronicleos promedio en célalas de las branquias del pez cebra

en funcién del tiempo. (Las barras indican la desviacion estandar).
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IX4. DESOVE, SUPERVIVENCIA YTERATOGENESIS

Se observé que a mayor concentracion de As en el agua (237.19-451.40 y 4042.29-
5055.96 pg/L en el tratamiento APZ5 y positivo, respectivamente), mayor porcentaje de huevos
no viables y o6vulos, menor porcentaje de eclosion, mayor porcentaje de alevines recién
eclosionados con columna desviada 6 prematuros, asi como de adultos con columna desviada y
enanismo, y menor porcentaje de adultos supervivientes, lo cual se puede observar en los cuadros
8y 9. Asimismo en los tratamientos APZ5 y positivo el tiempo para eclosionar (a 28-29 °C) fue de

3 dias, en contraposicién con el control negativo que fue de 2 dias.

CUADRO 8. Porcentaje de huevos no viables' y viables, évulos, eclosién?, y de alevines recién

eclosionados con malformacion en columna o prematuros®, para los diferentes tratamientos.

. _ :

] T
| | | % !
RATAMIENTO |7 HUEVOS NO| % HUEVOS | % % ALEVINES | % ALEVINES
VIABLES | VIABLES | OWULOS |ECLOSION [C/MALFORMACION| PREMATUROS
n | , EN COLUMNA |
CONTROL | " [
NEGATVO | 0-7(15.91) | 99.1(1.2) | 0.1(21.61) | 98.2(1.6) 0 0
APZ5 4.1(13.29) | 96.3(6.0) | 0.3(19.28) | 92.0(7.9) 2.5(5.94) 0
| | |
CONTROL
BOSITIVO 18.4(2.41) | 81.5(5.6) | 0.3(20.55) [78.0(10.6) 13.6(8.37) 10.4 (5.05)

! Ei porcentaje de huevos no viables y 6vulos se obtuvo en base a la suma total de huevos y 6vulos desovados.
2Esel porcentaje de eclosion que se obtuvo del total de los huevos viables.
¥ Es el porcentaje de alevines recién eclosionados con malformacién en columna 6 prematuros, del total de eclosionados.

* Los numeros entre paréntesis indican el coeficiente de variacion.
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CUADRO 9. Porcentaje de enanismo®, malformacién en columna'y supervivencia2 en descendientes adultos,

para los diferentes tratamientos.

% C/MALFORMACION| % SUPERVIVENCIA A LOS 6
TRATAMIENTO % ENANISMO EN COLUMNA MESES DE EDAD
CONTROL NEGATIVO 0.0 0.0 12.0
APLS 100.0 16.0 6.4
CONTROL POSITIVO 100.0 54.5 24

' Esel porcentaje de adultos con enanismo ¢ malformacion en columna del total de adultos supervivientes.

Es el porcentaje de adultos supervivientes del total de alevines eclosionados.

Los huevos viables y no viables del control negativo, positivo y tratamiento APZ5 se pueden observar en la

figura 16.

FIGURA 16. a) Huevo no viable del control positivo (aumento 50X), b) Huevo no viable del tratamiento APZ5 (aumento

50X), y ¢) Huevos viables del control negativo (aumento 7X).
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En las figuras 17 y 18 se aprecian tos alevines reden erosionados con columna desviada del
tratamiento APZS y positivo, asimismo en la figura 18 se observa el caso de un alevin del control positivo
con una posible tumoracién en la cabeza. Se presentd una teratogénesis mas marcada en el control
positivo, donde también se encontrd un alevin con la parte caudal no desarrollada. No se detectaron

malformaciones en aletas y opérenlo.

FIGURA 17. Alevines reden eclosionados expuestos al agua del pon» APZ5 con columna desviada (a, b y ¢). En ¢ también se

observa un alevin normal (Aumentos 25X y 40XL respectivamente).

FIGURA 18. Malformacién en columnay posible tumoracion (indicada con la flecha) de alevin expuesto

al agua de! control positivo. (Aumento 40X).
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La malformacion en columna y enanismo de los descendientes adultos se ilustra en las figuras 19y 20.

b)

FIG. 19, Parte caudal de la columna vertebral de pez cebra en adultos de los tratamientos APZS 'y
positivo, a) Normal, b) Columna deformada.

FIG. 20. Enanismo en pez adulto (a laizquierda) de los tratamientos APZS y positivo.
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X DISCUSION

XI. SOBRE LA CARACTERIZACION DEL AGUA DE LOS POZOS APZ5 YAPUAEH

El agua del pozo APUAEH resulté ligeramente mas salinizada que la del pozo APZ5, ambas aguas
se clasifican como bicarbonatadas calcico magnésicas segin el diagrama de Piper (ver figura 21), y la
mayoria de los pardmetros fisicoquimicos estuvieron por debajo de los limites sefialados en la norma oficial
para agua de consumo humano. En relacion al contenido de As, el APZ5 mostré una concentracion de 480
Mg/L la cual es 19.2 veces mayor de lo que permite la norma NOM-127-SSA1-1994 (Secretaria de Salud,
2000), este parametro representa una diferencia estadisticamente significativa entre ambos tipos de
aguas, y ademas que este resultado es parecido al reportado por Amienta y cols. (1993), Pérez (2004) y
Ramos (1996). Es de sefialar que el APUAEH no habia sido caracterizada con anterioridad y que su

concentracion de As entra en el intervalo de un agua dulce no contaminada (1-10 pg/L).

Ca Na HCO3 Ci

FIG. 21. Diagrama de Piper para la clasificacion de las aguas de pozo. B agua del APUAEH (simbolizada con
0) se clasifica como bicarbonatada calcica magnésica al igual que el agua del APZ5 (simbolizado con ¢). Se

presentan resultados de los doce meses maestreados (febrero 2003-enero 2004).
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El efecto tdxico del As puede variar ampliamente segln su estado de oxidacion y formacién de
complejos o sales; lo cual depende del pH, temperatura, presencia de sustancias organicas e
inorganicas disueltas, dureza, actividad biolégica de organismos acuaticos, ademas de otros
factores. La forma disuelta es mas rapidamente bioconcentrada que la particulada (ya que la

captacion de esta por los organismos acuéticos es limitada) (USEPA, 2003).

El As existe en las aguas naturales como As, H;ASOs, H,ASO,? y HAsO4?, con estados de oxidacion 0, I,
IV y V, respectivamente. Si el agua contiene especies de azufre disuelto, el AsS,- puede ser una especie
importante del As (Ill) a bajos potenciales de reduccion (Armienta, 1993), lo cual no ocurrié en el
presente experimento porque el agua era permanentemente aireada para mantener una

concentracion de oxigeno disuelto de aproximadamente 6.24 mg/L (alto potencial de oxidacién).

Con respecto a los bicarbonatos, la concentracion fue mayor en el APZ5 (242.00 mg/L) que en el
APUAEH (96.58 mg/L). La alta concentracién de éstos en el APZ5 puede deberse a que proviene de

rocas carbonatadas, segun reportan Armienta y cols. (1993).

La relacion conductividad-pH fue mayor en el APUAEH (0.62 mS/cm - 8.14) que en el APZ5 (0.47
mS/cm - 7.30), siendo la primera mas cercana a la relaciéon de 0.80 mS/cm - 8.00 reportada por
Oberemm (2000) para una alta produccién de huevos y robustecimiento del pez cebra a 26 °G, ademas
de que la conductividad del APUAEH indica un mayor contenido de sales disueltas lo cual aporta mas
nutrientes a los peces. A esos valores de pH, y adicionalmente con la oxigenacién del agua, en el
presente experimento la especie disuelta predominante fueron los arseniatos (HASO4?) los cuales
pueden ser biotransformados por los peces a derivados metilados menos toéxicos (Tamaki y

Frankenberger, 1992).
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Un pH alto causa una proporcion elevada de amoniaco. Por el contrario, por cada unidad de
disminucion del pH la concentracion de NH3 se reducira 10 veces, ya que éste se convierte a NFV (NH3 +
H" => NH,") que es una forma iénica no téxica. Sin embargo, una disminucién del pH también puede
incrementar la concentracion del diéxido de carbono (CO; 2+ H" => HCO, y HCO;" + H' => H,0 + CO0,) y del
acido nitroso (si el ion nitrito se encuentra en concentraciones elevadas), los cuales son tdxicos para los
peces. Por lo que para el cultivo de peces tropicales se recomienda un pH de 6.5 a 7.5 (Sera, 1999); el
agua con un pH menor a 4 produce muerte acida, con un pH menor a 5 se precipita el Fe coloidal lo que
impide la funcion respiratoria de las branquias, de 5.0-5.5 puede ser dafiina para la reproduccion de los
peces puesto que los huevos y los alevines son mas sensibles al pH bajo que los peces mas grandes
(Arista, 1993; Hephery Pruginin, 1998). En un intervalo de 5.5-6.5 la produccion de peces es baja
debido a un efecto directo sobre los peces 6 a un efecto sobre los organismos que constituyen el
alimento de los peces. A un pH superior a 9.0 ios huevos y los alevines pueden ser afectados (Hepher y
Pruginin, 1998), y a pH 11 se produce muerte alcalina (Arista, 1993). EI APZ5 presentd un pH que entra

dentro del intervalo ideal (6.5-7.5) para el cultivo de peces tropicales.

En el agua, el amoniaco y ion amonio son oxidados a nitritos por las bacterias del género
Nitrosomonas y los nitritos son oxidados a nitratos (los cuales no son toxicos) por las bacterias del
género Nitrobacter, tanto el amoniaco como los nitritos, y el NH4,0H no disociado, son téxicos para los
peces. Cuando se producen nitritos, el pH del agua debe mantenerse mayor a 6 para prevenir la
formacion de acido nitroso, el cual se absorbe mas rapido por las branquias que el nitrito (Gargas,
1995). Los nitritos son el resultado de la descomposicion proteica, de los excrementos, de la orina 'y de la
urea, y bloquean la distribucién de oxigeno en el cuerpo de los peces; o sea que cuando hay una alta

concentracion de nitrito (> 0.3 mg/L) los peces se sofocaran por falta de oxigeno (Sera, 1999). En las
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aguas de los pozos APUAEH y APZ5 la concentracion de nitritos fue menor a 0.011 mg/L, por lo que no
hubo riesgo para los peces, y ademas fueron adecuadamente oxigenadas para favorecer la oxidacion a

nitratos.

Por otra parte, la dureza total (348.60 mg CaCOz/L) en el APZ5 la clasifica como agua muy dura por
ser mayor a 200 mg CaCXh/L (Arista, 1993) y puede contribuir a reducir la toxicidad por As, ya que los
iones no téxicos Ca*y Mg*? compiten con los metales por los sitios de enlace protegiendo del dafio a las
lamelas de las branquias (Welch, 1980). Adicionalmente, el agua mas dura disminuye el trabajo
osmatico requerido para reponer los electrolitos de la sangre que se pierden a través de la orina

desechada por los peces de agua dulce (Arista, 1993).

Respecto a los metales, hubo una mayor concentracion de Ca en el APZ5 (28.32 mg/L) que en
el APUAEH (17.69 mg/L), por lo que en el presente experimento el pH y las condiciones oxidantes
hacen suponer la presencia de arseniato de calcio en el tratamiento APZ5 y control positivo. Por su
parte, el Fe es un micronutriente que se necesita para el metabolismo respiratorio, ya que es un
componente de la hemoglobina que precipita automaticamente en forma de Fe(OH); a valores de pH de 7.5
a 7.7, en condiciones oxidantes. De acuerdo al pH y estado de oxidacion del APZ5 la forma
predominante debié ser el Fe(OH); el cual adsorbe y coprecipita los metales e iones arsenato,
reduciendo su toxicidad. La cantidad normal de hierro en aguas oxigenadas con pH de 5 a 8 es de 50 a
200 ug/L, con casi nada en forma iénica (Wetzel, 1981), por lo que el APUAEH se encuentra en este
intervalo (79.01 pg/L), no asi el APZ5 con 260.00 ug/L. Por otra parte, el manganeso es un catalizador
esencial de numerosos sistemas enzimaticos. En los lagos y rios del mundo la concentracion promedio
(en pg/L) de los siguientes metales solubles es: Mn 35, Cu 10 y Zn 10; comparando con el APUAEH ésta

presentd una concentracion menor en todos, no asi el APZ5 que excedié la concentracion de Mn (330
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pg/L) y Cu (11 pg/L). El Cu, Fe, Mn y Zn forman complejos estables con compuestos orgénicos (Wetzel,
1981) y en el presente estudio probablemente formaron complejos con organoarsenicales del APZ5 y

control positivo.

Respecto a los sélidos disueltos, una alta concentracién puede impedir el desarrollo de huevos y
recién eclosionados. Como ejemplo, la trucha requiere para su cultivo e incubaciéon del huevo una
concentraciéon de solidos disueltos totales de 12-904 mg/L (Arista, 1993); y las aguas de los pozos
estudiados presentaron concentraciones de 244.30 (APZ5) y485.80 mg/L(APUAEH), las cuales entran
en ese intervalo, por lo que se supone que los niveles de soélidos disueltos en dichas aguas no

impidieron el desarrollo de huevos y recién eclosionados.

Por otro lado, el sulfato es reducido a grupos sulfhidrilo (-SH) en la sintesis proteica. En el agua,
el SH, experimenta una serie de reacciones oxidativas hasta diéxido de azufre, triéxido de azufre y acido
sulfdrico. La concentracion normal de sulfates en las aguas naturales varia de 5 a 30 mg/L, y las aguas
de pozo estudiadas excedieron el limite superior (Wetzel, 1981), lo cual beneficia la sintesis proteica del

pez cebra, pero podria causar un dafio si hubiera una excesiva formacién de acido sulfdrico.

Respecto a la turbiedad del agua, es causada por un alto contenido de sélidos suspendidos
como minerales de barro, lo que dafia las branquias (Hephery Pruginin, 1998) porque se obstaculiza la
respiracién. En ambas aguas este parametro fue menor a 0.5 UTN, la cual fue muy baja 'y menor a 5 UTN
(limite maximo permisible por la NOM-127-SSA1-1994), por lo que se supone que no afectd las

branquias de los peces estudiados.

Finalmente, en el cuadro 10 se presentan los parametros fisicoguimicos para la reproduccién

de la tilapia. un pez tropical de agua dulce y con algunos requerimientos parecidos al pez cebra.
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CUADRO 10. Parametros fisicoquimicos para la reproduccion de la tilapia. Diaz, 1991

PARAMETROS | INTERVALO OPTIMO |  INTERVALO NOACEPTABLE |
i Temperatura (°C) 24-29 <22y>32
TOxigeno disuelto mg/L) | >5 <3
T :5 <30 >50 |
Salinidad (mg/L) <20 >20
ipH ! 6.5-8.5 || <6.5y>85
Turbidez (UTN) <25 | >30
Amonio (mg/L) | <0.1 j >0.1
Nitritos (mg/L) <4.6 i 5
; .

En los experimentos realizados se mantuvieron las maternidades de 28 a 29 ° C, con un pH
promedio de las aguas de pozo de 7.30 (APZ5) y 8.14 (APUAEH), una concentracién de oxigeno disuelto de
aproximadamente 6.24 mg/L, salinidad < 0.03 %, turbidez < 0.50 UTN y nitritos < 0.011 mg/L,

parametros que entran en las condiciones ideales para la reproduccion de la tilapia y del pez cebra.

X.2. SOBRE LA EVALUACION DE LA BIOCONCENTRACION DEL ARSENICO EN Danio rerio

Alien y cols. (2004) suministraron tribxido de arsénico al pez Channa punctatus encontrando que
la concentracion de As se incrementd exponencialmente en el higado, rifion, branquias y muasculos
durante 60 dias de exposicion, lo cual declind a los 90 dias, aumentando también la lipoperoxidacion
gue posteriormente disminuy6 a los 60 dias y se incrementé de nuevo a los 90 dias, asimismo (Alien y

Rana, 2004) encontraron que la actividad de las enzimas glutatién-S-transferasa, glutation peroxidasa,
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glutation reductasa y catalasa, disminuyeron en el higado y el rifion como resultado del incremento
inicial de la concentracion de As en los mismos. Las enzimas antioxidantes, especialmente las que

dependen del glutation, tienen un papel protector contra el estrés oxidativo que induce el As.

En otros organismos, Schiller y cols. (1977) suministraron con 20, 40 y 85 mg/L de As (como
arseniato de sodio) a ratas, en el agua para beber por 3 y 6 semanas, resultando que la actividad total
de la piruvato deshidrogenasa mitocondrial hepatica fue inhibida en 14,15 y 28%, respectivamente, a
las 3 semanas. Un comportamiento similar fue observado a las 6 semanas, asimismo se observé una

disminucién de la velocidad del crecimiento en los animales expuestos a 85 mg/L As.

En la presente investigacion hubo una bioconcentracion del As en peces y una disminucién en
aguas en funcion del tiempo encontrandose diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de As promedio de los tratamientos, para cada tiempo. A los 30 dias se observé en el
control positivo una reduccién de la concentracion de As en el agua de 1092.65 ug/L, mientras en
peces hubo un incremento de 523.81 pg/L. Asi también el agua del APZ5 mostré una disminucién de
211.40 pg/L y los animales un incremento de 74.73 pg/L La velocidad de la concentracion de As en los
peces del control positivo fue mas alta que la del tratamiento APZ5, observandose una
bioconcentracién del 47.94 y 35.35%, respectivamente, del As perdido del agua. Como se observa en
las figuras 10 y 11, fueron obtenidas pendientes negativas de disminucion de As en aguas con valores

de -33.846 y -6.5917 ug/L/dia que corresponden al tratamiento positivo y APZ5, respectivamente.

Por otro lado, a los 180 dias, la velocidad de bioconcentracién del As puede ser expresada con las

pendientes obtenidas de 23.614 y 2.2077 (ug/L/dia para los peces del tratamiento positivo y APZ5 (ver
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figuras 12 y 13), respectivamente, con una tendencia lineal que no concuerda con la tendencia
exponencial del triéxido de arsénico obtenida en higado, rifion, branquias y musculos del pez Chauna
pufictatuspoi Alien y cols. (2004). Se observa una mayor velocidad para el control positivo, presentando
las regresiones una R? > 0.981 por lo que hubo una buena correlacién entre la concentracion de As en

pezy el tiempo.

A los 180 dias de exposicion la concentracion de As en peces sin branquias del tratamiento
A.PZ5 fue de 397.76 jag/L (base seca), la cual es cercana a la reportada por Baez (2001) de 435 ug/L
(base seca) en pez completo (incluidas las branquias) a las 96 horas de exponer Oreochromisniloticusz la
misma agua, por lo que se supondria que el segundo lo bioconcentré mas rapidamente y/o las
branquias lo concentran mucho mas. Por otro lado, la concentracion de As de 4051.93 ug/L en peces
del control positivo fue aproximada a la reportada por Nagvi y cols. (1990) de 4290 ug/L en tejido
fresco del cangrejo de rio Procambarus clarkii expuesto a 5 mg/L del herbicida metanoarseniato de
monosodio en el agua por 8 semanas, comprobandose otra vez que otros organismos bioconcentran
mas rapidamente el As que Danio rerio. Estas concentraciones entran en el intervalo encontrado (396 a
45,716 ug/L) por Navarro y cols. (1992) en muestras liofilizadas de pescado de la Costa de Granada,

Esparia.

Finalmente, hay concordancia con que la maxima concentracién de arsenitos y arseniatos en el
agua, considerada como segura para peces y otros organismos acuaticos, es de 15,000 a 23,000 pg/L
(Metelev y cols., 1983), ya que la concentracion del arseniato en los 3 tratamientos fue menor a
9,374.99 (ug/L y no causo letalidad. El As presente en el APZ5 y control positivo debié absorberse por

las branquias, tracto gastrointestinal y piel, y probablemente se distribuyé en higado, rifion, muisculo y
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huesos, entre otros, biotransformandose una parte en As organico lipo e hidrosoluble.

X.3. SOBRE LA GENOTOXICIDAD

Respecto a los micronlcleos en peces, Cavas y cols. (2005) sometieron a la carpa comun
{Cyprinus carpid), carpa prusiana (Carassius gibeilio) y cory apimentado (Corydoras paleatufy a
diferentes dosis de cadmio (5-100 (ug/L) y cobre (10-250 (.ug/L) por 21 dias, con un control positivo de
cromo hexavalente a una dosis de 5000 (ug/L, resultando que las especies de peces y sus tejidos
presentaron una diferente sensibilidad a los metales pesados después de 21 dias con un incremento
significativo en las FMNS y binlcleos, donde las células branquiales y hepéaticas mostraron mas altos
valores que los eritrocitos. En otro estudio, Cavas y Ergene-Goziikara (2003) evaluaron los efectos
genotoxicos del insecticida piretroide lambda-cihalotrin en el ciprinido Garra rufa expuesto a
concentraciones de 0.005, 0.010 y 0.050 ug/l por 36 h, obteniendo que la frecuencia de eritrocitos
micronucleados se incrementd significativamente y que a los 90 y 180 minutos de exposicién los
parametros nucleolares (el nimero promedio de nucléolos por célula, el volumen de un solo nucléolo y el
porcentaje de células con nucléolos apareados heteromérficos ) fueron reprimidos en las células

epiteliales de la orilla de la aleta caudal.

En otros organismos, Lechuga (2002) coloco raices de haba, durante 6 horas, en agua de
Pachuca (control negativo con < 8 ug As/L) y en agua del distribuidor general de Zimapan (con 300 pg
As/L promedio), obteniendo una induccién de la FMNS en células meristematicas de 1/1000 y de

11/1000, respectivamente.
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Noda y cols. (2002) reportan que el acido dimetilarsinico induce dafio al DNA en el pulmén por la
formacién de varias especies de radicales peroxil. Jan y cols. (1997) afirman que el arsenito
incrementa el éxido nitrico celular, el cual puede reaccionar con el superéxido celular para generar
peroxinitrito, y que éste oxidante es el probable responsable de la induccién de micronicleos. También
reportan que el arsenito incrementa el nitrito (producto del 6xido nitrico) y los microndcleos, y que
ambos pueden ser suprimidos por la N-nitro-L-arginina metil éster, asi también que estos micronucleos
podrian ser reducidos por la superéxido dismutasa. Por otro lado Fow!er (1977) reporta que el As causa
fragmentacién y reconstruccion de cromosomas durante la mitosis, causando mutacién o muerte
celular; que los arsenicales inorganicos provocan aberraciones cromosOmicas en linfocitos humanos in
Vitro, defectos en la division celular, incremento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas y dafia el
mecanismo natural de reparacion de cromosomas (por ejemplo bloqueando los grupos SH de las

enzimas involucradas en tal reparacion).

Es importante mencionar que el APZ5 tuvo mayor concentracién de Mn (330 ug/L), Pb (12
pg/L), Cr (4 pg/L) y Cu (11 pg/L) que el APUAEH, y estos metales inducen MNS también (Cavas y cols.,
2005; Kapka y cols., 2004). Sin embargo, el Cry Cu no excedieron el limite maximo permisible (NOM-
127-SSA1-1994) y aunque el Mn y Pb lo excedieron 2.0 y 1.2 veces (respectivamente) no se comparan
con el As que lo excedi6 19.2 veces, sin embargo la exposicién conjunta al As y Pb presenta efectos
aditivos en el tejido respiratorio y en el sistema nervioso central (Galvao y Corey, 1987). Con respecto al
Cd, ambas aguas de pozo tuvieron una concentracion menor a 2.085 (ug/L, la cual es menor al limite
maximo permisible y a las concentraciones que incrementaron las FMNS en los peces intoxicados por

Cavas y cols. (2005), aunque Fowler (1977) sugiere que el cadmio potencia la toxicidad arsenical.
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Por otra parte, en esta investigacion hubo un incremento de la FMNS con el tiempo y con la
concentracion de As en el agua, siendo en el control positivo mayor que en los peces del tratamiento
APZ5, induciéndose en ambos casos otras anormalidades nucleicas también. En ambos tratamientos el
As promovio un cambié celular con tendencia lineal a concentraciones subcrénicas, con una velocidad
de 0.7398 y 0.2561 MNS/1000 células/dia (ver las pendientes de las rectas en la fig. 15),
respectivamente, lo cual esta en una proporcién 2.88:1 o sea 0.7398/0.2561. En general, hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre las FMNS promedio de los tratamientos, para cada
tiempo. Probablemente una de las causas de la induccion de estos micronucleos fue porque se produjo
glucosa-6-arseniato y se inhibié la sintesis del ATP por desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa,

perjudicandose la sintesis del ADN.

Comparando la FMNS de 10.2/1000 células a los 30 dias en el tratamiento APZ5, es casi igual a
10.16/1000 células reportado por Cavas y Ergene-Gozilkara (2003) en células branquiales a los 3 dias de
exponer al pez O. niloticus al 10% de un efluente textil, por lo que en este pez se indujeron mas
rapidamente los micronUcleos tal vez por ser mas sensible o por que el efluente era mas téxico que el
APZ5; este nivel de FMNS también es cercano al que reporta Lechuga (2002) de 11/1000 en células
meristematicas de haba, a las 6 horas de exponer las raices en agua del distribuidor general de Zimapan
(con 300 fig As/L), por lo que también en esta leguminosa se indujeron mas rapidamente estas
anormalidades nucleicas. Por otro lado la FMNS de 4.4 MNS/1000 células a los 15 dias en el mismo
tratamiento, es cercana a 5.15 MNS/1000 células encontrada por Basu y cols. (2002) en células de
mucosa oral de individuos expuestos a 368.11 ug/L de As en agua potable de pozo. Por otra parte, en el
control positivo la FMNS de 12.00/1000 células, a los 15 dias, es cercana a la reportada
(12.83/1000 células) por los primeros autores a los 9 dias de exponer a O. niloticus al 20% de un

efluente textil.
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X.4. SOBRE EL DESOVE, LA SUPERVIVENCIA Y LA TERATOGENESIS

Bodammer (1993) reporta que en los embriones de peces expuestos a los contaminantes
pueden ser inducidas teratas como deformacién axial (anormalidades del notocordio), defectos
craneofaciales, defectos del cerebro y ojo (exoftalmia, microftalmia, ciclopodia), defectos
cardiovasculares (tubo del corazén) y deformacion espinal (anormalidades vertebrales). La exposicion de
embriones de Menidia beryllinaa\ 2,4-dinitrofenol y al naftaleno, durante la divisién y blastulaciéon hasta
8 dias post fertilizacion, resulté en defectos craneofaciales, cardiovasculares y esqueléticos. Por otra
parte la N-nitroso-N-metilurea, asi como la N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina y la N-
nitrosodietilamina, causan mortalidad en embriones del pez medaka (Oryzias latipe$ en la etapa de
blastulas, son teratogénicos al principio de la organogénesis y tienen poco efecto en embriones a punto de
eclosionar, las teratas son anisoftalmia, edema pericardial del tubo del corazén, y anormal desarrollo de la
vejiga natatoria (falla para inflarse). La exposicion del embrién al cadmio puede: 1) modificar la
permeabilidad de la membrana del huevo antes y después de la fertilizacion; 2) interrumpir la
gastrulacion y axiacion durante las etapas medias y Ultimas de la embriogénesis; 3) retardar el
crecimiento, desarrollo, y organogénesis; 4) reducir el ritmo cardiaco; 5) reducir o modificarla movilidad
embridnica; 6) disminuir la actividad de varias enzimas biosintéticas en la Ultima etapa del embrién; 7)
interrumpir la osteogénesis normal, resultando en malformaciones esqueléticas; 8) reducir el tamafio del

saco vitelino via efectos osméticos en el fluido perivitelino, como resultado de que el Cd afecta las

membranas del huevo; y 9) una prematura o dilatada eclosion.

Por su parte el zinc causa cambios degenerativos en musculo y cerebro de embriones de peces,
como: hinchazén mitocondrial, vacuolizacion citoplasmica, hinchazén del reticulo endopldsmico o
sarcoplasmico, y otros cambios degenerativos asociados con la muerte celular. A una concentracién de

12 mg/L de zinc hay necrosis de las células epiteliales, las células cloro tienen menos mitocondrias, el
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aparato de Golgi esta ausente y se observa un reticulo endoplasmico liso congestionado. El autor
concluye que la exposiciébn de embriones a concentraciones de zinc de 6 a 12 mg/L puede dafar la
capacidad osmoregulatoria (células cloro), respiratoria (células epidérmicas), muscular y neural del
alevin recién eclosionado. En embriones expuestos a hidrocarburos aromaticos, organoclorados y
metales pesados, se ha observado el retardo metabdlico y la inefectiva utilizacion de la energia. Se
plantea la hipotesis de que algunos contaminantes tienen su efecto bloqueando la fosforilacion
oxidativa, lo que causa la inhibicién de la formaciéon de adenosina trifosfato que se necesita para el

metabolismo normal.

En el estudio realizado se encontré que a mayor concentracion de As en el agua mayor porcentaje
de huevos no viables y 6vulos, menor porcentaje de eclosion asi como mayor tiempo para eclosionar,
mayor porcentaje de recién eclosionados con columna deformada y prematuros, asi como de adultos
con deformacion en columna y enanismo, y menor porcentaje de adultos supervivientes. La reduccién en la
produccion total de huevos concuerda con lo reportado por Diekmann y cols. (2004) que expusieron
peces cebra a 0.1, 0.3, 1.1 y 2.9 ug/L de 4-nitroquinolina-I-6xido desde la etapa de huevo hasta la
madurez sexual. EI menor porcentaje de eclosién concuerda con lo reportado por Naqvi y Flagge (1990)
con el cangrejo Procambarus clarkii m el cual se obtuvo una eclosion del 16.97% con el herbicida
metanearsonato de monosodio; por Hood y Vedel -Macrander (1984) con ratones en los cuales el
arsenito provocé muertes prenatales; por Bodammer (1993) con el pez medaka en el cual la N-nitroso-N-
metilurea, la N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina y la N-nitrosodietilamina causaron mortalidad en
embriones de pez; y por Quitefio (2005) con ratas prefiadas en las cuales el arseniato de sodio impidio la
continuacién del desarrollo embrionario. Por otra parte el dilatado tiempo para eclosionar (retardo en el
desarrollo del embrion) obtenido en el control positivo y tratamiento APZ5 concuerda con lo que

reporta Bodammer (1993) respecto a la exposicion de embriones de pez ai cadmio; con Oberemm
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(2000) y con Bachmann (2002) que expusieron embriones de pez cebra al 0.1% de un extracto acuoso

del alga Aphanizomenon flosaquae y al dietilen glicol dimetil éter, respectivamente.

Los descendientes con malformacion en columna, obtenidos en los tratamientos APZ5 y
positivo, concuerdan con lo reportado por Bencko (1977) sobre las malformaciones inducidas por el As
en vértebras de hamsters, ratones y ratas; por Hood y Vedel-Macrander (1984) sobre las
malformaciones esqueléticas inducidas por el arsenito en ratones; por Bodammer (1993) sobre la
deformacién espinal en embriones de peces; y por Bachmann (2002) sobre la escoliosis en pez cebra
producida por la exposicion de los embriones al cloruro de metilmercurio. Esto pudo ser debido a una
falta de osificacion, como lo obtuvo Quitefio (2005) en su experimento con ratas prefiadas expuestas al
arseniato. El enanismo en adultos concuerda con lo reportado por Maldonado (2003) en pez cebra, asi
como por Oladimeji y cols. (1984) quienes expusieron la trucha Salmo gairdnen'al arsenito de sodio y
sugieren que se debid a una inhibicién de enzimas y a una reducida capacidad de transporte de oxigeno en
la sangre, que resulté en una ineficiente utilizacién del alimento. Adicionalmente, al igual que
Beckman y Twichell (2004) en el control positivo de este estudio se obtuvieron alevines prematuros

(como los de la fig. 5A) y un caso sin desarrollo de la parte caudal.

Por lo que es probable que el As atraveso el coridn de los huevos y caus6 dafio embrional, lo cual
seria similar a lo que reportan Galvao y Corey (1987) asi como Katzung (1993) respecto a que este

metaloide cruza la barrera placentaria y provoca dafio fetal.

La mortalidad de crias, a los 6 meses de la eclosién, fue del 96.8% para el tratamiento APZ5 y del
98.8% para el control positivo, lo cual fue mayor a lo reportado por Kotsanis e lliopoulou (1999) que

inyectaron una solucién con 21 pg de AsCl; en el saco vitelino de truchas Oncorhynchus myA/ssy las
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mantuvieron 6 meses a 12-15 °C, obteniendo una mortalidad de crias del 64.3% después de 28 dias.

Probablemente el As indujo a la metalotionenina, la cual amortigué parcialmente la
genotoxicidad y teratogénesis. Por otra parte, el arseniato pudo sustituir al fosfato de los enlaces diéster
del ADN causando ruptura de los cromosomas, micronucleos en las células branquiales asi como

escoliosis en los descendientes.

Otra suposicion es que parte del arseniato pudo ser biotransformado intracelularmente en As I, y
gue la fraccién de As Ill que se haya bioconcentrado pudo inactivar enzimas involucradas en la mitosis
(causando dafios a mecanismos como el de reparacién natural de cromosomas), asi como afectar el
desarrollo embrionario y crecimiento del pez; contribuyendo a la induccién de MNS, escoliosis,
mortalidad de crias y enanismo. Otra parte del arseniato pudo ser convertida (probablemente metilada) en

organoarsenicales y luego ser excretada.
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XI. CONCLUSIONES

La mayoria de los parametros fisicoquimicos analizados en las aguas de pozo se encontraron por
debajo de los limites sefialados en la norma oficial mexicana para agua de consumo humano
NOM-127-SSA1-1994, excepto el APZ5 que tuvo una concentracién de As, Mny Pb, 19.2,2.0y 1.2

veces mayor de lo que permite dicha norma, respectivamente.

- En el estudio de bioconcentraciéon se obtuvo un incremento de la concentracion de As en peces sin

branquias y una disminucién en el agua, en funcion del tiempo, en los tratamientos APZ5 y positivo.

En el estudio de genotoxicidad se obtuvo que a mayor concentracion de As en el agua mayor

incremento de la FMNS, en funcién del tiempo.

En el estudio teratogénico se obtuvo que a mayor concentracion de As en el agua mayor porcentaje
de huevos no viables y 6vulos, menor porcentaje de eclosién asi como mayor tiempo para eclosionar,

mayor porcentaje de recién eclosionados prematuros 6 con deformaciones en la columna y de

adultos con columna deformada, asi como menor porcentaje de adultos supervivientes.

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que Dan/o reno puede ser utilizado como
biomonitor para evaluarla bioconcentracién, genotoxicidad y teratogénesis del As del agua del pozo

APZ5.
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La conclusion final es que hubo una bioconcentracion de As del APZ5 y del control positivo en el pez cebra,
y que éste metaloide causdé el mayor dafio genotoxico y teratogénico durante 180 y 3 dias,

respectivamente, en células branquiales y en descendientes a concentraciones subcronicas.
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XIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda un tratamiento al agua del pozo APZ5 con la finalidad de reducir la concentracion de
As, Mn y Pb por abajo del limite permisible maximo. Para minimizar la concentraciéon de As en el agua

hay técnicas como:

- Adicién de citrato de sodio e hierro, oxidacion solar, sedimentacion y filtracién, con una reduccién de

As V del 99% (Cornejo y cols. 2004).

- Adicion de un hidrogel de hidroxido de aluminio, agitacion, sedimentacion y decantacion, con una

reduccion total del As (Lujan, 2001).

- Adicién de cloro y cloruro férrico para que se adsorba el As, luego se filtra con carb6n activado y arena,

obteniéndose una concentracion < 0.01 mg/L (Granada y cols., 2003).

- Pasando el agua por resina de intercambio anionico (Pérez, 2004).

Dichos tratamientos también reducen la concentracion de Mn y Pb.
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Bioacumulacion y daiios genotoxicos en Pez Cebra (Danio rerio)
por arsénico en aguas de Zimapan, Hidalgo (México). Ensayos en
cortos plazos

Oliveria A. Baez Ramirez, Francisco Prieto Garcia, Carlos A. Galan Vidal
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Resumen

En aguas bicarbonatadas calcico-magnésicas, poza UAEH y pozo V de Zimapén, ésta (ltima con
contenidos de arsénico de 0,50 mg/l, fue estudiada la bioacumulacion de este elemento en Pez
Cebra (Danfo rerio) y los probables dafios genotdxicos en células de branquias, evaluando la
induccion de micronicleos. Los ejemplares del Pez Cebra fueron estudiados durante 30 dias en
tres lotes separados (control negativo en agua del pozo UAEH, control positivo de 5 mg/l de As(V)
y las aguas del pozo V de Zimapan), con 50 ejemplares por cada lote. En las aguas se observo la
disminucion de las concentraciones de As en el tiempo en tanto que en peces se produce un
incremento. A los 30 dias se habia producido una disminucion en las aguas del control positivo de
1,000 mag/l (0,035 mg/l/dia) en tante que en peces se incrementd por bicacumulacion en
0,015 mg/Kg. (0,0005 mg/kg/dia). Para las aguas del experimento (pozo V de Zimapan), una
disminucion de 0,200 mg/l (0,0067 mg/l/dia) y en peces un incremento de 0,0005 ma/kg
(0,00017 mg/kg/dia). Con relacion a la induccién de microntcleos (MNs) en células de branquias,
se encontro que en los controles negativos existe una induccidn por generacién espontanea que al
termino de 30 dias es de 8 MNs por cada 1000 celulas contadas. En el control positivo de
5,000 mg/l de As una induccion de MNs 15,38 veces mayor que el control negativo, en tanto que
para los peces en las aguas del pozo V de Zimapan se aprecio un incremento de induccion de MNs
de 2,38 veces mas con respecto al control negativo. Todo ello pone de manifiesto un efecto de
genotoxicidad por As,

Summary

Bioaccumulation and genotoxics damages in Zebra Fish (Danio rerio) by arsenic in
Zimapan waters, Hidalgo (Mexico)

In bicarbonated calcic-magnesic waters from UAEH and Zimapan V wells, the last with arsenic (As)
content of 0,50 mg/l, were studied As bioacumulation in Zebra Fish (Danvo rerio) and the probably
genotoxic damages in gill cells, evaluating micronuclei (MNs) induction. The animals were studied
for 30 days in three separated groups (negative control with UAEH wellwater, positive control with
S mg As/l, and Zimapan V wellwater) with fitty individuals per group. In waters diminished As
concentration with time, in fish had an increase. To the thirty days it had produced a decrease in
the water of positive contral of 1 mg As/l (0,035 mg As/l/day), and in fish had a bioacumulation of
0,015 mg As/kg (0.0005 mg As/kg/day). In Zimapan V wellwater had a drop of 0,2 mg As/L
(0,0067 mg As/l/day), and in fish an increase of 0,0005 mg As/kg (0,00017 mg As/kg/day). On the
other side, in negative control was detected a spontaneous micronuclel induction (MI) in gill cells
of 8 MNs/1000 cells, In positive control had a MI 15,38 times greater than negative control, and in
fish exposed to Zimapan V wellwater were appreciated a MI increase of 2,38 times more than
negative control, All of this reveals a genotoxicity effect due to As.

Introduccion

El arsénico (As) es conocido como un agente carcinégeno al que estan expuesms
numerosos grupos humanos en todas partes del mundo y cuya actividad genotoxica
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ha sido demqstrada en grupos de individuos expuestos (del Razo, 1990). La
bioconcentracion del As depende de la velocidad de absorcién y eliminacién en un
organismo.

El tridxido de arsénico causa toxicidad en los peces con una concentracion letal del
50% (Clso) a las 96 horas de 50-100 mg/| para el Pez Dorado, de 30-40 mg/| para la
Carpa, de 20-25 mg/l para la Trucha, y de 25-30 mg/| para otros. La concentracion de
arsenitos y arsenatos, considerada como segura para peces y otros organismos
acuaticos, es de 15-23 mg/l (Metelev y cols., 1983). En otro estudio, se obtuvo una
Cly y una Clsy a las 96 horas de 15,73 y 45,32 mg/| de As total para la Tilapia
Oreochromis nifoticus, administrado como tridxido de As. Asimismo, se sometieron
peces sanos a 0; 0,05 y 15,73 mg/l As total en agua del pozo Zimapén 5 durante
96 horas, encontréndose un aumento en la concentracion del metal en el pez
completo y en el grado de lipoperoxidacion en branquias con el incremento de la
concentracion en el agua y del tiempo (Baez, 2001), El As presente en el agua se
absorbe por las branquias, por el tracto gastrointestinal y por la piel (Albert, 1997), se
distribuye en higado, rifidn, piel y escamas (afinidad de los arsenitos por la queratina),
branquias y musculo, donde el As inorgénico se biotransforma en As organico lipo e
hidrosoluble (Lenihan y Fletcher, 1977).

Se han realizado investigaciones genéticas en el Pez Cebra y su desarrollo embrionario
(Gaiano y Hopkins, 1996); se avanza en el descubrimiento y aplicaciones de los
transposones de vertebrados como posibles vectores de transferencia de genes (Ivics
y cols., 1996; Lam, Lee, y Gilbert, 1996; Izsvak, lvics, y Hackett, 1997; Coll, 2001).

El Pez Cebra es uno de los peces que se encuentran mas cercanos a la completa
secuenciacion de su genoma. Es Unico para obtener y mantener miles de mutantes
gracias a sus especiales caracteristicas; muchos de los fenotipos de los mutantes del
Pez Cebra ya obtenidos se parecen a algunas enfermedades genéticas caracterizadas
en el hombre, aportando un poderoso instrumento para ahondar en las
correspondientes patologias humanas; se pueden buscar genes candidatos a
enfermedades o anomalias en regiones cromosomicas humanas definidas por
mutaciones en el Pez Cebra. Las alteraciones morfoldgicas en el desarrollo
embrionario del Pez Cebra se han utilizado desde hace anos para estudiar los efectos
de los contaminantes. En esta investigacidn se pretende evaluar los efectos de la
bioacumulacién de arsénico contenido en el “agua potable” de Zimapén, Hidalgo y las
consecuencias de este proceso en el Pez Cebra como indicador del posible dafio
genotoxico sobre la poblacién de Zimapéan que estd expuesta a la contaminacion por

arsenico.

Material y métodos

Esquema del experimento

La metodologia experimental se muestra en la Figura 1 en forma de diagrama de flujo
donde se sefalan las diferentes etapas de la investigacion. Los ejemplares del Pez
Cebra se colocaron en las peceras respectivas divididos en tres lotes, uno para el
control negativo, en agua limpia del pozo de la Universidad Auténoma de Hidalgo
(UAEH); otro para el control positivo, éste contiene agua del pozo UAEH vy se le
agregd arseniato cido de sodio hasta alcanzar una concentracion de 5 mg/I de As en
el agua; y por Ultimo el lote para el agua del pozo V de Zimapan. En cada lote se
colocaron 50 ejemplares bajo condiciones ideales de temperatura, oxigenacion y
alimentacion.
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Figura 1. Diagrama de flujo del experimento.

TORTIOL HEGATIMS

Analisis de aguas

Se realizaron muestreos mensuales de las aguas de los pozos V de Zimapéan y pozo
UAEH, este Ultimo ubicado en Ciudad Universitaria (UAEH) durante 9 meses. Se
realizaron andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos de acuerdo a la NOM-127-SSA1-
1994 para agua de uso y consumo humano. Las determinaciones de metales se
realizaron por Espectroscopia de Emision con Acoplamiento Inductivo de Plasma (ICP)
en un equipo Perkin-Elmer, en matrices de HNO;.

Se tomaron las alicuotas necesarias de las muestras de agua en matriz nitrica al 3%,
aforando a 25 ml. Para el caso de las determinaciones de As se realizd una
prerreduccién con &cido ascérbico y KI al 25% (2 ml), asi como HCI concentrado y se
determind mediante generacion de hidruros (2 ml) (Nolte, 1991).

Analisis de peces

Los ensayos directos de exposicion al arsénico con Peces Cebra se realizaron en un
control negativo (agua del pozo UAEH), un control positivo de 5 mg/| de As(V) y las
aguas del pozo V de Zimapan (con concentracion de As de 0,48 mg/l) se sometieron
50 ejemplares por cada lote. Se utilizé adicionalmente un lote como control positivo en
concentracién de 15 mg/l de As como control (positivo) de elevada concentracion.

Se sacrificaron a diferentes tiempos (1, 2, 3, 15 y 30 dias) cinco ejemplares que se
sometian a secado en horno eléctrico a temperatura de 60°C por 96 horas,
extrayéndoles previamente las branquias. Ya secos se trituraban y pesaban,
sometiendo estas muestras a digestion con 5 ml de HNO; en horno microondas
modelo Marx 5, con programacion. Los digestatos se aforaron a 25 ml y se reservaron
para los ensayos de As por generacion de hidruros, con previa prerreduccion como se

indico para los andlisis de agua.
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Evaluaciones de induccion de microntcleos (MNs)

Se detectaron micronticleos por cada 1000 células, en un microscopio compuesto, por
tincion de las células branquiales con colorante Giemsa a los 0, 1, 2, 3, 15 y 30 dias en
los 3 tratamientos. En un mortero se trituran las 5 branquias, se les agrega 1 ml de
agua desionizada y se pasaran a un tubo de microcentrifuga. Luego se agrega 0,1 ml
de suero fetal de bovino inactivado con temperatura. Se resuspende la suspension
celular conseguida con una pipeta Pasteur para homogenizarla, se coloca en el
extremo de una laminilla, se barre en toda la superficie con ayuda de un portaobjetos.

Ya realizado el frotis se deja secar 24 horas en condiciones ambientales para
posteriormente fijarlo en metanol durante 10 minutos, se deja secar nuevamente al
aire libre por 24 horas. Una vez fijada la laminilla se procede a realizar la tincion
empleando una solucion al 0,25% de May-Grunwald durante 7 minutos, vy
posteriormente otra solucién al 0,125% de May-Grunwald por 3 minutos, finalmente la
laminilla se pasa a una solucion de Giemsa al 10% por 15 minutos y se enjuaga con
agua desionizada. Luego se analizan 2000 células a 100x en el microscopio. Se realiza
en eritrocitos jovenes 6 policromaticos (PCE) los cuales se tifien de color azul.

Se calcula la frecuencia de microntcleos en PCE mediante la identificacion de MN en
2 000 células de PCE con la siguiente formula:
nMPCE
s (NMPCE +nPCE)
donde:
fMPCE = frecuencia de microntcleos en eritrocitos policromaticos.
nMPCE = nUmero de microntcleos en eritrocitos policromaticos.

nPCE = ndmero de eritrocitos policromaticos.

Resultados y discusion

Caracterizacion de las aguas

Los resultados de caracterizacion de las aguas utilizadas en este trabajo aparecen en
la Tabla 1, con resultados de tres réplicas y 9 meses (n=27). Los parametros como
conductividad, pH, sdlidos totales disueltos, sulfatos y cloruros, entre otros, resultan
ligeramente mas altos en el agua del pozo UAEH que en la del pozo V de Zimapan, lo
que pone de manifiesto que la primera esta ligeramente mas salinizada pero cumple
con los pardmetros establecidos por la normatividad mexicana para agua de uso y
consumo humano (NOM-127-SSA1-1994), y es apta para ser utilizada en los ensayos
con el Pez Cebra, sin riesgo aparente.

En ambos casos se trata de aguas bicarbonatadas calcico-magnésicas, indicandose
que en el caso del pozo UAEH, es ligeramente de mayor contenido calcico. Mediante
programa Aqua-Chem, version 3.6, se obtuvo el diagrama de Piper que se muestra en
la Figura 2. Se sefiala que en las aguas del pozo V de Zimapan la contaminacion por
As (casi 20 veces mayor que lo permitido por la normatividad, 0,025 mg/l). En la Tabla
2 podemos apreciar que las aguas del pozo de la UAEH son de baja dureza y de tipo
temporal mayoritariamente.
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Tabla 1. Promedio (% desviacién estandar relativa) de los andlisis de caracterizacién

del agua de los pozos Zimapan V y UAEH (febrero-octubre/03).

Analisis NOM Pozo V PUAEH
Cl; res (mg/l) <1,5 <0,02 <0,02
Color UPC <20 <5 2,50 (92,58)
Conductividad (mS/cm) NN 0,477 (21,67) 0,69 (10,71)
¢l (ma/l) <250 3,41 (3,36) 24,73 (40,22)
Dureza Ca (mg/l) NN 161,00 (46,59) 102,26 (25,79)
Dureza Total (mg/l) <500 295,03 (99,72) 207,07 (18,03)
HCO5? (mg/l) <300 323,39 (8,59) 112,65 (2,77)
N-NO,™ (mg/l) <0,05 0,001 (0,0001) <0,001
N-NO5™ (mg/l) <10 0,16 (0,43) 2,11 (91,95)
Olor Agradable Agradable Agradable
Oxigeno Disuelto (mg/l) NN ND 5,08 (24,18)
pH 6,5-8,5 7,40 (0,22) 8,13 (12,08)
Sabor Agradable Agradable Agradable
SDT (mg/l) <1000 244,47 (0,51) 511,14 (14,01)
ST (mg/l) NN 307,33 (7,08) 552,95 (12,37)
S0,* (mg/l) <400 47,42 (6,85) 114,09 (80,64)
Temperatura (°C) NN 26,9 (3,41) 21,98 (8,07)
Turbidez (mUTN) <5000 296 (2,90) 50,35 (87,28)
Al (1ig/l) <200 48 (0,80) 2,19 (54,35)
As (ug/l) <25 330,00 (0,18) 4,36 (47,01)
Ba (ng/l) <700 88 (0,06) 9,44 (16,40)
ca*? (mafl) <0,005 44,92 (38,62) 17,69 (27,12)
cd (ug/t) <5 2(0,004) <2,085
Cr Total (/) <50 4 (0,004) <0,219
Cu (ug/)) <2000 11 (0,016) <0,480
Fe (ug/l) <300 260 (0,48) 79,01 (11,01)
Hg (na/l) <25 <1 3,90 (2,68)
K* (mg/) NN 1,88 (2,20) 2,27 (30,73)
Mg*? (mg/l) NN 10,51 (8,04) 9,22 (19,68)
Mn (ua/l) <150 330 (0,37) 10,11 (57,18)
Na* (ma/l) <200 6,65 (6,35) 7,06 (7,74)
Pb (ng/l) <25 4 (0,01) 0,32 (29,24)
Zn (mg/l) <5 0,06 (0,07) 4,08 (44,05)
Q'ELOM"P“:;O&;;?}“ NN ‘Ausencia Ausencia
m'{?ﬂ:’;ﬁzggﬂt‘?'“ <11 No detect No detect
Mesétzi&:aameigobios <100 No detect No detect

NOM: Valores establecidos por la Norma Oficial Mexicana. NN: No Normado. Los valores entre

paréntesis indican DER.
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Figura 2. Diagrama de Piper para clasificacion de las aguas del pozo UAEH.
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Las aguas del Pozo de la UAEH (simbolizadas con ) clasifican como un pozo con aguas
bicarbonatadas calcico-magnésicas y de clasificacién similar al agua del pozo V de Zimapan
(simbolizado con «). Se muestran los nueve meses muestreados (febrero-octubre 2003).

Tabla 2. Balance promedic de las aguas del Pozo UAEH en el periodo comprendido de
febrero/octubre 2003.

Muestra: POZO UAEH
Localizacion: Unico

Sitio: UAEH
Fecha de muestrecs:  02-10/2003
Geologfa: Natural

Estimacién del tipo de agua: Ca-Mg-HCO,-SOs (bicarbonatada cacica-magnésica y sulfatica)

VALORES PROMEDIOS DE:
Suma de Aniones (meq/l); 2,15
Suma de Cationes (meg/l): 1,85
Balance: 7,6%
Solidos totales disueltos: 4,0 meq/| 147,4 mag/l

Dureza: mea/| ot °g mg/fl CaC0s
Dureza total: 1,48 7,41 4,15 74,11
Dureza permanente: 0,19 0,97 0,54 9,72
Dureza temporal: 1,29 6,43 3,60 64,32
Alcalinidad total: 1,29 6,43 3,60 64,32

(1 °f = 10 mg/l CaC0s 1 °g = 10 mg/l CaQ)

Mejor composicidn idnica promedio: Mg/l mmol/l meg/l meq%
Na' 6,501 0,283 0,283 7,083
K 3,182 0,081 0,081 2,027
ca** 16,7490 0,418 0,835 20,899
Mg** 7,850 0,323 0646 16,168
cr 15,381 0,547 0,547 13,691
504" 15220 0,158 0,317 7,934
HCO;3 78,510 1,287 1,287 32,211
RELACIONES Mg/l mmaol/l
Ca''/mg* 2,132 1,293
Ca’*/s50," 1,101 2,636
Na*/Cl 0,335 0,517
Posibles minerales disueltos: ma/! mmol/|
Halita (NaCl): 16,542 10,2827
Dolomita (CaMg(CO1)a): 59,448 0,3232
Anhydrita (CaS0u): 21,581 0,1580
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Bioacumulacién de arsénico

Los resultados se muestran en la Tabla 3 que indican disminuciones de las
concentraciones de As en las aguas en el tiempo por los distintos lotes y el incremento
en peces totales. Para cada caso se tomaron alicuotas de agua (cinco réplicas),
preparadas en matriz nitrica de 3% y se analizd [As(V)]; asimismo en peces,
sacrificando 5 ejemplares por lote (previamente se les retird las branquias para las
evaluaciones y ensayos de induccién de micronticleos); fueron llevados a masa seca
en estufa y por su peso seco se sometieron a digestion en horno de microondas con
acido nitrico concentrado (5 ml). Posteriormente se analizd [As total].

Tabla 3. Concentraciones de As promedios en muestras de aguas y peces en los controles negativos,
positivos y experimento.
As promedio en Aguas en g/l (%DER)

Dias Negativo Positivo (15 mg/|) Positivo (5 mg/l} Zimapan (0,5 mg/l)
0 <1,12 12 300 (0,79) 5 056 (1,06) 451 (1,92)
1 <1,12 12 221 (0,38) 4937 (0,64) 430 (0,32)
2 <1,12 12 167 (0,12) 4926 (0,61) 417 (1,29)
3 <1,12 12 085 (0,13) 4799 (1,05) 388 (1,27)
15 <1,12 11 220 (0,15) 4 512 (0,90) 322 (2,46)
3 <1,12 10 747 (0,82) 3975 (1,04) 252 (2,34)
As promedio en peces en pg/kg (%DER)
Dias Negativo Positivo (15 mg/l) Positivo (5 ma/l) Zimapan (0,5mg/l)
0 <1,12 <1,12 <1,12 <1,12
1 <1,12 86,55 (4,49) 1,31 (2,03) 1,19 (4,43)
2 <1,12 98,04 (1,21) 1,42 (4,59) 1,21 (1,56)
3 <1,12 155,39 (2,86) 1,94 (2,45) 1,27 (0,99)
15 <1,12 262,56 (0,58) 6,26 (6,83) 2,96 (8,95)
30 <1,12 480,73 (4,07) 14,74 (1,49) 5,29 (1,83)

Entre paréntesis aparecen los % Desviacién Estandar Relativa (%DER). Los resultados corresponden a 5 réplicas
promediadas.

Como se aprecia en los controles negativos (para aguas y peces) los resultados
arrojaron valores menores que el limite de deteccion (LD) experimental encontrado
(<1,12 ng/l). Para un control positivo de elevada concentracion (15 000 ug/l) se
observé que en 30 dias se habia producido una disminucion en las aguas de
1550 pg/l (52 ug/l/dia), acompaiada de un incremento en peces de
aproximadamente 500 ug/kg (16 pg/kg/dia); esto tuvo su principio de observacion
denotandose una mortalidad en peces a partir de Jas 72 horas y un 50% al término de
15 dias. Para el control positivo de 5000 pg/l se observé una disminucion en la
concentracién de As de las aguas de 1000 pg/l aproximadamente (35 ug/l/dia) en
tanto que en peces se incrementd en unos 15 pg/kg (0,5 pg/kg/dia). Por su parte las
aguas del experimento (pozo V de Zimapan) mostraron una disminucion de 200 pg/l
(6,7 ng/kg/dia) y en peces un incremento de 5 pg/kg (0,17 pg/kg/dia). En las Figuras
3 y 4 se muestran estos resultados de manera grdfica para disminuciones e
incrementos en aguas y peces respectivamente, asi como la ecuacion y regresion

lineal de estas tendencias.
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Figura 3. Disminucion de las concentraciones de As en las aguas.
ppb As

(1] che oIl 1 F

S AT

S0

Dnas

Figura 4. Incremento de las concentraciones de As en peces.
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Como se observa se logran regresiones mayores de 0,95 y las pendientes de las lineas
rectas de disminuciones en aguas (pendientes negativas) con valores de -33,5 y
-6,22 ng/l/dia se corresponden con los valores antes discutidos, asi como las
pendientes de incrementos en peces con valores de 0,45 y 0,14 pg/kg/dia, estos
ultimos valores interpretados velocidad de-bioacumulacion de As en Pez Cebra,

Evaluacién de dafos genotéxicos

Con relacion a la induccién de micronlicleos (MNs) evaluados en células sanguineas de
las branquias de los peces sacrificados, se puede observar que en los controles
negativos existe una induccidn por generacion espontanea de formacion de MNs que
al término de 30 dias es de 8 MNs por cada 1000 células contadas. Por su parte el
control positivo de 5000 pg/l de As arrojé una induccion de MNs en células sanguineas
de 15,38 veces mayor que el control negativo, en tanto que para los peces en las
aguas del pozo V de Zimapan se aprecio un incremento de induccion de MNs de
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2,38 veces mas con respecto al control negativo. Esto permite corroborar el efecto
genotoxico que provoca la presencia de As en aguas de la region de Zimapan. En la
Figura 5 se muestran estos resultados.

Figura 5. Evaluacion de la induccién de micronticleos (MNs) en células sanguineas tomadas de las
branquias del Pez Cebra.

LINS. 1000 Céulas
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Genotoxic damage in zebra fish (Danio rerio) by arsenic in waters from

Zimapan, Hidalgo, Mexico
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Pachuca, Hidalgo, México, C.P. 42076

The induction of micronuclei in gill cells of zebra fish
(Danio rerio) maintained in calcium-magnesium bicarbon-
ated waters from a reference well and ‘Zimapan 5° well, the
latter with an arsenic (As) content ranging from 0.395 to
0.630 p.p.m., was studied. The specimens were studied dur-
ing 180 days in three separated lots; in reference well-water
(negative control), in reference water to which was added
5 mg/l As®* (positive control); and in water from ‘Zimapan
5" well, with 65 specimens/lot. In waters an As concentra-
tion diminution was observed with time, whereas in fish
there was an increase. After 30 days there was an As dimi-
nution in water from positive control of 1092.65 p.p.b.
(36.42 p.p.b./day), whereas in fish it had increased to
523.81 p.p.b. (17.46 p.p.b./day). For the water from
‘Zimapan 5° well, there was a diminution of 211.40 p.p.b.
(7.04 p.p.b./day), and in fish there was an increase of
74.73 p.p.b. (2.49 p.p.b./day). In relation to micronucleus
frequency in gill cells, at the end of 180 days in the negative
control there was a spontaneous generation of 0.8 micro-
nuclei/1000 cells, in the positive control there was a micro-
nucleus frequency 163.5 times greater than in the negative
control, whereas for the fish exposed to ‘Zimapan 5° well-
water the micronucleus frequency was 56.25 times greater
than in the negative control. Taken together these results
demonstrate the genotoxicity to Danio rerio of As in the well
water.

Introduction

Arsenic (As) is a carcinogen to which numerous human groups
around the world are exposed (1). It is absorbed by the
lung, gastrointestinal system and skin, it crosses the placental
barrier and it concentrates to a significant extent in the fetus (2).
In Hidalgo, Mexico, the State Management of the Water
National Commission has recognized the high arsenic content
in the water from Zimapdn wells. The total As concentration
in the ‘Zimapan 5° well-water (ZSWW) varies from 0.395 to
0.630 p.p.m. (3,4). For this reason, the Zimapan population is at
risk of health problems related to exposure to this non-metal (3).

Zimapin, Hidalgo, Mexico is located between 20° 57" and
20° 34/ north and between 99° 33" and 99° 12’ west (Figure 1).
The ‘Zimapz’m 5" well is located at Mineros street No. 40, Llano
Norte Colony in the Zimapédn's municipal head.

Fish have been widely used as models for monitoring
toxic chemicals in aquatic environments (6,7). Baez (8)
exposed healthy tilapias (Qreochromis niloticus) to 0.00, 0.05
and 15.73 p.p.m. of additional As (administered as arsenic

3

trioxide) in the ZSWW over 96 h and a concentration increase
was found of the nonmetal in whole fish of 435, 465 and 10 044
p.p.b. (dry basis), respectively, McGeachy and Dixon (9)
determined the average time for the equilibrium loss in the
trout Oncorhynchus mykiss exposed to 60 and 120 mg/] arsen-
ate to 15°C, which was 210 and 34.8 h with an As concentra-
tion in fish of 8100 and 8600 p.p.b. in humid base. Naqvi er al.
(10) exposed adult crayfish Procambarus clarkii to 0.5, 5 and
50 p.p.m. of the herbicide monosodium methanearsonate in the
water over 8 weeks at the end of which the total As concentra-
tionin freshtissue was 0f930,4290 and 4600 p.p.b., respectively.

Among other techniques, the micronucleus test is very
applicable to fish. The micronuclei [MNS] form by the loss
of acentric fragments or whole chromosomes that are not
incorporated in the brother nucleus during mitosis, by apop-
tosis, or phagocytosis, among other mechanisms (11). Cavas
and Ergene-Goziikara (12) exposed the fish Oreochromis
niloticus to 5, 10 and 20% of a textile effiuent over 9 days,
obtaining an increase in the micronucleus frequency in gill
cells with the increase of the dose and time.

In human studies, Basu er al. (13) investigated individuals
exposed o arsenic through drinking ground water (containing
368.11 pg/l of As) in West Bengal, India, and found a statist-
ically significant increase in micronucleus frequency in oral
mucosa cells, urothelial cells and lymphocytes (5.15, 5.74
and 6.39/1000 cells, respectively) when compared with
unexposed controls (0.77, 0.56 and 0.53/1000 cells, respect-
ively). Gonsebatt et al. (14) studied micronuclei in exfoliated
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Fig. 1. Zimapin location map in Hidalgo, Mexico.
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cpithelial cells obtained from the oral mucosa and urine sam-
ples in exposed inhabitants from Santa Ana, where drinking
water has 408.17 we/l As, finding a significant increase in
micronucleus frequency in oral and urinary epithelial cells
(males being more affected than females) as well as a higher
number of micronucleated oral cells in individuals with skin
lesions.

Other metals also induce micronuclei: Kapka et al. (15)
examined 67 children aged nine from Silesia who were
exposed to lead, with an average blood concentration of
4.8 mg/d], compared with 2.5 mg/dl in the controls and found
a micronucleus frequency of 2.8 versus 1.0, respectively.
Joardar and Sharma (16) administered mice with different
oral doses of MnSO, and KMnQy over a period of 3 weeks
and observed that the frequencies of chromosomal aberrations
and micronuclei in bone marrow cells were increased signifi-
cantly by both salts and that the clastogenic effects were
directly related to the concentrations used.

The general objective of this study was 1o evaluate the
genotoxic effect induced by As from Zimapdn ‘drinking
waler’ using zebra fish (Danio rerio) as a biomonitor. Qur
specific objective was to determine the micronucleus frequency
in gill cells.

Materials and methods

Physicochemical and microbiological characterization of well waters
Monthly samplings from Zimapin 5 well and from a reference well, located
in University City (Pachuca, Hidalgo, Mexico), [UAEHWW)], were made
from February 2003 to January 2004. Physicochemical and microbiological
analyses were made according to the norm NOM-201-SSA1-2002 (17). For
the metals and As determination, the samples were preserved in 3% nitric
acid. The metal analysis was made by emission spectroscopy with plasma
inductive connection (ICP) in Perkin-Elmer equipment (18,19). The As
determination was made by atomic absorption spectroscopy with hydride gen-
eration, previous prereduction with ascorbic acid to 25%, K1 to 25% and HC!
cone. (20,21).

Exposure of Danio rerio to dibasic sodium arsenate (Na;HAsO7H-0)

For this study zebra fish, 4 months old with an average weight of 0.2 g were
obtained from a pet shop. Sixty-five animals were placed in each of three lots;
one for the negative control (UAEHWW without As addition), another for the

positive cantral (with an Ay initial concentration of S055.96 p.p.b. of total As,
added to the UABHWW as dibusic sodium arsenate (Baker anulyzed lot
641 366)), and finally the lot with the ZSWW (with an As initial concentration
0f 451.40 p.p.b.). During 180 days fish were maintained wt 26°C, with perman-
ent aeration, 20 liter water per lot, feeding with Tetramin dry flakes twice a day
(22,23). The first 1012l water change was after 30 days and thercafter every
4 days.

The total As concentration in waters and in fish (excluding gills, based on
dry weight) was determined on days 0, I, 2, 3, [5, 30, 60, 90, 120, 150 und
180 by atomic ubsorption spectroscopy with hydride generation, previous
prereduction with ascorbic acid to 25%, KI to 25% and HCI conc. Before
the prereduction the sampled water aliquots were preserved in nitric matrix
10 3% and each dry fish was digested with concentrated nitric acid in a
microwave oven.

Micronucleus frequency in gill cells

The micronucleus frequency on days 0, 1, 2, 3, 15, 30, 60, 90, 120, 150 and 180
was determined using five fish for each time and treatment, staining with 30%
Giemsa solution (the stock solution diluted 3:7 in Sorenson’s buffer) and later
scoring 1000 cells/slide under 1000 magnification (12,23). Two entire gills
per fish were extracted for each slide, because the gills were very small and
it was necessary 10 have sufficient tissue for the score. The following criteria s
were used: (i) micronuclei should be >1/3 diameter of the main nucleus,
(i1) they should be on the same plane of focus, (iii) they should have the
same color, texture and refraction as the main nucleus, (iv) they should have
oval or round shape and (v) they should be clearly separated from the main
nucleus.

Results

Characterization of waters from 'Zimapdn 5" and

UAEH wells

The results of water characlerization appear in Table I
(averages from February 2003 to January 2004),

In all cases results of 3 retorts/month and [2 months are
reported (n = 36). Parameters such as pH, conductivity, dis-
solved total solids, total solids, nitrates, nitrites, chlorides,
among others, are higher in the UAEHWW than in the
Z5WW, which shows that the first is saltier but it fulfills the
established parameters for the Mexican norm for water for
human consumption (24). In general, all the evaluated para-
meters are below the permissible limits established by the
norm. Both cases had calcium-magnesium bicarbonated

Table 1. Average and variation coefficient of the water characterization analysis of the ‘Zimapan 5° and UAEH wells (February 2003~January 2004)

Analysis NOM Z5WW UAEHWW Analysis NOM ZSWW UAEHWW
Aerdbic mesofilics (UFC/ml) <100 <100 <100 Mn (pgA) <150  330.00 (2.00) 10.11 (57.18)
Al (ug/l) <200 22.00 (6.10) 2.19 (54.35) Na” (mg/l) <200 5.70 (6.35) 7.06 (7.74)
As (ug/l) <25 480.00 (2.20) 8.55 (79.66)

Ba (pg/t) <700 48 (3.10) 9.44 (16.40) N-NQ, (mg/l} <l 0.002 (10.10) <0.011

Ca** (mg/l) NN 28.32 (38.62) 17.69 (27.12) (N)’-NO{ (mg/l} N'<10 N‘0.04 (4.30) N.lﬁi (62.43)
Calcic hardness (mg/1) NN 106.60 (2.80) 103,17 (21.97) dor ice ice ice

Cd (ug/h) = <50 5.00 (7.60) <2.085 Pb (ug/l) <10 12.00 (4.00) 0.32 (29.24)
Cl™ (mgh) <250 1.11 (7.00) 23.56 (36.16) Ph (U) 6.5-8.5 7.30 (0.40) 8.14 (10.11)
Color UPC <20 <5 2.25 (104.82) Residual Cly (mg/l) 0.2-1.5 0.02 (0.30) <0.02
Conductivity (mS/cm) NN 0.49 (5.90) 0.62 (20.28) SO2~ (mgd) _<4DG 4!8.48 (2.12) IQBAS (70.54)
Cr (pgl) <50 <0.10 <0.219 Taste Nice Nice . N;cc .

Cu (pg/) <2000 11.00 (0.016) <0.48 Temperature (°C) NN 25.60 (2.50) 21.52 (7.74)
Fuecal coliforms (NMP/100 ml) Absence Absence Absence Total coliforms (NMP/100 ml) Absence Absence Absence

Fe (ug/h) <300 260.00 (2.40) 79.01 {11.01) Total dissolved solids (mg/l) <1000 24430 (3.10) 485.80 (14.71)
HCO;™ (mg/M) <300 242.00 (8.59) 96.58 (34.79) Total hardness (mg/l) <500  348.60 (0.90) 199,75 (16.63)
Hg (pgh) <l <0.50 0.39 (2.68)  Total solids (mg/l) NN 307.30 (7.10)  537.73 (11.50)
K" (mg/) NN 2.24 (2.20) 2.27 (30.73)  Turbidity (UTN) <50  0.50(1.30) 0.055 (108.68)
Mg®™ (mg/l) NN 6.81 (8.04) 9.22 (19.68) Zn (ngh) <5000 8.00 (6.20) 4,08 (44.05)

NOM, values established by the NOM-127-85A1-1994 (Secretaria de Salud, 2000). ZSWW, ‘Zimapin 5' well-water; UAEHWW, well-water from

Independent Univcrsil¥ from

Hidalgo State; and NN, none normalized. The values in parentheses indicate coefficient of variation (CV).

CV = ([XX — X Un — 1199)X,, X 100 where X, = value/retort, X,, = average, n = number of retorts/analysis.
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Table IL. Average As concentration in samples of waters and fish
(excluding gills) for the treatments negative, positive and Z5SWW

Days Negative control Positive control Z5WW

Average As concentration in waters in p.p.b. and CV*

0 <112 5055.96 (1.06) 451.40 (1.92)
1 <1.12 4937.20 (0.64) 429.60 (0.32)
2 <1.12 492610 (0.61) 417.20 (1.29)
3 <l.12 4799.30 (1.05) 388.00 (1.27)
15 <1.12 4512.40 (0.50) 322.20 (2.46)
30 <1.12 3963.31 (9.03) 240.00 (2.34)
60 <ll2 4149.88 (4.86) 246,69 (2.73)
90 <112 3922.89 (2.69) 233.11 (3.49)
120 <l.12 4048.51 (2.21) 228.33 (4.13)
150 <l.12 4032.34 (2.83) 231.67 (3.73)
180 <12 4042.29 (6.29) 237.19 (1.80)
Average As concentration in fish (excluding gills) in p.p.b. and CV*
0 <l1.12 <l.12 <1,12
1 <112 15.12 (2.03) 3.34 (44%)
2 <1.12 30.75 (4.59) 4.87 (1.56)
3 <l.12 50.92 (2.45) 10.25 (0.99)
15 <l.12 300.45 (6.83) 40.28 (8.95)
30 <112 524.93 (10.29) 75.85 (1.83)
60 e ks 1068.25 (6.42) 101.69 (10.46)
90 <l.12 237573 (381 212,19 2.74)
120 <1.12 2896.03 (4.10) 223.63 (3.13)
150 <l.12 3570.08 (3.57) 364.57 (3.18)
180 <112 4051.93 (1.74) 397.76 (4.54)

“The values in parentheses indicate coefficient of variation (CV). CV =
(T X — X070 — 1199/, X 100 where X; = valuc/retort, X,,, =
average and n = number of retorts. The results correspond to 3 and §
averaged retorts for waters and fish, respectively. ZSWW, ‘Zimapin 5’
well-water.

waters, indicating that the UAEHWW had greater calcium
content than magnesium.

Evaluation of As bioaccumulation in zebra fish

The As exposures began in September 2003 and finished in
April 2004, with 6 months of evaluation. The results are shown
in Table II.

A concentration decrease in As was observed for the positive
control and the ZSWW waters, with a simultaneous increase in
As levels in the fish. After 30 days 47.94% of the As lost from
the positive control water had bioaccumulated in the fish, the
remainder was eliminated by excretion in the sediment. Simil-
arly 35.35% of the As lost from the ZSWW after 30 days had
bioaccumulated in the fish. Figure 2 shows the diminution of
As concentration in waters and Figure 3 shows the increase in
the As concentration in fish.

Micronucleus frequency

The micronucleus frequency in gill cells of the fish maintained
in the negative control water for 180 days was 0.8 micronuclei/
1000 cells. On the other hand, the positive control water pro-
duced a frequency 163.5 times greater than in the negative
control, whereas for the fish in the ZSWW an increase in
frequency 56.25 times greater than was observed in the nega-
tive control, along with other nuclear abnormalities. Results are
shown in Figures 4 and 5, and Table 111

Discussion

The UAEHWW was saltier than Z5WW, both waters were
calcium-magnesium bicarbonated and in general they were
below the official norm limits for water for human

Genotoxic damage in zebra tish
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Fig. 2. As concentration diminution in waters with time. Bars indicate the
standard deviation.
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Fig. 3. As concentration increase in fish with time. Bars indicate the standard
deviation,

consumption. However, the latter showed an As concentration
almost 20 times greater than that allowed by norm NOM-127-
SSA1-1994 (24).

In relation to the bioaccumulation, there was an As con-
centration increase in fish and a diminution in waters with
time, After 30 days a diminution of As concentration in water
of 1092.65 p.p.b. (36.42 p.p.b./day) was observed for the pos-
itive control, whereas in fish (excluding gills) it increased 1o
523.81 p.p.b. (17.46 p.p.b./day). Also the ZSWW showed a
diminution of 211.40 p.p.b. (7.04 p.p.b./day) and the fish had an
increase of 74.73 p.p.b. (249 p.p.b./day). The increase in As
concentration in fish exposed to the positive control was much
more rapid than in those exposed to ZSWW, with a bioaccu-
mulation of 47.94 and 35.35%, respectively, of the As lost from
the water,

After 180 days of exposure the As concentration in fish
(excluding gills) from ZSWW treatment was 397.76 p.p.b.
(dry basis) which is near the value reported by Bacz (8) of
435 p.p.b. (dry basis) for whole fish (Oreochromis niloticus)
exposed over 96 h to the same water. On the other hand, the As
concentration of 4051.93 p.p.b. in fish from the positive control
water was similar to the value reported by Naqvi er al. (10)
of 4290 p.p.b. in fresh tissue of crayfish Procambarus clarkii
exposed to 5 p.p.m. of monosodium methanearsenate herbicide
in water over 8 weeks.

As shown in Figures 2 and 3, the negative slopes showing As
diminutions in waters, with values of —33.847 and —6.5916
p.p.b./day, correspond to the positive control and ZSWW treat-
ments, respectively. On the other hand, the As bicaccumulation
in zebra fish can be expressed as a rate of 23.614 and 2.2077
p.p.b./day for fish from positive control and ZSWW Lreatments,
respectively. This is proportional to the As initial concentration
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Fig. 4. Micronuclei and mher nuclear abnormalities in zebra fish gill cells from positive and ZSWW wreatments; (a), (b), (¢) and (d) show micronuclei; (d), (e) and
() show nuclear abnormalities. M, micronuclei; L, lobed nuclei; NT, notched nuclei. The magnification is 1000x.
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Fig. 8. Changes in micronucleus frequency in gill cells of zebra fish with
time. Bars indicate the standard deviation.

in waters which was 11.2 times greater for the positive control
water than for ZSWW, demonstrating that the bioaccumulation
is linear,

In relation to the genotoxicity there was an increase in
micronucleus frequency with time, which was greater in fish
treated with the positive control than in fish treated with
Z5WW, accompanied in both cases, by other nuclear abnor-
malities as well. With both treatments As promoted cell turn-
over al sublethal concentrations, with an increase in
micronucleus [requency of 0.7398 and 0.2561 micronuclei/
day (Figure 5), respectively, a ratio of 2.88:1.

The micronucleus frequency of 10.2/1000 cells at 30 days in
fish treated with ZSWW is similar to that of 10.16/1000 cells
reported by Cavas and Ergene-Géziikara (12) in gill cells at
3 days of exposing the fish O.niloticus to 10% of a textile
effluent. However, the frequency of 4.4 micronuclei/1000
cells after 15 days of the same treatment is similar to 5.15
micronuclei/1000 cells found by Basu et al. (13) in oral mucosa

Table IIL. Micronucleus frequency (average) in gill cells of zebra fish
(Danio reric) exposed to As-conlaining waters

DAYS Negative control Z5WW Positive control
MNS/1000 MNS/1000 MNS/1000
cells (CV") cells (CV) cells (CV)

0 0.4 (122.5) 0.4 (122.5) 0.4 (122.5)
1 0.8 (50.0) 1.2 (97.2) 2.0 (70.7)
2 0.6 (81.6) 2.0 (54.8) 26(71.3)
3 0.4 (122.5) 2.4 (42.5) 6.0 (29.8)
15 0.6 (81.6) 4.4 (49.0) 12.0 (19.0)
30 0.4 (122.5) 10.2 (20.9) 24.8 (14.3)
60 0.4 (122.5) 184 (17.7) 48.0 (7.5)
90 0.4 (122.5) 27.6 (13.7) 80.2 (5.0)

120 0.2 (200.0) 328 (11.8) 954 (5.1)

150 0.4 (122.5) 40.8 (10.0) 1104 (4.9)

180 0.8 (50.0) 45.0 (14.1) 130.8 (4.1)

“The values in parentheses indicate coefficient of variation (CV). CV =

(IS (X = Xa)2n — 1)O9)X,, % 100 where X, = value/retont, X,, =

average and n = number of retorts. The results correspond 1o 5 averaged
retors. ZSWW, ‘Zimapin 5' well-water.

cells from individuals exposed to 368.11 g/l of As in drinking
ground water.

It is important to mention that the ZSWW had greater
concentrations of manganese (330 pg/l) and lead (12 wg/l)
than the UAEHWW, as both manganese (16) and lead (15)
also induce micronuclei. Although these exceeded the permiss-
ible maximum limit (NOM-127-SSA1-1994) by 2.0 and
1.2 times, they do not compare with the As which
exceeded the permissible limit by 19.2 times; from this, we
conclude that this non-metal is the cause of the major genotoxic
damage.

In conclusion, the results of this study demonstrate the
significant genotoxic effects of As bicaccumulation in zebra
fish gill cells.
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