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Resumen

La gasolina es una mezcla compleja compuesta principalmente por hidrocarburos
aromaticos policiclicos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), es liberada al
ambiente por accidentes o negligencia causando dafios a la salud, como afectaciones a los
sistemas linfatico, hematopoyético, hepatico, renal y nervioso; es altamente toxico para
sistemas acuaticos; y el metabolismo de estas sustancias puede producir compuestos con

potencial genotoxico.

En el presente estudio se evalud la citotoxicidad y genotoxicidad de la gasolina de 87
octanos (magna) en Danio rerio Hamilton, 1822 (pez cebra) y Vicia faba Linneo, 1753
(haba), a través de curvas de toxicidad e “indice mitético” (IM) como biomarcadores de
citotoxicidad y la induccion de la frecuencia de micronucleos (fMN) como biomarcador de

genotoxicidad.

Como resultado, la identificacién de la toxicidad en pez cebra fue inconsistente, por lo tanto,
se trabajo con la concentracion umbral 1.4 mg L' como concentracion experimental mas
alta (100%) y con dos concentraciones subtoxicas 1.05 mg L™ (75%) y 0.7 mg L (50%),
mismas concentraciones usadas en abas para comparar su potencia y efectividad con

respecto al pez cebra.

Se evalué un promedio de 21,133 células en D. rerioy 7,500 en V. faba. En los peces, se
observd un efecto genotoxico estadisticamente significativo con una relacion
concentracién-efecto positiva. En cambio, en V. faba se detecté una citotoxicidad,
evidenciada por una disminucion del indice mitético (IM) de 13.77 en el control a 2.90 en la
concentracion mas alta (100%). Respecto al efecto genotdxico en V. faba, se observé una
respuesta similar a la de los peces, con un efecto estadisticamente significativo debido a la

exposicion a gasolina y una relacién concentracion-efecto positiva.
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1. Introduccion

La gasolina es el combustible liquido mas usado en motores de combustion interna,
compuesta por hidrocarburos con un nimero de carbonos entre 5 y 12 obtenidos por
destilacion fraccionada del petréleo (Boluda etal., 2019). Quimicamente se compone
principalmente por benceno, tolueno, etilbenceno y xileno, de ahi el nombre de
hidrocarburos BTEX, asi como algunas veces plomo, en las industrias de refinaciéon de
petréleo y petroquimica, el acrénimo BTX se refiere a mezclas de benceno, tolueno y los
tres isdbmeros de xileno, todos los cuales son hidrocarburos aromaticos. Los isdmeros del
xileno se distinguen por las designaciones orto—xileno, meta — xileno y para —xileno
(ATSDR, 2016).

El uso cotidiano de la gasolina y la alta demanda del trasporte vehicular han
generado una preocupacién ambiental en las ciudades modernas, por los impactos
negativos que esta genera como la contaminacién del aire, agua y suelo (Unién de
Cientificos Conscientes, 2023), principalmente con los derrames accidentales en zonas

urbanas representando una amenaza para la salud publica y ambiental (Carrion, 2024).

Es un compuesto clasificado como altamente inflamable, por lo que los derrames en
suelo y agua representan un riesgo significativo al actuar como acelerador de incendios. En
el suelo, su penetracién general es de 0.5 a 1 mm, aunque el espesor varia segun el tipo
de suelo (Okamoto et al.,, 2020). Ademas, es considerado hidrofébico y presenta baja
solubilidad en agua, lo que lo clasifica como nocivo para organismos acuaticos y terrestres.
Asimismo, impide el crecimiento de plantas al saturar con estos compuestos contaminantes

los poros del suelo que normalmente contienen aire (Rodriguez-Gonzales et al., 2021).

Los derrames de petrdleo y sus derivados como la gasolina, contribuyen a la
contaminacion del agua al crear una capa que bloquea la entrada de luz solar, inhibiendo
el procesos fotosintético de especies vegetales acuaticas y alterando la cadena alimenticia
de la que forman parte, estos accidentes no solo afectan a la flora sino también a la fauna,
siendo los mas vulnerables aves, mamiferos acuaticos, peces, moluscos y crustaceos que
habitan cerca de donde se concentra la mancha de petréleo o sus derivados (Calcina,
2024).

Una de las principales actividades antropogénicas contaminantes del suelo y agua
es el sector petroquimico, por la extraccién, trasporte y refinamiento del petréleo y sus

derivados, asi como fugas accidentales derivadas del mal manejo, estructuras en mal
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estado y robo de hidrocarburos, afectando potencialmente a la flora y fauna, poblaciones
microbianas, suelo, cuerpos de agua y salud humana por las cualidades cancerigenas,
mutagénicas y teratogénicas de sus componentes ya que la parte soluble contiene
compuestos polares de bajo peso molecular como hidrocarburos monoaromaticos benceno,
tolueno y xileno (BTX) e hidrocarburos poliaromaticos (HAPs), todos ellos nocivos para la

biota y/o para la salud humana (Almazan-Castaneda et al., 2024).

Los derrames de hidrocarburos pueden provocar la bioacumulacion que es el
proceso por el cual las sustancias daninas se acumulan en los organismos vivos, a medida
que son absorbidos y estos no pueden ser eliminados correctamente por el organismo
(Rajput et al., 2023). Esta a su vez, puede llevar a la biomagnificacién donde los
contaminantes se transfieren a niveles superiores de la cadena tréfica teniendo como
resultado el aumento de la concentracion y dispersién de estos contaminantes toxicos
(Saldana-Serrano et al., 2024).

La biotransformacion de compuestos aromaticos en organismos acuaticos y
modelos animales genera metabolitos intermedios como fenol, catecol e hidroquinona a
partir del benceno, capaces de inducir estrés oxidativo y dafiar ADN y proteinas mediante

especies reactivas de oxigeno (Bolton, 2016; IARC, 2020).

El tolueno puede oxidarse a benzaldehido como metabolito intermedio (Kang et al.,
2021), mientras que el etilbenceno se transforma en 1-feniletanol y acetofenona,
compuestos relacionados con efectos tumorigénicos en exposiciones cronicas en roedores
(Corton et al., 2018; Dellarco et al., 2021).

Estudios en peces han demostrado que estos procesos metabdlicos favorecen la
acumulacion de metabolitos reactivos y activacion de biomarcadores de estrés oxidativo
(Hernandez-Medina et al., 2022), lo que evidencia un riesgo potencial asociado con la

degradaciéon de estos compuestos en la biota acuatica.

Los componentes BTEX son homodlogos representativos del benceno, los
homologos del benceno son un producto quimico de los cuales se ha demostrado su
toxicidad en ambientes acuaticos y dafos significativos en el crecimiento, desarrollo y
reproduccion de los organismos del medio, la presencia de estos contaminantes se ha
correlacionado con efectos perjudiciales en la fauna, estudios recientes han confirmado que
la exposicion a estos puede causar dafno genotoxico y estrés oxidativo en especies de
peces (Xu et al., 2019).
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2. Antecedentes

La contaminacion es considerada como una problematica ambiental y sociopolitica
por lo que se han implementado alternativas como la proteccion de areas verdes,
programas para el control de emisiones dioxido de carbono (CO3), creacion de leyes que
protejan a los ecosistemas e incluso regulacion del crecimiento poblacional (Padilla-

Santamaria y Ferman-Cano, 2018).

La problematica ha ido incrementando a través del tiempo generando dafios en una
escala global afectando la biodiversidad y, en consecuencia, la salud humana. Por
contaminacion ambiental se entiende a la presencia de cualquier agente fisico, quimico o
biolégico (o combinacién de ellos) en lugares, formas y concentraciones que resulten
nocivos para la salud, seguridad y bienestar para los seres vivos en general. Las sustancias
quimicas pueden encontrarse en los compartimentos ambientales agua, aire y suelo; e
incluso, en algunos casos pueden ingresar a los sistemas bioldgicos (biodisponibilidad)

pudiendo generar efectos nocivos a la salud (Palacios y Moreno, 2022).

Generalmente, cada sector industrial esta asociado a un grupo de contaminantes
quimicos y de residuos toxicos, ejemplo de ello es la asociacidn de los metales pesados y/o
de interés toxicoldgico a la produccion de cemento, mineria de metales ferrosos, fundicion,
metalurgia, combustién de carbono, cromado, pinturas, pigmentos y electronica entre otros
(tabla 1) (Caviedes et al., 2015).

En el caso de hidrocarburos incluyendo a los BTEX, su liberacion en el ambiente,
puede darse por fugas y derrames accidentales o descargas directas a rios, lagos o mares,
asi mismo, otra de las causas que contribuyen a la presencia de estas sustancias toxicas,
se debe a la aplicacion de plaguicidas y fertilizantes que contiene este tipo de compuestos
peligrosos como solventes, pudiendo dispersarse en agua, suelo y aire (Palacios y Moreno,
2022).
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Tabla 1. Principales actividades industriales generadoras de metales pesados

Industria
Mineria de metales
ferrosos
Extraccion de minerales
Fundicion
Metalurgica

Aleaciones y aceros

Gestion de residuos

Corrosion Metalica

Galvanoplastia

Pinturas y pigmentos

Baterias

Electréonica

Agricultura y Ganaderia

(Caviedes et al., 2015).
Metales

Cd, Cu, Ni, Cr, Zn
As, Cd, Cu, Ni, Pb, Zn
As, Cd, Pb, Ti
Cr, Cu, Mn, Pb, Sb, Zn

Pb, Mo, Ni, Cu, Cd, As, Te,
U, Zn

Zn, Cu, Cd, Pb, Ni, Cr, Hg,
Mn
Fe, Cr, Pb, Ni, Co, Zn
Cr, Ni, Zn, Cu

Pb, Cr, As, Ti, Ba, Zn

Pb, Sb, Zn, Cd, Ni, Hg

Pb, Cd, Hg, Pt, Au, Cr, As,
Ni, Mn

Cd, Cr, Mo, Pb, U, V, Zn,
As, Mn, Cu

Contaminacion derivada

Drenaje acido de mina,
relaves, escombreras
Presencia den las menas
como en los subproductos
Procesado del mineral para
obtencion de metales
Procesado térmico de
metales
Fabricacién, eliminacion y
reciclaje de metales,
Relaves y escoriales
Incineracion de residuos o
en lixiviados
Inestabilidad de los metales
expuestos al medio
ambiente
Los efluentes liquidos de
procesos de recubrimiento
Residuos acuosos
procedentes de la
fabricacion y el deterioro de
la pintura vieja
Fluido de la pila de
residuos, la contaminacion
del suelo y las aguas
subterraneas
Residuos metalicos acuosa
y sélida desde el proceso
de fabricacién y reciclaje
Contaminacion de
escorrentia, aguas
superficiales y
subterraneas, la
bioacumulacion planta

De acuerdo con la SEMARNAT (2018) en su informe de la situacion del
medioambiente en México, en 2014 los contaminantes emitidos en mayor proporcion (en
aire) fueron los COV (compuestos organicos volatiles) con 3.4 millones de toneladas;
30.5%, mondxido de carbono (CO; 3.2 millones de toneladas; 28.2% del total) y biéxido de
azufre (SO2; 1.3 millones de toneladas; 11.9%). Por otro lado, las matrices de suelo y agua
también son alteradas principalmente por uso desmesurado de pesticidas en cultivos

agricolas, negligencia en los deshechos generados por el lavado de contenedores
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quimicos, manejo inadecuado de desechos organicos, industriales y domésticos, asi como

por descargas de petréleo y/o sus derivados (Andrade et al., 2022).

2.1 Principales contaminantes en agua

De acuerdo con Iberdrola (2021), el agua contaminada provoca mas de 500,000
muertes anuales a nivel global y sus principales contaminantes incluye bacterias, virus,
parasitos, farmacos, plasticos, desechos fecales, nitratos, fosfatos, fertilizantes, metales
pesados, pesticidas e hidrocarburos, la contaminacién del agua no siempre es visible por
lo que es necesario recurrir en algunas ocasiones al analisis quimico y uso de organismos

acuaticos como bioindicadores para determinar su calidad.

De igual manera, menciona que las principales causas de contaminacién son el
calentamiento global, deforestacion, actividades agricolas, industriales y ganaderas, basura
y vertido de desechos solidos, liquidos y bioldgico infecciosos, asi como el trafico maritimo
y derrames de combustibles; generandose filtraciones capaces de llegar a los cuerpos de

agua y por lo tanto a la biota asociada. Por ejemplo:

1. Pesticidas: son uno de los mas importantes contaminantes por su efectos
ecotoxicolégicos, su origen en el ambiente es meramente antropogénico por la
aplicacién directa de ellos en cultivos agricolas, se caracterizan por sus efectos
téxicos, su alta permanencia ambiental, biodisponibilidad y por bioacumularse
sucesivamente en cada organismo hasta alcanzar la concentracion letal y
biomagnificandose en la cadena tréficas con dosis cada vez mas elevadas (del
Puerto Rodriguez et al., 2014; Zarzuela-Aguilar, 2021).

2. Los metales pesados, de origen natural y antropogénico, alteran procesos
bioquimicos y fisiolégicos generando intoxicaciones, mutaciones, teratogénicidad,
carcinogénesis e incluso la muerte. El plomo (Pb), presente en el ambiente, se
bioacumula en plantas y animales, afectando el sistema nervioso central y la
sintesis del grupo hemo (Elika Seguridad alimentaria, 2023). La exposicién ocurre
principalmente por agua contaminada o inhalacion de emisiones derivadas de la
combustion de hidrocarburos, incorporandose de forma natural o por descargas
industriales y mineras (Octavio-Aguilar y Olmos-Palma, 2022). En sistemas
acuaticos, los metales se transforman y distribuyen en formas particuladas,
coloidales y disueltas, influyendo en procesos de coagulacién, sedimentacion,

adsorcion y transporte hacia sedimentos y otras matrices (Reyes et al., 2016).
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3. El tercer grupo, mas importante dentro de los contaminantes de sistemas
acuaticos e incluso aéreos, son los hidrocarburos en donde se incluyen los tipos
BTEX, COPs (Compuestos organicos persistentes) y COVs (Compuestos
organicos volatiles), HAPs (Hidrocarburos aromaticos policiclicos), entre otros.,
que al igual que los ejemplos anteriores son eco-toxicoldgicamente de gran interés
por su persistencia ambiental, su biodisponibilidad, bioacumulacién y alta
toxicidad (Velasquez, 2017).

La contaminacion hidrica por hidrocarburos se refiere a la inmisiéon en cualquier
cuerpo de agua de manera directa o indirecta de derivados del petréleo, con
compuestos altamente toxicos, tienen derivados como el queroseno, aceites,
combustibles, parafinas, asfaltos y gasolina (por mencionar los mas conocidos),
la manera en que contaminan el agua es afectando sus condiciones
fisicoquimicas presentando una disminucién de oxigeno disponible disuelto por la
reduccion de la transferencia de este elemento en la fase atmdsfera-agua, asi
mismo disminuye la entrada de luz al agua inhibiendo el crecimiento de especies

y la disminucion de fijacion de nutrientes (Velasquez, 2017).

2.2 Impacto ambiental generado por hidrocarburos

El impacto ambiental generado por la extraccién de hidrocarburos incluye la
contaminacion de fuentes hidricas, aire, suelo, asi como el deterioro de la biota, pérdida de
la calidad del agua y transformacion del paisaje, se estima que entre el 18 y el 59% de la
composicion de los derivados del petrdleo como la gasolina, contienen los hidrocarburos
volatiles monoaromaticos benceno, tolueno y xileno (BTX), relacionados directamente con
derrames de petréleo o gasolina, efluentes industriales y deposicion atmosférica en el

medio ambiente acuatico (Sayed et al., 2023)

Como ya se ha mencionado, la mayor causa de contaminacion en el agua se debe
a derrames que puede ocurrir tanto en su extraccién como en su uso y transporte. En
México existen areas contaminadas de hidrocarburos principalmente por derrames y
actividades de la industria petrolera, ejemplo de ello es el derrame de BP Deepwater
Horizon en el Golfo de México en 2010 (figura 1), sin embargo, un gran aporte masivo de
estos contaminantes se debe a derrames accidentales resultantes de actividades como la

pesca, transporte maritimo y cabotaje (Cavazos-Arroyo et al., 2014).
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Figura 1. Mancha petrolera tras el incendio de la plataforma petrolera en el Golfo de México
(EFEverde, 2015).

Para el 2022, en México se habian registrado cerca de 2,000 derrames y fugas de
moderadas a graves equivalente a casi un tercio de los incidentes ocurridos en 50 afios en
el Delta del Niger, considerada una de las zonas mas contaminadas del mundo (ONEXPO
Nacional, 2023). De acuerdo con los datos del Centro de Coordinacion y Apoyo a
emergencias de PEMEX, se registraron 270 derrames y fugas de alto impacto ambiental de
diciembre de 2018 a julio de 2024, afectando directamente al suelo y agua, siendo los
estados de Tabasco y Veracruz los méas afectados con el 50.7% del total (Animal Politico,
2024)

Cuando los suelos son arenosos, limosos o una combinaciéon de ambos, los
derrames de hidrocarburos llegan directo a los acuiferos y estos migran verticalmente por
efecto de gravedad hasta el nivel estatico. El hidrocarburo por diferencia de densidad e
incapacidad para desalojar el agua intersticial da origen a los procesos de dispersion y
difusién en la zona de agua capilar; la mayor parte de los hidrocarburos se acumulan sobre
el nivel del agua y bajo la fuga, por otro lado, los contaminantes viajan en menor volumen
disueltos en el agua a través de la zona vadosa y debajo de la zona de fuga permanece la

contaminacion residual (geomateriales), esta es la sustancia que queda adherida a los
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granos del suelo de manera estable y no puede ser removida por ningun procedimiento
quimico o fisico (figura 2) (IMT, 2023).
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Figura 2. Modelo conceptual de un derrame, procesos de migracion y dispersion en el suelo y la atmdsfera
(modificado de IMT, 2023).

De este modo, conforme viaja el hidrocarburo a través de una region desplaza el
aire, pero no el agua, dejando una contaminacién residual (figura 2) por debajo del nucleo
del derrame y el porcentaje del hidrocarburo que permanece inmévil puede variar entre 7%

y 20% segun la naturaleza quimica del medio (IMT, 2023).

Los hidrocarburos son combustibles fésiles utilizados como generadores de energia,
impiden el intercambio gaseoso con la atmésfera, lo cual inicia una serie de procesos fisico-
quimicos simultdneos como la evaporacion y penetracion, estos procesos dependen de
factores como el tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad

vertida, para determinar sus efectos ambientales y de salud (Velasquez, 2017).

2.3 Hidrocarburos BTEX

La gasolina es un producto derivado del petréleo crudo, a nivel molecular es posible
clasificar sus componentes en cuatro categorias: parafinas, olefinas, cicloparafinas y

compuestos aromaticos (Calcina, 2024), estos ultimos predominantemente comprendidos
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por los hidrocarburos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) y algunas veces

plomo, considerando al benceno como el componente mas toéxico (Boluda et al.,2019).

Ademas de dicho contenido, durante los afios 80’s, dentro de su composicion se
incluia multiples aditivos como el metil ter-butil éter (MTBE), aditivo que favorecia su
movilidad ambiental, ya que contaba con afinidad para moverse en tierra hasta llegar a
aguas subterraneas aumentando el riesgo de exposicion al ingerir el agua contaminada, sin
embargo; su uso esta prohibido desde 2005 (ATSDR, 2022).

La presencia de estos contaminantes en cuerpos de agua proviene principalmente
de derrames en suelos, drenajes o descargas directas. En estaciones de servicio se
originan por pequeinos derrames en areas de distribucién y por los sedimentos generados
en el mantenimiento de rejillas, zonas de almacenamiento, trampas de grasa y sistemas de
distribucion. También pueden derivarse de fugas en gasoductos y de residuos peligrosos
provenientes de autolavados, donde los desarenadores facilitan la infiltracion hacia aguas

subterraneas (Nustez et al., 2014)
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Figura 3. Ejemplificacién de los derrames de hidrocarburos (Nustez et al., 2014).

La presencia de gasolina en agua genera una serie de cambios en las
caracteristicas organolépticas del agua teniendo como principal consecuencia pérdida de
la calidad de agua para sustentar la vida y asi, como el rechazo a su consumo, por lo tanto,
su ingesta y consumo representa un riesgo para la salud y la biota en general, asi como

también puede afectar a la flora y fauna (Alcantar et al.,2020)
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Los BTEX son hidrocarburos de petrdleo y forman parte de la fraccion mas
hidrosoluble del mismo (<5%), la disolucion es un proceso importante ya que a través de
esta se transfiere la toxicidad del crudo al agua, por lo tanto, los compuestos mas

hidrosolubles resultan ser los mas téxicos para la biota (del Brio, 2018).

Los compuestos de alto peso molecular tienen una solubilidad extremadamente baja
en el agua, es por esto que se depositan y acumulan en los sedimentos, los hidrocarburos
que se depositan en el sedimento pueden transferirse al agua y al aire por circulacion

geoquimica, en consecuencia, aumenta la contaminacion secundaria (del Brio, 2018).

2.4 Toxicidad de hidrocarburos BTEX

De acuerdo con la ATSDR (2019), la toxicidad de cualquier compuesto incluyendo
a los hidrocarburos BTEX, describe el grado en el que una sustancia puede causar una
disminucion de la viabilidad de un individuo, su respuesta depende de factores como: dosis,
duracién y ruta de exposicién, forma y propiedades fisico-quimicas de la sustancia, asi
como de factores dependiendo del organismo (especie, edad, sexo, peso y madurez, pool

genético, estado inmunolégico, hormonal entre otros).

Asi mismo, también depende de factores ambientales y/o situacionales como: temperatura,
humedad, presion barométrica, influencias geograficas, entre otros, que pueden influir en

la cinética, concentracion y permanencia ambiental de los contaminantes (EFSA, 2019).

La gasolina esta constituida por mas de mil compuestos, de los cuales entre 25 y
30% corresponden a hidrocarburos aromaticos, destacando los compuestos BTEX como
los mas estudiados (Zarate et al., 2015). Segun la hoja de seguridad de PEMEX (2015), la
gasolina magna (87 octanos) se integra por una mezcla de hidrocarburos aromaticos,
olefinas, hexano y tolueno. No obstante, para dichos componentes no se cuenta con un
numero CAS, designacién numeérica del Chemical Abstracts Service que permite la

identificacion inequivoca de las sustancias quimicas.

En contraste, el etanol (10% en volumen, N° CAS 64-17-5) y el benceno (1% en
volumen, N° CAS 71-43-32), si cuentan con un numero CAS asignado, presentes en la
gasolina pueden generar efectos tdéxicos agudos como mareos, nauseas, cefaleas e
irritacion cutanea, asi como efectos crénicos como dermatitis y alteraciones hepaticas. La
exposicion ocurre principalmente por inhalacion de vapores y particulas, ingestioén directa o

contacto dérmico (Martel et al., 2016).

Pagina |14



Los componentes BTEX presentan mutagenicidad en células germinales en
animales de laboratorio, sin registro en humanos, ademas, los componentes BTEX tras
mezclarse con el agua generan una pelicula que impide la penetracion de nutrientes y
oxigeno al agua, por lo tanto, a los sistemas biolégicos, generando anoxia, atribuido a su
cualidad hidrofobica (Alcantar et al.,2020).

El derrame de compuestos BTEX es de gran interés toxicolégico por la capacidad
de atravesar la barrera hematoencefalica, causando una acciéon neurotoxica (Toledo y
Cuevas Diaz, 2010).

De acuerdo con estudios in vitro, el benceno podria causar rupturas cromosdémicas
e interferir en la segregacion cromosomica, alteraciones en la médula ésea y disminucion
de glébulos rojos (ATSDR, 2016), asi mismo, el tolueno (CsHsCHs) tiene la capacidad de

causar danos neurotéxicos, hepatotoxicos y teratogénicos (Padilla, 2020).

Por otro lado, la exposicién crénica al xileno (CsH4(CHs)2) causa efectos nocivos al
sistema nervioso generando la pérdida del sentido del equilibrio, higado y rifones, en

animales puede causar sordera y alteracion del comportamiento (tabla 2) (ATSDR, 2016).

2.5 Ecotoxicidad de los BTEX

Los hidrocarburos pueden causar efectos directos e indirectos en los organismos
acuaticos, los efectos directos pueden clasificarse en letales (muerte del organismo) y
subletales pudiendo afectar su fisiologia y/o su comportamiento, por otro lado, los indirectos
implica las interacciones interespecificas como la depredacién, competencia, mutualismo,

comensalismo y parasitismo (figura 4) (del Brio, 2018).

La mayoria de los compuestos derivados del petréleo son de caracter lipofilico como
es el caso de la gasolina, esto les permite ser biodisponibles y acumularse en los tejidos
grasos ‘de la fauna acuatica generando bioacumulacién en macroinvertebrados bentonicos
y peces, esta bioacumulacion puede dar lugar a la biomagnificacion a través de los niveles
troficos, de este modo si consideramos que muchas especies de invertebrados forman parte
de la dieta humana, esta es otra fuente de exposicion al contaminante (Zambrano et al.,
2012).
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Tabla 2. Informacion toxicolégica de gasolina magna marca PEMEX (modificado de PEMEX, 2015).

Informacion toxicologica

Posibles vias de ingreso al organismo

Toxicidad aguda

Mutagenicidad en células germinales

Carcinogenicidad

Toxicidad para la reproducciéon
Toxicidad sistémica especifica de

érganos blanco — exposicion unica

Toxicidad sistémica especifica de
érganos blanco — exposiciones

repetidas

Peligro de toxicidad por aspiracion

Efectos inmediatos o retardados, asi
como efectos crénicos producidos por

una exposicion a corto o largo plazo

Por inhalacion, ingestion y cutanea

Irritacion e hiperemia conjuntival, cefalea,
nauseas, excitacion,
falta de

desorientacion, confusion, ataxia, miosis,

mareo, vértigo,

nistagmos, coordinacion,
delirio, depresién del sistema nervioso
central, arritmias, coma. Hemorragia aguda
temprana del pancreas, degeneracion
grasa del pancreas.

Mutagénico en animales de laboratorio. No
hay estudios que demuestren alteraciones
mutagénicas en humanos.

A3; Carcinégeno animal confirmado, con

relevancia desconocida para los humanos.

No aplica
Falta de coordinacion, inquietud,
excitacion, confusion, desorientacion,

vértigo, ataxia, delirio y coma.

Piel: Xerosis dérmica. Digestiva: Vomitos,
diarrea. Sistema Nervioso Central:
Insomnio, mareos, dolor de cabeza, ataxia,
delirio y coma. Hematoldgico: anemia
Depresion del sistema nervioso central es
la complicacién mas grave de la exposicién
aguda
Xerosis dérmica, vomitos, diarrea,
insomnio, mareos de dolor de cabeza,
sintomas

anemia, musculares y

neuroldgicos.
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Figura 4. Efectos producidos por los hidrocarburos en el ecosistema (del Brio, 2018).

PEMEX en su hoja de seguridad (2015) menciona especialmente a los sistemas acuaticos
reportando registros de efectos agudos y crénicos en Oncorhynchus mykiss (Trucha
arcoiris) con NCLso3 = 10 mg L™, 96 horas con (fracciones de nafta de isomerizacion
alojadas en agua); en Daphnia magna Straus 1820 (pulga de agua) con C(E)Ls¢4 =4,5 mg
L, 48 horas (fracciones de nafta ligera retenidas en agua); en Pimephales promelas
Rafinesque 1820 (Carpita cabezona) con NCLso3 = 8,2 mg L™ y 96 horas, finalmente, en
D. magna CSEO5 = 2,6 mg L™, 21 dias (fracciones de nafta alquilada ligera alojadas en

agua) (tabla 3).

En cuanto a su potencial de bioacumulacion, los hidrocarburos BTEX pueden ser de
alto riesgo, debido a las PFQ de sus componentes, como los alquenos (hidrocarburos
insaturados con doble enlace carbono-carbono en su molécula que tienen un Factor de
Bioconcentracion (FBC) de 10; mientras que los compuestos aromaticos un FBC en un
rango de 20-200; y los alcanos en uno de 100 a 1500 (tabla 4) (PEMEX, 2015).
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Tabla 3. Ecotoxicidad por exposicién aguda y cronica a gasolina magna en organismos acuaticos
(modificado de hoja de seguridad PEMEX, 2015).

Organismos

Ecotoxicidad por exposicion

Aguda Crénica

Acuaticos NCL50*= 10 mg L™, 96 horas con NCL50* = 8,2 mg L', 96 horas con

Trucha arco iris (fracciones de Carpita cabezona (fracciones de

nafta de isomerizacion alojadas en nafta alquilatada ligera alojadas en
agua) C(E)L50* =4,5 mg L', 48 agua) CSEO* =2,6 mg L™, 21 dias

horas con Daphnia magna con Daphnia magna (fracciones de

(fracciones de nafta ligera nafta alquilada ligera alojadas en

retenidas en agua) agua)

Terrestres No aplica No aplica
*NCL50: Nivel de carga letal
*E(C)L50: Concentracion efectiva del producto cuyo efecto corresponde al 50% de la respuesta maxima.
*5CCSEOQ: Concentracion Sin Efectos Observados.

Tabla 4. Informacién ecotoxicologica de gasolina magna marca PEMEX (modificado de hoja de
seguridad PEMEX, 2015).

Persistencia y
degradabilidad

Potencial de

bioacumulacion

Informacion ecotoxicolégica
Los contaminantes principales son hidrocarburos, 6xidos de nitrégeno
y monéxido de carbono. Los componentes individuales de la gasolina
se presentan como vapores en el medio ambiente. Su fase de vapor
se degrada por reaccion con radicales hidroxilos, radicales de nitrato
y ozono hasta 10 dias. Los componentes individuales de la gasolina
sufren biodegradacion en suelos y agua.
El potencial de bioconcentracion de los principales componentes de
la gasolina varia de bajo a alto. Los alquenos tienen valores
estimados de Factor de Bioconcentracion (FBC) de aproximadamente
10; los aromaticos tienen valores de FBC en el rango de 20-200,
mientras que los alcanos C5 y mayores tienen valores de FBC

bastante grandes en el rango de 100-1.500
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Movilidad en el Se espera que los componentes de la gasolina tengan una movilidad
suelo alta o nula segun los valores log Koc (Coeficiente de particion carbén-

organico) en el rango de 1,81 a 4,56 mL/g™"

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) se generan principalmente por la
combustién incompleta de carbén, petréleo o gasolina. Son contaminantes prioritarios
debido a su toxicidad, incluyendo efectos teratogénicos, mutagénicos y cancerigenos, asi
como, por su resistencia a la degradacion. Esta persistencia les permite bioacumularse en
el tejido adiposo de los organismos y causar dafo al ADN (Rodriguez-Gonzales et al.,
2021).

Del mismo modo, la temperatura puede afectar la solubilidad y viscosidad de los
hidrocarburos alterando su biodisponibilidad y tasa de absorcién de los organismos, un
estudio realizado en Crassostrea virginica Gmelin, 1791 (Ostién americano) tras probar dos
temperaturas (26 y 30°C) determin6 que el tratamiento con mayor temperatura reporté una
bioacumulacion mayor respecto a los controles, asimismo se observo un efecto negativo en

el desarrollo gametogénico y en la tasa de sobrevivencia (Salas et al., 2017).

Otro de los fatores influyentes son las propiedades fisicoquimicas como son el
coeficiente de particion octanol-agua (Kow), los compuestos con valores log Kow entre 3 y
6 tienden a acumularse mas eficientemente, mientras que aquellos fuera de este rango
presentan limitaciones en su absorcion debido a restricciones en las membranas celulares
o alta hidrofobicidad (Carriquiriborde, 2021).

De acuerdo con la HDS de Pemex (2015), el tolueno tiene un log kow= 2,73 a 20°C,
benceno= 2.13, etilbenceno= 3.34 y finalmente los xilenos= 3.15, esto indica que los
compuestos son relativamente lipofilicos lo que significa que tienden a acumularse en

tejidos grasos y una baja solubilidad en agua.

Cuando los hidrocarburos de petréleo son absorbidos en materiales particulados,
sedimentos, y los tejidos de la fauna acuatica, ocasionan desequilibrio ecolégico, los efectos
pueden ser agudos como mortalidad, necrosis, mutagenicidad, asfixia y crénicos como los

procesos de biomagnificacion y pérdida de la biodiversidad (Argota y lannacone, 2022).
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2.5.1 Efectos a la salud humana por Hidrocarburos BTEX
Segun la Environmental Protection Agency (EPA) y la International Agency for

Research on Cancer (IARC), el benceno esta catalogado como un agente carcinogénico
del grupo 1 (IARC, 2018), lo que lo convierte en uno de los componentes mas peligrosos
de esta mezcla. Por otro lado, los hidrocarburos aromaticos afectan los sistemas linfatico,
hematopoyético, hepatico, renal y nervioso (SN), causando efectos irritantes inmediatos en
la piel y mucosas. Las alteraciones en el sistema nervioso pueden detectarse en
exposiciones continuas o crénicas, lo que facilita una deteccion mas rapida (Zarate et al.,
2015)

2.5.2 Fuentes de exposicidon
Como ya se menciond, los BTEX se encuentran y liberan al ambiente como

productos de procesos quimicos e industriales, asi como por situaciones accidentales y/o
de negligencia en su uso y manejo, contribuyendo una gran fraccién de la mezcla de

residuos organicos contaminantes del ambiente (suelo, agua y aire).

Las principales fuentes de exposicion incluyen gasolina para vehiculos motorizados,
pinturas, industrias de procesamiento, estos componentes estan presentes en las matrices
ambientales de agua, aire y suelo, aumentando el riesgo de exposicidon humana por ingesta,

inhalacion o absorcién cutanea (tabla 5) (Yu et al., 2022).

Tabla 5. Principales rutas de exposicion a componentes BTEX (Toledo y Cuevas, 2010).

Benceno
La inhalacion es la ruta de
mayor porcentaje (99%) de
exposicion de la poblacion
humo de
1800

los fumadores

en general. El

cigarro suministra

Mg/dia y
pasivos reciben 50 ug por
dia. Mientras qué la entrada
por alimentos y agua es
minima. El benceno
también se puede absorber

por la piel.

Tolueno
de

exposicion a tolueno es el

La ruta principal

aire contaminado de los
automotores. El tolueno es
el componente mayoritario
del

cantidad de tolueno en el

humo del tabaco Ila
humo de un cigarro sin filtro
puede ser de 100 a 200 ug.
La entrada por alimentos y

agua es minima.

Xileno
El aire es la principal ruta de
exposicion a estos
compuestos. La exposicion
diaria se estima en un rango
de 0.05 a 05 mg. La
exposicion puede aumentar
cuando el aire esta
contaminado con humo de

cigarro.
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Como se menciona en las tablas anteriores, una de las fuentes de exposicion mas
frecuentes son las ocupacionales o laborales, destacando las estaciones de servicio, donde
los despachadores de combustible estan expuestos directa y continuamente a los
componentes de los hidrocarburos como BTEX inhalando los vapores liberados asi como
salpicaduras accidentales que entran en contacto con la piel, durante la jornada laboral de

8 horas, lo que origina un alto riesgo a la salud (Jacome-Munoz et al., 2022).

Con la exposicion ocupacional se presentan efectos agudos en el momento del contacto
ocasionando tos, irritacion ocular, dolor de garganta, cefalea, nauseas, mareos,
desorientacién, confusién y palpitaciones, por otro lado, los efectos crénicos pueden
generar cambios de la conducta, alteraciones del estado de animo, depresion, irritacion,
dermatitis, asma, abortos y favorecer el desarrollo de leucemias, anemia aplasica y
pancitopenia reversible, asi como la muerte en casos extremos (Jacome-Muhoz et al.,
2022).

2.5.3 Normativas de los BTEX

Identificar la Normas oficiales que regulen la exposicion a agentes quimicos peligrosos
(AQP) es relevante, porque de ahi se pueden establecer parametros de referencia ante una

exposicion y poder determinar un riesgo ecoldgico potencial.

En el caso de BTEX, existen normativas para regular su uso por distintas agencias
nacionales e internacionales, las mas reconocidas son la Agencia de Proteccién Ambiental
de los Estados Unidos (USEPA) y la Administracién de Salud y Seguridad Ocupacional de
los Estados Unidos (OSHA), que han establecido un “Limite de Exposicién Permisible”
(PEL) de 1 parte por milléon (ppm) para el benceno y un PEL de 100 ppm para tolueno,

etilbenceno y xileno (Neitzel, 2021).

Asi mismo, la Union Europea (UE) establece como “Limite de Exposicion Laboral”
(WEL, por sus siglas en inglés) 1 ppm para el benceno y un WEL de 150 ppm para tolueno,
etilbenceno y xileno (Vera, 2021), finalmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
ha establecido un valor de referencia de 10 microgramos por metro cubico (ug m3) para

el benceno en el aire ambiente (OMS, 2022).

México cuenta con normativas y reglamentos para determinar los niveles de

concentracion de los componentes BTEX en muestras ambientales y biolégicas como:
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1. Norma Oficial Mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 Limites maximos
permisibles de hidrocarburos en suelo y las especificaciones para su caracterizacion
y remediacion.

2. Norma Mexicana NMX-AA-141-SCFI-2002 Suelos- benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos (BTEX) por cromatografia de gases con detectores de espectrometria de
masas Y fotoionizacion. Método de prueba.

3. Norma Oficial Mexicana NOM-047-SSA1-1993, encargada de establecer los limites
biolégicos maximos permisibles de disolventes organicos en la persona
ocupacionalmente expuesta.

4. Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud ambiental, agua para uso y
consumo humano limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe
someterse el agua para su potabilizacion.

5. Criterios ecoldgicos de calidad del agua CC-CCA-001- 1989.

En México se cuenta con politicas ambientales importantes para la regulacion y manejo
de los hidrocarburos como la gasolina, la NOM-016-CRE-2016 establece las
especificaciones de los petroliferos que deben cumplir las gasolinas regular, premium y
diesel, abarcando desde la produccién hasta el punto de venta, esta norma se encarga
de establecer parametros técnicos como el octanaje la presion de vapor, el contenido

de azufre, la densidad y la cantidad de compuestos oxigenados (CRE, 2016).

El petrdleo y sus derivados como la gasolina forman parte importante de la industria
energética actual, en medida que es extraido, refinado, transportado, distribuido o
consumido, se generan numerosas descargas de contaminantes que impactan

directamente al ambiente (Ortega, 2021).

Considerando una tendencia al alza en la demanda, de acuerdo con un informe de la
Onexpo Nacional (2024) en abril del mismo afio, el consumo diario de gasolina
(premium y magna) ascendi® a un aproximado de 670,928 barriles diarios y
particularmente 535,000 barriles de gasolina magna, lo que representa un aumento del

8.2% en comparacion con el mismo mes del afio anterior (El Economista, 2024).

Asimismo, considerando a los derrames accidentales durante el trasporte, la
importacion de gasolina tiene un impacto directo con el incremento de la presencia de

hidrocarburos en el ambiente, ya que, en 2024 las importaciones de PEMEX vy
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comercializadores privados ascendio a los 792,385 barriles diarios, equivalente al 60.7
% del consumo total (ENFINFO, 2024).

2.6 Evaluacion de riesgos

Segun la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades de los
Estados Unidos (ATSDR), la evaluacion de riesgos consiste en recopilar y analizar
informacion sobre los efectos toxicos de sustancias quimicas peligrosas, como los BTEX,
con el propésito de determinar la probabilidad de efectos adversos en la salud ante una
exposicion. Este proceso considera tanto las propiedades del agente como las
caracteristicas del sistema afectado, y parte del principio de que la sola presencia de un

compuesto en el ambiente implica un riesgo potencial de dafio (ATSDR, 2019).

La evaluacién adecuada de probabilidad de riesgos a la salud asociado a una
exposicion en una situacion determinada es el vital para proponer estrategias para limitarlos

y controlar los efectos nocivos.
2.7 Ensayos ecotoxicolégicos

Los ensayos ecotoxicologicos, contemplan la implementaciéon de técnicas y

métodos, sustentados en el uso de organismos en condiciones ambientales
(bioindicadores) y/o de laboratorio (bioensayos), a través del uso de biomarcadores de
exposicion, dafno y susceptibilidad, que idealmente debe ser especificos, sensibles,
predictivos, rapidos y econémicos, estables in vivo e in vitro, no invasivos y con suficiente
relevancia preclinica y clinica, a su vez estos se clasifican de acuerdo a interés a evaluar

(tabla 6) (Courchoud y Ji, 2016).
Tabla 6. Clasificacion de biomarcadores (modificada de del Brio, 2018).

Clasificacion de biomarcadores

Exposicion Susceptibilidad Efecto
Hacen referencia a la Con indicadores de la Cualquier cambio
identificacion de un capacidad heredada o bioquimico, fisiolégico u
xenobidtico dentro  del adquirida de un organismo otro tipo dentro de wun
organismo, el productodela para responder a la organismo que puede
interaccion del xenobidticoy exposicion a un xenobidtico. resultar en un dafo

componentes enddgenos el
producto de la interaccion
del xenobidtico y
componentes enddégenos, u
otro evento en el sistema

Son de utilidad en la
evaluacién de riesgos para
identificar individuos
sensibles o poblaciones que
tienen una susceptibilidad

establecido o potencial para
la salud del organismo.
Estdan relacionados de
forma especifica con el
mecanismo de accion del
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bioldgico relacionado conla uUnica a la accion de un compuesto téxico y

exposicion. Indican que un téxico caracterizados para
organismo o una poblacion relacionar el grado de
esta o ha estado expuesto a modificacion del
un toxico u otro agente biomarcador con el nivel del
estresante. efecto adverso.
e Permiten la Ejemplo. Biomarcadores

med|C|on de la dosis enzimaticos

interna del

compuesto (o]

metabolito téxico en
fluidos  corporales
como sangre O
excretas, orina y aire
expirado mediante
el analisis quimico.
*Continuacion de tabla 6. Clasificacion de biomarcadores.

Un bioindicador refiere a la especie o grupo de especies animal, vegetal o
microorganismos que presentan un rango estrecho de tolerancia a uno o varios factores
medioambientales de origen bidtico abidtico. Su presencia o ausencia en un habitat, asi
como cualquier cambio fisiolégico o morfolégico indican un estado particular de su medio
ambiente, que se relaciona con su capacidad para sustentar la vida (Morales y Cardenas,

2015; Gonzalez-Pérez et al., 2020).

A esta clase de pruebas se les denomina bioensayos, requieren ser calibrados frente a un
patrén o toxico de referencia que puede ser una sustancia organica o inorganica empleada
en pruebas de toxicidad con el fin de obtener un control de calidad analitica del organismo
a utilizar, estos patrones establecen la sensibilidad frente a las especies bioindicadora
(Castanedo et al., 2019).

En el control de calidad analitica es necesario establecer una curva dosis—-respuesta
durante la fase inicial del método de prueba. Para ello, se recomienda preparar al menos
cinco o seis diluciones de un compuesto con pureza 299%, al que se aplican pruebas de
toxicidad en una especie especifica, con el fin de determinar el intervalo de concentracion
que produce el efecto esperado. Una vez definida, esta curva puede emplearse como toxico

de referencia (Castarnedo et al., 2019).
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2.8 Danio rerio como bioensayo

Dentro de los organismos acuaticos, los peces son un grupo de organismo
ampliamente utilizados en ensayos ecotoxicoldégicos, considerados los organismos de
prueba idoneos, para la realizacion de ensayos de toxicidad por su posicion dentro de la
cadena tréfica y se pueden realizar una amplia gama de bioensayos en diferentes etapas

de desarrollo de su organismo.

De manera particular, D. rerio es un ciprinido emparentado con las carpasy
los barbos, originario del sudeste asiatico, habita mayormente en lagos, rios y lagunas de
la India, sin embargo; es comun hallarlo en acuarios, por lo que su adquisicion es
relativamente sencilla y cuenta multiples caracteristicas como el desarrollo embrionario y
larval externo que lo vuelve atractivo y popular para la investigacion cientifica, siendo el

primer vertebrado en clonarse (Vargas-Vargas, 2017).

Asimismo, es uno de los mas utilizados en la actualidad, debido a que presenta
grandes ventajas en su uso y manejo como bioensayo, por ejemplo: amplio conocimiento
de su fisiologia, morfologia, embriologia y genética, mantenimiento facil y econémico,
simple induccion de conducta reproductiva, es ovoviviparo, con amplia descendencia,
huevos traslucido y con membranas semipermeables, sensible a cambio fisicoquimicos
medioambientales y con varios biomarcadores de exposicion y dafio de facil observacion y

cuantificacion (Castillo-Salas et al., 2022).

De la Paz Montt (2012), propone el uso de embriones de D. rerio como modelo ideal
para evaluar condiciones toxicolégicas en cuerpos de agua y mecanismos de inhibicion de
la eclosion. Esto se debe a sus ventajas: rapido desarrollo, facil manipulacion y cuidado,
fecundacion externa, transparencia del corion y de las células embrionarias y larvales, asi
como su cercania filogenética con mamiferos. Ademas, permite detectar efectos téxicos

subletales en tiempo real mediante la observacion directa de células y tejidos.

En 2013 fue utilizado para evaluar efecto embriotoxico, teratogénico y genotéxico
por exposicion a arsénico a través de la induccion de micronucleos (MN) (Scotto et al.,
2013). Recientemente, en 2021, D. rerio se utilizé como bioensayo en la evaluacion de
toxicidad letal y subletal de hidrocarburos totales del petréleo, donde se evalud

hipoactividad, escape hacia el fondo e hipoventilacion, realizado con base en analisis
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estadisticos al exponerlo a diferentes concentraciones de agua contaminada con gasolina

(Caja-Molina y Lannacone, 2021).

En el mismo afo, se utilizd para la evaluacion de efectos genotdxicos y
teratogénicos, a través de dafios alteraciones en el desarrollo embrionario, malformaciones
en columna vertebral y aumento en la frecuencia de eritrocitos micronucleados (Sanchez-
Olivares et al., 2021). Por lo anterior, es evidente que esta técnica ha tenido un amplio uso

en la toxicologia para evaluar la genotoxicidad y embriotoxicidad de sistemas acuaticos.

2.9 Vicia faba como bioensayo

V. faba es una planta ampliamente utilizada en bioensayos para evaluar efectos
genotoxicos debido a su bajo costo de mantenimiento, facil experimentacién y escasa
necesidad tecnoldgica. Permite analizar dafos fisiolégicos, morfolégicos y genéticos, y
resulta especialmente util en citogenética por contar con solo cuatro cromosomas grandes,
facilmente observables. Ademas, ofrece biomarcadores confiables de genotoxicidad, como
el indice mitético (IM), las alteraciones cromosémicas (AC) y los micronucleos (fMN) (Acufa
et al., 2020).

2.10 Pruebas de genotoxicidad

La genotoxicidad es la capacidad de un agente de ocasionar dano al material
genético como mutaciones y aberraciones cromosémicas (Lerda, 2021). Existen varias
pruebas para evaluar la genotoxicidad como las pruebas in vivo e in vitro, dentro de la que
destaca la prueba de micronucleos, por ser facil, econdmica, reproducible y sensible,
ademas de que se utiliza en una gran variedad de organismo incluido el mismo ser humano,

en condiciones in vitro y/o accidentales (Jaramillo-Garcia et al., 2020).

2.10.1 Prueba de micronucleos
La prueba de micronucleos es un método para evaluar dafos cromosémicos a

través de la deteccion de estructuras denominadas micronucleos (Jain et al., 2017)

Los micronucleos son aberraciones cromosémicas, delimitados por membranas que
contiene ADN separado del nucleo primario, se vinculan con la inestabilidad cromosémica

y los reordenamientos genomicos. Estas estructuras son asociadas con enfermedades
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como el cancer, la senescencia y el estrés genotoxico, desempenando un papel importante

en la tumorigénesis y la respuesta inmunitaria (Krupina et al., 2021).

La acumulacién de micronucleos se ha utilizado como biomarcador de estrés genotoxico e

inestabilidad genética en modelos humanos y no humanos, su formacion se debe

principalmente a cromosomas rezagados y fragmentos de cromosomas acéntricos que no

se incorporan a los nucleos hijos (Krupina et al., 2021).

Su deteccion se realiza mediante técnicas convencionales como la tinciéon de Giemsa o

mediante el ensayo de micronucleos con el bloqueo de citocinesis (CBMN) y a través

métodos automatizados como el andlisis por citometria de flujo (Flow MN Assay), asi como

la prueba de eritrocitos de mamiferos, entre otras (tabla 7) (Jain et al., 2017)

Tipo de Prueba

Ensayo de
micronucleos
con bloqueo de
citocinesis
(CBMN)

Eritrocitos de

mamiferos MN

Células

utilizadas

linfocitos o lineas
celulares
humanos,
roedores,
conejos, peces,
perros, primates,

etc.

humanos,
roedores,
conejos, peces,
perros, primates,
eritrocitos

inmaduros.

Objetivo

biomonitoreo;
dosimetria biolégica;

genotoxicidad in vitro o in

Vivo;

experimentos  bioldgicos
donde se evalua el dano

citogenético.

genotoxicidad in vivo de
sustancias quimicas,
farmacos o condiciones

nocivas;

biomonitoreo.

Tabla 7. Tipos de ensayos de micronucleos (Sommer et al., 2020)

Caracteristicas cortas

El Mn se detecta en células
binucleadas, donde la citocinesis se
detiene mediante la adicion de
citocalasina B. El MN in vitro e in

vivo mas popular.

La prueba se realiza generalmente
en roedores jévenes, pero es
posible la biomonitorizacion de la
poblacion humana mediante analisis
de sangre periférica. Cuando se
realiza en eritrocitos de sangre
periférica, debe considerarse la

seleccion esplénica.
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MN bucal células e impacto de la nutricion; Prueba in vivo, entrante y poco

epiteliales habitos de vida, como invasiva. Adecuada para
bucales fumar y beber alcohol; biomonitoreo.
humanas.

e exposicion genotdxica;
e exposicion citotoxica;

e riesgo de envejecimiento
acelerado, ciertos tipos de

cancer y enfermedades

neurodegenerativas.
MN en otros células de Ila e biomonitoreo; No es muy popular, aunque hay
tipos de células  mucosa nasal, . nuevas publicaciones.
e genotoxicidad,;
células
derivadas de la e pronostico de ciertos tipos
orina. de cancer.

*Continuacion de tabla 7. Tipos de ensayos de micronucleos

Las ceélulas meristematicas, se dividen activamente y se encuentran en las raices
de las plantas, la muestra se puede recolectar al recortar la punta de las raices (Sanchez-
Zepeda et al., 2019).

La prueba de micronucleos es una herramienta versatil que emplea distintos biomodelos,
destacando el uso de eritrocitos de sangre periférica. En eritrocitos policromaticos (EPC)
permite evaluar genotoxicidad y citotoxicidad en 24—48 h, mientras que en eritrocitos
normocromaticos (ENC) se aplica en exposiciones cronicas o en especies sin EPC.
También pueden utilizarse eritrocitos de médula dsea, cultivos de linfocitos con bloqueo de
citocinesis y células epiteliales exfoliadas de distintos tejidos (oral, bronquial, cérvix, vejiga,

entre otros), segun el bioensayo requerido (Arellano-Garcia et al., 2022).

2.10.2 Propiedades citogenéticas y moleculares
Tradicionalmente los micronucleos son considerados biomarcadores de dano al

ADN que en un principio se catalogaban como estructuras pasivas resultantes de dicho
dafio ya que la principal razén por la que se forman es el desequilibrio o pérdida de material
genético en las células hijas, no obstante, actualmente se consideran otras consecuencias

derivadas de este proceso como su participacion activa en el inicio y desarrollo del cancer
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y desencadenantes de otras patologias crénico-degenerativas principalmente autoinmunes
(Zhao et al., 2021).

Los micronucleos, al ser independientes del nucleo, presentan alteraciones en la
membrana, desincronizacion del ciclo celular y fallas en la reparacion del ADN. Son
heterogéneos en tamafo, condensacion cromatica y tipo de dafio gendmico, variando
también segun la presencia o funcionalidad del cinetocoro y la lamina. La lamina regula la
expresion e integridad del ADN micronuclear, mientras que el cinetocoro interviene en la
unién centromérica y en el movimiento cromosémico durante la mitosis. Si no se eliminan,
los micronucleos pueden reintegrarse al nucleo causando caos genético, o inducir

apoptosis, autofagia o senescencia (Bugarin y Arias-Ruiz, 2023).
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3. Justificacion

La exposicién ambiental a la gasolina es un problema creciente por su naturaleza
toxica, atribuida a compuestos como los BTEX (benceno, tolueno y xileno). Esta sustancia
compleja y persistente representa una amenaza para la biota y, en particular, para los
ecosistemas acuaticos y terrestres. A nivel bioldgico, el benceno puede causar dafios
genotoxicos, como rupturas cromosomicas y estrés oxidativo, asi como afectar la médula
O0sea. Su toxicidad se evidencia en la interrupcion de procesos vitales en organismos
acuaticos, como el intercambio de gases en sus membranas (Quifidnez-Portocarrero y
Guano-Guano, 2022).

Sus efectos genotoxicos, reportados en diferentes bioensayos con Daphnia magna
Strauss, 1820, Anadara tuberculosa Sowerby, 1833, y Oncorhynchus mykiss Walbaum,
1792, son un claro ejemplo de su potencial genotéxico, asi como de la existencia de una
problematica ambiental, biolégica y de salud publica. Cabe mencionar que la industria
petrolera cuenta con manuales de manejo y protocolos para casos de derrames; sin
embargo, la informacion disponible acerca de las consecuencias ecolégicas y biolégicas

aun es escasa

Esta investigacion busca ampliar el conocimiento ecotoxicolégico de los productos
de hidrocarburos como la gasolina magna (87 octanos) compuesta principalmente por los
BTEX, evaluando su dafo genotéxico en ambientes acuaticos y terrestres. Se empleara el
pez D. rerio para analizar la frecuencia de micronucleos en sangre periférica, un indicador
de dafio cromosomico. De manera analoga, se utilizaran las células meristematicas de la
planta V. faba para evaluar los efectos en un medio terrestre. Estos ensayos permitiran
obtener una vision mas clara del impacto ecolégico causado por la exposicion a la gasolina

y sus derivados.
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4. Objetivo General

Evaluar dafo citotoxico y genotoxico en Danio rerio (pez cebra) y Vicia faba (haba)
por la presencia de hidrocarburos BTEX (benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos) presentes

en agua, para contribuir al conocimiento del dafo ecotoxicologico de estos compuestos.

4.1 Objetivos Especificos

1. Establecer la concentracioén letal media (CLso) en organismos adultos de D.
rerio por exposicion a BTEX presente en agua (87 octanos), a través una
curva de toxicidad, para determinar concentraciones subtéxicas

experimentales.

2. Establecer dafo genotdoxico en organismos adultos de D. rerio por
exposicion a BTEX presente en agua (87 octanos), a través de frecuencia de
micronucleos (fMN) en sangre periférica, para contribuir al conocimiento de

los efectos y mecanismos de accién de este tipo de compuestos.

3. Establecer dafio citotoxico y genotédxico en células meristematicas de raices
de V. faba por exposicion a BTEX presente en agua (87 octanos), a través
del indice mitético y la frecuencia de micronucleos (fMN) para contribuir al
conocimiento de los efectos y mecanismos de accién de este tipo de

compuestos.
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5. Procedimiento experimental

Para establecer la concentracion letal media (CLso) en organismos adultos de pez

cebra (D. rerio) por exposicion a BTEX (87 octanos) presentes en agua, primeramente se

establecio en condiciones de laboratorio un montaje y calibracion de la técnica, en donde
se aseguro la inclusién de los organismos experimentales y las condiciones fisicas y
quimicas para su mantenimiento, posteriormente se requirié determinar el efecto toxico de
BTEX (87 octanos) a través de una curva dosis respuesta para encontrar la concentracion
letal media (CLso) y de ahi determinar dos concentraciones subtéxicas para evaluar el dafo

genotdxico

5.1 Montaje y calibracion de Danio rerio

El mantenimiento comenz6 a partir de la obtencién de los ejemplares, para fines de
esta investigacion, los organismos debieron cumplir con el criterio de inclusion de ser
adultos, de tamafio normal y sanos sin dafos morfolégicos y/o fisioldégicos aparentes;
posteriormente pasaron por periodo de acondicionamiento en un lapso de dos semanas.
Esto requirié que se acondicionara de manera previa una pecera de 40 litros equipada con
un filtro biolégico, aeracion constante y calentador de 100 Watts con temperatura controlada
27 +£1 °C con un pH de 6 a 8, idealmente 7.2 para mantener un equilibrio &cido-base en su

sangre considerando las condiciones fisicoquimicas indicadas en la tabla 8 (Moreno, 2013).

e Criterio de inclusidn: Los peces deben ser adultos, proceder de la misma fuente y
poblacion para garantizar la uniformidad. Los peces debian tener la misma edad y
un aspecto normal. no debian mostrar signos visibles de enfermedad y estrés, asi
como estar libres de malformaciones aparentes y no haber sido tratado previamente
contra la enfermedad o parasitos en los ultimos 14 dias antes de la prueba.

e Aclimatacion y cuarentena: Todos los peces se mantuvieron en el laboratorio
durante al menos 9 dias antes de ser utilizados para las pruebas. Las primeras 48
horas constituyeron un periodo de adaptacion. Luego, el pez fue aclimatado durante
al menos 7 dias en aguas similares a las aguas de ensayo inmediatamente antes

del inicio de la prueba.

Si la mortalidad del lote es inferior al 5% de la poblacién en siete dias: aceptar el lote; si no

se dejan 7 dias mas hasta obtener como minimo una supervivencia mayor al 60% del lote,
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de este modo ya se puede comenzar con el manejo y uso de los organismos para

experimentaciéon (Gaytan y Castillo-Salas et al.,2021).

Tabla 8. Condiciones fisicoquimicas Optimas para el mantenimiento del pez cebra

(Sanchez-Olivares, 2021).

Condiciones
Fisicoquimicas

Condiciones
Optimas

Efectos negativos de malas
condiciones

Luz solar

Temperatura

pH
Dureza

(Deutsche Harte)

Carbonatos
totales KH
NO,

Corrientes de aire

Instalaciones

Espacio

No recomendada
de manera
directa al acuario

27+1° Cen
acuarios alejados
de parrilla, estufa
0 equipos que
produzcan calor

7a8

6-16 ° dH

3-10° dH

0.3-0.8mgL"
tolerable hasta
1.6 mg L™

Ventanas
cerradas o
cualquier orificio

Mantenimiento
del equipo

Suficiente para la
manipulacion de
organismos

Evaporacién, formacion de algas,
favorece la ovoposicion de adultos, en
alevines afecta el desarrollo embrionario

Evaporacién, desarrollo de protozoarios,
formacion de microalgas

No determinado

Metabolismo de los peces

Fluctuaciones pone en riesgo la salud de
la poblacién

Demasiados nitritos reducen la capacidad
de transporte de oxigeno

Contaminacion por polvos o particulas

Revision diaria para buen
funcionamiento, lugar aislado para evitar
el estrés de los peces

Espacio intrapecera: se debe considerar
un equilibrio entre capacidad de pecera
con peces quedando una proporcion de 1
litro-5 peces. Espacio interpeceras: Entre
peceras deben tener un espacio de 10
cm. Para realizar observaciones
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5.2 Evaluacion del efecto téxico en adultos D. rerio por gasolina
magna (87 octanos)

Para establecer la concentracion letal media (CLsg) en organismos adultos de pez
cebra (D. rerio) por exposicién a gasolina magna [BTEX (87 octanos)] presentes en agua,
se realizd una curva de toxicidad, en donde los peces se expusieron a la sustancia problema
durante un periodo de 96 horas. Registrandose el porcentaje (%) de individuos muertos a
las 24, 48, 72 y 96 horas y, en la medida de lo posible, determinan las concentraciones que

matan al 50% de los peces (CLso).

Se utilizaron al menos seis peces en cada concentracién de ensayo y en los
controles. La sustancia problema se administré al menos, con cinco concentraciones en
una serie geométrica como lo sefala las “Lineas y directrices de OCDE para el Ensayo de
Productos Quimicos” (2024). Durante la exposicién, el oxigeno disuelto y la temperatura se
midieron diariamente de forma continua en cada recipiente de ensayo, temperatura
preferiblemente de forma continua hasta determinar un biomarcador de respuesta como la

concentracion letal media (CLso) y dos concentraciones subtdxicas experimentales.

La literatura recomienda, que cuando en algunos casos la respuesta toxica no es
consistente, se debe determinar con la concentracién umbral, NOAEL (Nivel sin efecto
adverso observable) o LOAEL (Nivel de minimo efecto téxico observable) (ATSDR. 2019).

5.2.1 Curva de toxicidad

Para determinar la relacién entre la concentracién de un compuesto y su consecuente
efecto téxico, y partir de esta determinar dosis subtdxicas experimentales; se tomd como
referencia el "Nivel de carga letal” (NCLso) de 10 mg L-1 reportado por la Hoja de Seguridad
de PEMEX (2015) en Oncorhynchus mykiss, y se administr6 al menos cinco
concentraciones en un serie geométrica entre 0.1 y 10 mg L-1 como lo sefala las “Lineas
y directrices de OCDE para el Ensayo de Productos Quimicos” y la Prueba N° 203 (Peces,
Prueba de Toxicidad Aguda OECD, 2019).

Para cada concentracion, se utilizaron 4 matraces Erlenmeyer (1 L) donde se colocaron 6
peces adultos por cada uno, 3 matraces por concentracion de gasolina 'y 1 como control
concurrente, todos ellos se colocaron en una pecera grande (40 L de capacidad) a bafio
maria (26° C) durante 24 h y se registré el numero de individuos muertos a las 24 h., para

establecer un “indice de toxicidad de referencia” como la “Concentracién letal media” (CL o)
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o la Concentracién minima en donde se ha observado un efecto (LOAEL por sus siglas en
inglés) o la “Concentraciéon umbral” que corresponde a la concentracion minima un
organismo manifestd un efecto; el cual sirve de criterio para para seleccionar concentracion
experimental para evaluar el dafo genotéxico y a partir de esta se establecen al menos dos
concentraciones subletales experimentales para la prueba de genotoxicidad, evitando que
la toxicidad del compuesto enmascare dichos efectos (Gaytan et al., 2021; Sanchez-
Olivares et al., 2021).
La literatura marca que, dependiendo de los resultados iniciales, se pueden probar
concentraciones superiores o inferiores hasta encontrar el indice de toxicidad de referencia
elegido (Castillo-Salas, 2022), para ello se probaron 16 concentraciones de BTEX para la
prueba de toxicidad: 0.5,0.7,1.0,1.4,1.7,2,2.4,2.5,2.7,2.8, 3,3.5,3.7,4y 5 mg L-1

Al ser un contaminante volatil a temperatura ambiente se construyé un sistema cerrado
que recirculara el compuesto evaporado (figura 8), lo cual asegurd la concentracion

constante durante cada tratamiento.

Entrada de aire

Tapon sellado con
parafilm

Salida
Varilla de vidrio

(permite la entrada de

aire) Bomba de aire

ciclico

Figura 8. Sistema cerrado de aireacion para tratamientos con compuestos volatiles
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Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico de la curva de toxicidad se aplicé una correlacion
lineal (y = a + bx) con las concentraciones empleadas (x) y la cuantificacién de mortandad

(y), esto permitié determinar si el compuesto era téxico y conocer la CLsp.

Cuando el valor de R? (coeficiente de relacién) es cercano o igual a 1 significa que
las predicciones para el modelo son confiables, es decir, es representativo, en caso de ser

cercano a 0 las predicciones no son correctas.

Cuando la concentracion letal media (LCso) es dificii de determinar por
inconsistencias en las respuestas, en algunos casos la literatura recomienda que se puede
trabajar con la concentracién umbral (Concentracién mas alta en donde aparece un efecto

téxico) como la concentracion experimental maxima (ATSDR, 2008).

5.3 Evaluacién de la genotoxicidad en Danio rerio

El establecimiento del dafio genotdxico en organismos de D. rerio por exposicion a
gasolina magna (87 octanos) presente en agua se realizd a través de la induccién de
micronucleos para determinar la frecuencia de micronucleos (fMN) en sangre periférica
como biomarcador de dano, considerando parametros como: un diametro entre 1/16 y 1/3
del diametro del nucleo principal, no refractario con intensidad de tincién similar o superior
a la de los nucleos principales y no se toca con el nucleo para la correcta identificacion de

las estructuras.

De manera inicial se seleccionaron las concentraciones experimentales a partir de la curva
de toxicidad previamente elaborada y posteriormente se evaluo su efecto potencial a través

de un tratamiento agudo a organismos adultos de la siguiente forma:

Para el tratamiento experimental de manera inicial se tomé la CLso y en caso de ser
necesario la concentracién umbral (cuando la toxicidad es inconsistente), y a partir de este
se determind dos concentraciones subletales al diluirla con agua al 75% (25% agua /75%
BTEX) y 50 (50% agua /50 BTEX); para cada concentracion, se montaron cuatro lotes en
matraces de 1 L, tres experimentales y un control negativo con 6 peces cada uno durante
24 h y se mantuvieron a condiciones de temperatura (bafo maria) y aireaciones

recomendadas (Sanchez-Olivares et al., 2021).
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5.3.1 Induccién de micronucleos por exposicion a BTEX

De manera inicial, se montaron cuatro lotes experimentales (tres concentraciones
experimentales y un control recurrente), con seis peces por lote por triplicado (18 en total
por concentracion) los cuales se colocaron en matraces Erlenmeyer de 1 litro por
concentracion y para el control, cada matraz contenia 500 mL de la solucion problema

(concentracién del contaminante y agua) (Scotto et al., 2013).

Del mismo modo, los matraces se colocaron en bafio maria para mantener la
temperatura constante por induccién térmica y con aire a través del sistema de aireacion
ciclica para mantener la exposicién constante durante las 48 h de tratamiento, para el
control unicamente se conecté a una bomba de aire de manera convencional (Scotto et al.,
2013; Sanchez-Olivares, 2021).

5.3.2 Cuantificacion de la fMN espontanea e inducida

Al término del tratamiento con gasolina magna (87 octanos), se tomé a cada uno de los
organismos sobrevivientes y se le realizd un corte a la altura de médula espinal retirando la
cabeza para hacer un frotis con el resto del cuerpo colocando una gota de sangre en un
portaobjetos donde se dejan secar a temperatura ambiente durante 15 min (figura 9).
Posteriormente las muestras se fijaron con metanol absoluto cubriendo en su totalidad la

muestra durante 15 min.

Finalmente, se tifieron con colorante Giemsa al 10% durante 15 a 20 min terminando
con un secado a temperatura ambiente y se colocd un cubreobjetos para su posterior

analisis en un microscopio optico (Scotto et al., 2016; Sanchez-Olivares, 2021).

Figura 9. Corte transversal en D. rerio para preparacion y observacion microscopica
(Hernandez-Lozada, 2023).
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Para el analisis microscépico y determinacion de la fMN, se analizaron siete campos por
muestra con un total de 1500 eritrocitos por concentracidon bajo un microscopio compuesto
con aceite de inmersion a una magnificacion de 100x tomando en cuenta como criterios de
identificacion de micronucleos: que no fueran refractarios, con intensidad de tincién similar
a los nucleos principales y con un diametro entre 1/16-1/3 de la media del diametro del

nucleo principal (Zalacain y Patifio, 2005).
Se realiza el calculo de la frecuencia de micronucleos con la siguiente férmula:

Numero de micronucleos

MN =
f Numero de células analizadas

Analisis estadistico

La evaluacion de las frecuencias calculadas por tratamiento se llevé a cabo para
comprobar su distribucién mediante la prueba Shapyro-Wilks con el programa PAST
(Hammer et al., 2001). Al no resultar normales, el contraste fue realizado mediante una
prueba de Chi cuadrada y para determinar la genotoxicidad respecto a los controles se
aplicé una prueba de Kruskall-Wallis y pruebas pareadas de Mann-Whitney; todas mediante

el mismo programa.

5.4 Evaluacion del efecto citotoxico y genotéxico en Vicia faba
Para establecer dafio citotoxico y genotdxico en células meristematicas de raices
de V. faba por exposiciéon a gasolina magna (87 octanos) presente en agua, a través del
indice mitético (IM) y la frecuencia de micronucleos (fMN), se trataron con las mismas
concentraciones empleadas en la genotoxicidad del pez cebra para fines de comparacion,

de la siguiente forma:

5.4.1 Montaje y calibracion de Vicia faba

Para establecer las condiciones experimentales en V. faba se requirié inducir la
germinacion en condiciones fisicoquimicas reportadas, en donde se pueda identificar la

frecuencia de germinacion, asi como la frecuencia y etapas de divisiones celulares (indice

mitético espontaneo “IM”) (Gaytan, 2006; Sanchez-Zepeda et al., 2019).

Pagina |38



5.4.1.1 Germinacion

Se lavaron y prepararon 20 semillas de V. faba colocandolas en agua y en oscuridad
durante 24h, posterior a esto, se distribuyeron en dos charolas, entre dos camas de algodon
humedecido con agua, para disminuir su exposicién a la luz, durante 10 dias con cambio y
monitoreo diario del algodén para evitar contaminacién o pudredumbre de la semillas,
cuando alcanzaron la longitud deseada (3 cm), se prepararon los meristemos para realizar
la fijacién (Figura 10y 11).

Figura 10. Montaje de 20 semillas de V. faba (haba) para iniciar proceso de germinacion bajo condiciones de
laboratorio.

Figura 11. Semillas de V. faba germinadas

5.4.1.2 Preparaciones microscopicas

Para realizar las preparaciones microscopias se siguio la metodologia de acuerdo
a lo establecido por Zepeda et al. (2019), con los siguientes pasos:
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- Fijacién
Se realizé un corte de 2-4 mm de meristemo apical y se fijaron con etanol-acido
aceético (3:1) colocandolos en frascos envueltos con papel aluminio por un tiempo
minimo de 15 min y hasta 24 h.

- Deshidratacion
Se maceraron los meristemos con una navaja hasta obtener una consistencia de
puré, simultaneamente se colocaron en etanol al 70% durante 15 minutos.

- Hidrolisis
Se realizé con acido clorhidrico (HCL) 5 N a 28° C durante 25 minutos con una
agitacién continua para eliminar la pared celular, posterior a la hidrélisis se decanté
el excedente de HCL y lavaron los meristemos 3 veces con agua destilada.

- Tincién
Se colocaron los meristemos en portaobjetos y se les agregd una gota de
acetorceina durante 20 minutos en la oscuridad, al término del tiempo se eliminé el
exceso de colorante por decantacion y se lavaron con acido acético al 45% 2 veces
(figura 12).

- Montaje
Finalmente se colocd un cubreobjetos y se realizé un aplastamiento en monocapa

“squash” para obtener las laminillas y poder realizar la observacién microscépica.

Figura 12. Material empleado en la preparacion de los meristemos de V. faba para muestra microscopica
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5.4.2 Analisis y determinacion del indice mitético espontaneo

Para determinar el indice mitético espontaneo, se cuantificaron al microscopio al menos

500 células en un aumento de 40x, registrando células en divisién:

- El indice mitético espontaneo se calculé como el cociente del numero de células en

mitosis con el niumero total de células contadas por 100

Numero de células en division

x100

Numero de células totales

5.4.2.1 Evaluacion de la citotoxicidad en V. faba

Tratamiento

Para poder establecer la citotoxicidad, se pusieron a germinar habas y se establecieron
4 lotes experimentales, 3 con las concentraciones probadas en peces 1.4 mg L' (0.14%)
considerando esta como el 100% y sus respectivas dosis subtoxicas 1.05 mg L' (Dil 75%) y
0.7mg L' (Dil50%) y un control negativo concurrente (solucion salina al 5%). Posteriormente las
habas fueron expuestas en tratamiento durante 4 h y con 2 h de recuperacion para evaluar el
dafio provocado en G2, el cual se expresa con aberraciones cromatidicas y solamente son

inducidas por agentes S-independientes (Gaytan, 2006).
Montaje

Al término del tratamiento, se cortaron los meristemos apicales de las raices de no mas de
5 cm de longitud y fueron sujetas a los pasos antes mencionados de fijacion, deshidratacion,

hidrdlisis, tincion y montaje (apartado 5.4.1.1).
Analisis microscopico y determinacion del efecto citotoxico

Se cuantificaron al menos 500 células por concentracion evaluada a un aumento del 40x,
registrando las células en division. Se identifica para cada concentracion el indice mitotico
inducido por tratamientos con BTX, a través del cociente del nimero de células en mitosis

con el niumero total de células contadas por 100.

La citotoxicidad se determiné al comparar el indice mitotico inducido por los tratamientos

contra el indice espontaneo del control negativo a través de la siguiente formula:
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Donde: IMeyp, indice mitético experimental e IMesp, indice mitético espontaneo, y se
interpreta como citotoxicidad a cualquier reduccion del IMexp >50% con respecto al indice

mito de control negativo (IMesp) (Sanchez-Zepeda et al., 2019).

Analisis estadistico

Para determinar el efecto citotdxico de gasolina magna (87 octanos) sobre el indice
de viabilidad se trabajé con los porcentajes del IM sometiéndolos a una prueba de ANOVA
y asi determinar diferencias significativas entre los tratamientos, finalmente se aplico la
prueba de Tukey para establecer en qué tratamiento o tratamientos estaria la diferencia

significativa (Beltran y Gonza, 2017).

5.4.3 Evaluacion del efecto genotéxico en V. faba

5.4.3.1 Induccion de microntcleos

De acuerdo con Sanchez-Zepeda et al. (2019), el efecto genotdxico se determind de
manera simultanea al tratamiento para la citotoxicidad por lo tanto en la mismas condiciones
y concentraciones antes mencionadas (apartado 5.4.2.1). Asi mismo, la preparacioén de las
muestras microscopicas con la misma metodologia de apartado 5.4.1.2 de este documento

siguiendo la metodologia de Zepeda et al., (2019), previamente mencionada.
5.4.3.2 Cuantificacion de la fMN espontanea e inducida

La determinacion de dafo genotdxico se hizo mediante la cuantificacion y registro de la
frecuencia de micronucleos inducida (fMN) por los diferentes tratamientos en un promedio
de 2500 células por tratamiento, en interfase a un aumento de 40X (Zepeda et al., 2019).

El calculo de la frecuencia se realiza con la siguiente formula:
fMN = nMN/ (nMN + nCM)

Donde: fMN, frecuencia de micronucleos; nMN, nimero de micronucleos y nCM;

nuimero de células meristematicas analizadas.
Analisis estadistico

Para determinar el efecto de gasolina magna (87 octanos) sobre el indice de viabilidad se

trabajé con los porcentajes del IM sometiéndolos a una prueba de ANOVA para determinar
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diferencias significativas entre los tratamientos, finalmente se aplicé la prueba de Tukey
para determinar en qué tratamiento o tratamientos estaria la diferencia significativa (Beltran
y Gonza, 2017).

Para la evaluacion de las frecuencias de micronucleos (fMN) calculadas por tratamiento y
determinar una distribuciéon normal, se realizé la prueba Shapyro-Wilks con el programa
PAST (Hammer et al., 2001).

6. Analisis y discusion de resultados

6.1 Toxicidad en adultos de Danio rerio
Como se puede observar en la tabla 9, se probaron un total de 15 concentraciones

de gasolina magna (87 octanos) para determinar su toxicidad en organismos adultos de pez
cebra con exposiciones de 24 h, donde se registr6 una respuesta heterogénea sin

consistencia para la mortandad.

Se aplicé una regresion lineal a los datos observados con un valor de R? (coeficiente de
relacion) muy bajo (figura 13), lo cual impidié determinar la concentracién letal media (CLso)
(y = 222.8x-0.0894, R? = 0.4549) indicando una correlacién lineal positiva y moderada entre
las variables de mortalidad y concentracion a la que fueron expuestas, teniendo una
mortalidad promedio por tratamiento 3.13 £ 2.85 desviacién estandar, sin embargo; al ser
un resultado moderado, se tomé como concentracion de referencia la mas alta que mostrara
una primera respuesta toxica denominada concentracion umbral [1.4 mg L™ (0.14%)].

Tabla 9. Concentraciones y porcentaje de mortandad en D. rerio adulto expuesto por 24h a
gasolina magna (87 octanos)

Concentracion Concentracion Tratamiento Tratamiento Tratamiento % x*S
% mg L 1 2 3 Mortandad
(BTEX/agua) (BTEX/agua) (Vivos (Vivos (Vivos
Imuertos) Imuertos) Imuertos)

0.05% 0.5 0.00 0.00 0.00 0% 0
0.07% 0.7 0.00 0.00 0.00 0% 0
0.10% 1 0.00 0.00 0.00 0% 0
0.14% * 1.4 0.17 0.17 0.50 28% 0.04
0.17% 1.7 0.00 0.00 0.00 0% 0
0.20% 2 0.17 0.67 0.17 33% 0.08
0.24% 2.4 0.00 0.00 0.00 0% 0
0.25% 2.5 1.00 1.00 1.00 100% 0
0.27% 2.7 0.50 0.67 0.33 50% 0.03
0.28% 2.8 1.00 1.00 1.00 100% 0
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0.30% 3 1.00 1.00 1.00 100%
0.35% 3.5 0.00 0.00 0.00 0%

0.37% 3.7 1.00 1.00 1.00 100%
0.40% 4 0.83 0.83 0.83 83%
0.50% 5 1.00 0.83 0.67 83%

Continuacion de tabla 9. Concentraciones y porcentaje de mortandad en D. rerio adulto expuesto por
24h a gasolina magna.

(*) Concentracion umbral

120%
y = 222.8x - 0.0894

R? =0.4549
100%

80%

€0% Concentracion umbral
(']

% Mortalidad

40%
20%

0%
0.00% 0.10% 0.20% 0.30% 0.40% 0.50% 0.60%

Concentracion mg Lt

Figura 13. Curva de toxicidad con regresion lineal en peces cebra adultos expuesto a diferentes
concentraciones de gasolina magna (87 octanos).

Estos resultados corroboran lo reportado por Alves et al. (2017) tras haber expuesto
embriones de D. rerio a efluentes finales de agua en gasolinerias a una CLso de durante 96
h en donde el efluente mas téxico alcanzo el 8,9 % (v/v), asi como también se observé un
retraso significativo en el retraso embrionario-larval con diluciones de ESF (fracciones
solubles del efluente) del 10 % y el 20 % de los efluentes de todas las gasolineras,
concluyendo con que los componentes presentes en la gasolina y, en consecuencia, en las

gasolinerias, son toxicas para los organismos acuaticos.

Ledesma en el 2017, reportd que los componentes de los hidrocarburos BTEX,
pueden generar toxicidad cronica en la biota acuatica en general a concentraciones >110

ug Ly efectos a gran escala en concentraciones > 5.3 mg L™"

La presencia de los compuestos BTEX en organismos marinos puede causar un
crecimiento insuficiente especialmente en peces y crustaceos en edades tempranas,

ademas de narcosis y alteraciones en las membranas celulares lo que genera respuestas
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variables entre individuos de una poblacién, esto sugiere un alto impacto en los ecosistemas
marinos, se estima que alrededor del 70-75% de la contaminacion marina global es
resultado de las actividades antropogénicas y que un 90% de los contaminantes es

transportado por los rios al mar (Rodriguez et al., 2014).

Asi mismo, un estudio publicado por Nascimento et al. (2020) evaluaron la toxicidad
agua de los componentes BTEX, de manera individual y en mezcla como en la gasolina,
donde los valores de la CL50, demostrd que xileno fue el compuesto mas tdxico, seguido
de tolueno y benceno. Las combinaciones mostraron efectos no siempre aditivos, lo que
complica la prediccidn de riesgo en mezclas, corroborando la heterogeneidad de los datos

obtenidos en el presente trabajo y la dificultad para el establecimiento de una CLso.

Finalmente, un estudio realizado en Synodontis clarias, demostré la capacidad de
bioacumulacion de los componentes BTEX, tras ser expuesto a diferentes concentraciones
de estos compuestos en agua, donde se mostrd bioacumulacion significativa de benceno,

tolueno, xileno, etilbenceno (Akinsanya et al., 2019)

6.2 Genotoxicidad en adultos de Danio rerio
En esta fase experimental se uso la concentracién umbral determinada de la previa

curva de toxicidad correspondiente a 1.14 mg L' (0.14%), el resultado se tomé como
concentracion 100% a partir de la cual se realizaron dos diluciones denominadas
concentraciones subtdxicas [1.05 mg L™ (Dil 75%) y 0.70 mg L™ (Dil 50%)].

Como se puede observar en la tabla 1V, se muestran los resultados de la genotoxicidad a
partir de la fMN promedio a las concentraciones experimentales probadas con gasolina
magna (87 octanos), donde se observa una relacioén positiva entre la concentracion y efecto
evaluado, es decir, a mayor concentraciéon mayor frecuencia de micronicleos promedio

observados.

Al aplicar la prueba estadistica, se analiz6 el promedio de micronucleos (MN) y células por
campo. Se determind que la distribucion de los datos no seguia una distribuciéon normal,
por lo que se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, identificAandose grupos
independientes [X2 = 51.22, p < 0.05 (2.72E-12)]. Se concluyé que las concentraciones del
100% y 75% no presentan diferencias significativas entre si, dado que, al considerar un
margen de error del 5%, la concentraciéon al 75% se encuentra dentro del rango de

aceptacioén de la concentracion al 100%
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La diferencia significativa por el aumento de micronucleos respecto del control de ambas
concentraciones, permitid determinar que el compuesto es mutagénico en pez cebra. Sin
embargo; la Dil 50% no es estadisticamente significativa diferente del control por lo que se
le considera como un débil positivo (tabla 10, figura 14 y 15).

Tabla 10. Frecuencia total y promedio por campo de Mn en D. rerio adultos inducidos por
exposicion aguda (24 h) por gasolina magna (87 octanos).

Concentracion n Mn fMn Test de Mann-
Xt S Xt S XtS Whitney
1.14 mg L 237.46+£155.79 3.81+4.58 1.6£2.9 a
(100%)
1.05 mg L 239.6+174.79 2.71+3.03 1.13+1.74 a
(Dil 75%)
0.7 mg L 234.09+184.31 1.08+1.64 0.46+0.89
(Dil 50%)
Control 280.87+176.43 0.97+1.97 0.35+1.12 b

n: Células contabilizadas; Mn: micronucleos contabilizados; fMn: frecuencia de micronucleos;
Test de Mann-Whitney: a; concentraciones que no presentan diferencia significativa b y c;
diferentes significativamente

El promedio de la frecuencia de micronucleos inducida (fMN) concuerda con lo
esperado por la capacidad genotéxica del benceno y con lo reportado por Urquieta (2023),
en donde se evaluaron individuos expuestos de forma laboral, encontrando fMN de 35 en
los individuos expuestos y una frecuencia de casi la mitad en un grupo control no expuesto
(17.67), sin embargo; en este trabajo el efecto genotéxico fue débil debido a que en el

estadistico el valor p no mostré diferencias significativas.
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Figura 14. Micronucleos promedio de dosis umbral y sus dil75 y 50% por exposicion
a gasolina magna (87 octanos) en adultos de D. rerio, donde a y b representan los
resultados del Test de Mann-Whitney. Los grupos marcados con la misma letra
indican que entre los mismos no existe diferencias significativas.

Figura 15. Micronucleos concentracion dosis umbral 1.4 mg L-'al 75% en adultos de
D. rerio, por gasolina magna (87 octanos).

Por otra parte, de acuerdo con la ToxFAQs, reportada por la ATSDR (2016), la
exposicion a gasolina en altos niveles puede causar efectos nocivos al sistema nervioso.
Por lo tanto, ademas de la peligrosidad detectada por la capacidad genotoxica encontrada,
se hace necesario investigar efectos neurotdxicos al par de las concentraciones evaluadas

en este trabajo.
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Lo anterior siendo relevante para la salud y ecologia, igualmente, la ATSDR (2016),
menciona la importancia de la misma, ya que se ha encontrado gasolina de automovil en
por lo menos 23 de los 1,430 sitios de la Lista de Prioridades Nacionales identificados por
la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente de EE. UU. (USEPA).

Asi mismo, es importante recordar que el dafo genotéxico evaluado e identificado
en el presente trabajo, es de importancia, debido a que esté tipo de dafio por si solo se
puede asociar con efectos secundarios como dafnos teratogénicos y carcinogénicos; por lo
que es necesario profundizar en estudios que consideren variacién intra individuales (edad,
sexo, estado de salud, habitos alimenticios, entre otros) e interespecificas que pueden

generar diferentes respuestas biolégicas (Diaz et al., 2013).

Ademas, los resultados obtenidos en este estudio, han demostrado el potencial

genotdxico de la gasolina en organismos acuaticos.

Medeiros et al. (2017) evaluaron la exposicion del pez Centropomus parallelus a la
fraccion soluble en agua del petrdleo (Water-Soluble Fraction, WSF) en concentraciones
del 25% y 50%. Esta fraccion corresponde a los compuestos de bajo peso molecular que
se disuelven en agua tras un derrame, siendo mas biodisponibles y toxicos para los
organismos acuaticos. Los autores encontraron un incremento significativo en la frecuencia

de micronucleos y dafo al ADN detectado mediante el ensayo Comet.

Complementariamente, Bettim et al. (2016) expusieron peces neotropicales al agua
contaminada con la fraccion soluble en agua de la gasolina (Water-Soluble Fraction of
Gasoline, WSFG), que corresponde a los compuestos solubles en agua presentes en la
gasolina y que son mas biodisponibles y téxicos para los organismos acuaticos, en
concentraciones del 1%, 2% y 4%. Los autores registraron un aumento significativo en
biomarcadores de estrés oxidativo, como especies reactivas de oxigeno (ROS) y
lipoperoxidacion (LPO), ademas de alteraciones en enzimas antioxidantes como el
superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT). Estos resultados sugieren que el
mecanismo de genotoxicidad observado en ensayos como Comet y micronucleo podria
estar mediado por un desequilibrio redox, que provoca roturas en el ADN y dafio

cromosomico.
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6.3 Citotoxicidad en Vicia faba
Para evaluar la citotoxicidad en V. faba, se probaron las mismas concentraciones

que en D. rerio para poder comparar la toxicidad y la genotoxicidad.

De manera inicial se analizé un total de 2,500 células meristematicas sin
tratamiento, registrando la cantidad de las mismas en divisién (indice mitético) por cada 500
(figura 16). En promedio se observaron 206 células en division por cada 500 células
analizadas en el control, lo que corresponde a un indice mitético espontaneo de 13.77, en
cuanto a las células en tratamiento se obtuvo un IM de 2.90 en la concentracidon mas alta

(100 %), asi mismo, para cada tratamiento se determiné la desviacion estandar (tabla 11).

Figura 16. Fases de la division celular de meristemos de V. faba sin tratamiento donde; A)
interfase; B) profase; C) metafase; D) anafase (flecha roja) y metafase (flecha blanca); E) telofase;
F) anafase.
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Tabla 11. Desviacion estandar y prueba de Tukey, frecuencia de células en division entre los
tratamientos por gasolina magna (87 octanos) con dosis umbral y dosis subtdxicas en V. faba.

Concentracion Total de Células Prueba
células en de
observadas divisidon (x Tukey
+ S)
100% 75% 50% Control

114 mg L™’ 2500 726 + 0.6724 0.4378 0.001353
(100%) 53.30
1.05mg L™ 2500 100 + 1.611 0.9763 0.008612
(Dil75%) 31.39
0.70 mg L™ 2500 109.8 + 2.188 0.5763 0.01683
(Dil50%) 21.29
Control (agua) 2500 206.7 £ 6.828 5.433 4.934

23.53

Nota: Las diferencias significativas estan resaltadas con color rojo mientras que el color morado representa un
débil positivo respecto al control.

Para la evaluacion de citotoxicidad en V. faba, se probo la normalidad del indice de
micronucleos donde la frecuencia se convirtio en el indice y al indice se le aplicé pruebas
de normalidad, por lo que se realizé6 una prueba de ANOVA logrando determinar hay

diferencias significativas entre los tratamientos (F (3,17): 8.157, p 0.0022).

Asi mismo mediante la prueba de Tukey, se determiné que en todos los casos los
tratamientos tienen menos células en divisién con respecto al control, lo que sugiere un
efecto citotdxico y que este tiene una relacion negativa con la concentracion, es decir, a
mayor concentracién menor nimero de division celular y, por lo tanto, mayor citotoxicidad;
sin embargo, es posible observar que la Dil50% es un débil positivo respecto del control
(figura 17 y tabla 11).
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Figura 17. Cantidad de células en division de V. faba por exposicidon a gasolina magna (87 octanos), donde:

a) tratamientos y b) control

Los dafios causados por derrames de gasolina pueden generar tres principales tipos
de afectaciones, de acuerdo con Carvazos et al., (2014) estos se clasifican en dafios
humanos como las intoxicaciones, al patrimonio teniendo como ejemplo pérdidas materiales

y finalmente ecolégico donde estan implicadas las afectaciones al suelo, cultivos y al agua.

El presente trabajo contribuye a los dafios ecoldgicos, al ver un efecto positivo en
el V. faba, por lo que en caso de contaminacién en algunos terrenos por este tipo de
compuestos deben ser sometidos a procesos de biorremediacién, recuperando su
productividad después de muchos meses o bien otros tantos quedan inhabilitados,
abandonados e incluso fungiendo como basureros, de igual forma menciona que, ademas
de las afectaciones al suelo, los derrames de hidrocarburos afectan a los cultivos que en su

mayoria son comestibles.

De acuerdo con Sanchez-Zepeda et al., (2019), la variacion en el IM es un criterio
aceptable de citotoxicidad en todos los sistemas bioldgicos, puesto que valores del IM por
debajo del control negativo pueden indicar que el crecimiento y desarrollo son afectados
por el contaminante al que han sido expuestos. En el presente estudio se encontraron
diferencias significativas de todos los tratamientos respecto del grupo control, que en

promedio tuvo un IM= 13.77 contra el IM de la concentracion umbral al 100% = 2.90.
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Asi mismo, este resultado se corrobora con lo reportado por Gepner en 2022, donde
se realiz6 un estudio en Allium cepa (Linneo, 1753) evaluando la citotoxicidad y
genotoxicidad de colillas de cigarro, ya que al igual que la gasolina, contiene a los
componentes BTEX, posterior a 72 h de exposicion los resultados mostraron 58 y 70% de
inhibicion de crecimiento para 0,5 y 1 g de colillas respectivamente y prsentando una
disminucioén del IM con respecto a los controles, por lo que es posible inferir que los

componentes BTEX son potencialmente inhibidores de la division celular.

6.4 Genotoxicidad en Vicia faba
Es posible observar la presencia de micronucleos en V. faba por la exposiciéon a

concentraciones de gasolina magna (87 octanos) en la figura 18, mientras que en la tabla
XIll, se aprecia una fMN menor en el control con 1.61 mientras que tanto en la concentracion
mas alta (100%) como en sus respectivas concentraciones subtodxicas, la fMN aumenta
significativamente aun en la concentracién mas baja (Dil 50%) con una fMN de 7.72 y de

12.49 para la concentracion al 100% (tabla 13).

Figura 18. Micronucleos en células de meristemos de V. faba a 40x por exposiciéon a gasolina magna (87

octanos). Fotografia: Adriana J. Bafiuelos, 2024.
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Tabla 13. Frecuencia de Micronucleos y prueba de Tukey entre los tratamientos por exposicién a
gasolina magna (87 octanos) en V. faba

Concentracion Total #MN fMN Prueba
células de Tukey

analizadas

100% 75% 50% Control

114 mg L™ 2500 347  12.19* 0.9971 0.03867 0.0005487
(100%)
1.05 mg L™ 2500 338 11.91*  0.2809 0.05573 0.0007469
(Dil75%)
0.70 mg L™ 2500 209 7.72* 4307  4.027 0.07417
(Dil50%)
Control (agua) 2500 41 161 7533 729  3.802

(*) Diferencias significativas ANOVA (p<0.05), la prueba de Tukey, las diferencias

significativas estan resaltadas en color rojo

Posteriormente se evalué la normalidad de los datos mediante una prueba de
ANOVA donde también se apreciaron diferencias significativas en la cantidad de
micronucleos por tratamiento (F (3, 17): 12.44, p = 0.0003).

Finalmente, mediante una prueba de Tukey se determiné que la cantidad de
micronucleos de todos los tratamientos es superior que el control, y el tratamiento al 100%
tiene significativamente mas micronucleos que el tratamiento al 50%, por lo que también

existe un efecto genotdxico diferencial (tabla 13, figura 19).
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Figura 19. Micronucleos en células de meristemos de V. faba por exposicidon a gasolina magna (87 octanos)

donde ab representa que no existe diferencia significativa entre las concentraciones al 100 y 75%.

El ensayo de micronucleos es considerado practico, universalmente validado y
tecnologicamente accesible para evaluar inestabilidad genética producida por agentes
genotoxicos (Zalacain et al., 2005). El estudio de Acevedo (2006) reveld la existencia de
diferencias significativas entre las concentraciones registradas en estaciones de servicio
industriales y comerciales, asi como entre las diferentes estaciones comerciales por lo que

existe un incremento de riesgo cancerigeno superior al admisible.

En el presente estudio se contabilizé la cantidad de micronucleos presentes en 2500
células luego de una exposicién aguda a gasolina magna (87 octanos) donde, al igual que
en la determinacion del IM, se encontraron diferencias significativas (F (3, 17): 12.44, p =
0.0003) respecto del control, de este modo se corrobora lo descrito por Sanchez et al.,
(2018) en su estudio de genotoxicidad y citotoxicidad por exposicion a herbicida (contiene
benceno) componentes BTEX, donde de igual forma se presentaron diferencias
significativas tras una exposicion aguda (p<0.05) con respecto al testigo negativo,
igualmente el indice mitético se modificd, mostrando una menor divisién dependiente de la

concentracién y tiempo de recuperacion.

Existen pocos estudios dedicados a la evaluacion de la genotoxicidad por exposicién

a gasolina en los sistemas vegetales; por lo cual, el presente estudio podria incentivar al
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aumento de los mismos para determinar el verdadero impacto de este contaminante no solo

en la salud humana sino también en el ecosistema.

7.Conclusién

Los hidrocarburos derivados del petroleo, especificamente los compuestos BTEX
presentes en la gasolina magna (87 octanos), muestran efectos téxicos y genotoxicos
significativos en organismos acuaticos y vegetales, aunque con respuestas diferentes

segun el bioensayo utilizado.

En el presente estudio, la toxicidad aguda evaluada en D. rerio fue inconsistente, lo que
impidié determinar una dosis letal media (LDso) estadisticamente valida. No obstante, se
utilizd la concentracion umbral obtenida como indice toxicolégico para evaluar la
genotoxicidad en células sanguineas periféricas. Por su parte, en el bioensayo con V. faba
si se determind la LDsp, que sirvio como base para la evaluacion genotoxica en ceélulas

meristematicas de raiz.

En ambos bioensayos se observé un aumento notable en la frecuencia de micronucleos,
indicador claro de dafio genotdxico. La respuesta fue mas pronunciada en V. faba, donde
la frecuencia de micronucleos alcanzoé valores mayores y el indice mitético disminuyd un
21% bajo la concentracién umbral (1.14 mg/L), evidenciando un efecto genotéxico mas
fuerte en organismos vegetales. Por contraste, la toxicidad aguda fue mas evidente en el
pez cebra, donde el dafio letal se presentd incluso a bajas concentraciones, aunque con

respuestas heterogéneas que complicaron la modelacion estadistica.

Este contraste refleja diferencias en la sensibilidad bioldgica y los mecanismos de respuesta
entre organismos acuaticos y vegetales. Mientras que los peces manifiestan una mayor
sensibilidad a efectos letales inmediatos, las plantas exhiben un dafio genético acumulativo
mas detectable, subrayando la importancia de usar modelos multiples y biomarcadores

especificos para una evaluacion integrada del riesgo ambiental.

Desde una perspectiva toxicoldgica y regulatoria, estos resultados demuestran la necesidad
de normativas que consideren no solo la toxicidad aguda sino también los efectos
genotoxicos subletales, con un enfoque multidisciplinario. También resaltan la importancia
de proteger a trabajadores expuestos y evaluar los impactos de la gasolina y sus
compuestos derivados en ecosistemas, particularmente en contextos donde la regulacion y

las medidas de mitigacion son limitadas, como en México.
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Este estudio aporta valiosa informacion ecotoxicolégica sobre los dafios potenciales
causados por exposiciones directas e indirectas a BTEX, sirviendo como una base cientifica
para fomentar mas investigaciones, mejorar planes de manejo ambiental y promover la
implementacion de legislacion ambiental que asegure un uso y manejo mas seguro de estas

sustancias para salvaguardar la salud humana y la biodiversidad.
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