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1. RESUMEN

Los Metales de Interés Toxicoldgico (MIT) son unos de los contaminantes ambientales mas
peligrosos en la actualidad, son elementos toxicos, no biodegradables y bioacumulables. En
Pachuca, Hgo., hay residuos de la actividad minera denominados “jales mineros”, que contienen
As, Hg, Cdy Cr como residuos de los procesos de extraccion, que pudieran tener un potencial de
riesgos a la salud. En el presente estudio, se realizo la caracterizacion quimica de un lixiviado del
“Jal Santa Julia I” a través de la técnica de espectrofotometria de absorcion atomica, en busqueda
de MIT, complementado con una Evaluacion Répida de Potencial de Riesgo Genotoxico
(ERPRG), para evaluar su potencial efecto a la salud en ciertas condiciones ambientales; por lo
cual se realiz6 un andlisis de genotoxicidad mediante el bioensayo de microndGcleos y de
estructuras anafésicas en V. faba. (haba), con dos lixiviados a dos diferentes pH (7 y 3); los
tratamientos experimentales se hicieron con 3 diluciones distintas en cada uno de los lixiviados.
Como resultado, se destaca la presencia de los cuatro MIT evaluados (As, Hg, Cd y Cr) en ambos
lixiviados y que a las concentraciones observadas se pudo inducir dafio citotdxico y genotdxico
en células meristematicas del haba, observandose aberraciones cromosémicas (puentes
anafasicos dobles y sencillos, cromosomas y fragmentos retardados), asi como micronucleos.
Finalmente, se concluye que no hay diferencias estadisticamente significativas en el efecto
bioldgico asociado a la acidez del medio; por lo tanto, el potencial de riesgo actual de estos jales,
puede aumentar una vez que el suelo pierda su capacidad amortiguadora por la presencia de lluvia
acida, la cual puede estar presente en el sitio de estudio debido al aumento actual de la

contaminacion ambiental en la zona metropolitana de la ciudad de Pachuca, Hgo.

Palabras clave: lluvia acida, contaminacion, micronucleos, bioensayo
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2. ABSTRACT

Metals of Toxicological Interest (MIT) are one of the most dangerous environmental pollutants
today, they are toxic, non-biodegradable and bioaccumulative elements. In Pachuca, Hgo., there
are residues from the mining activity called “mining tailings”, which contain As, Hg, Cd and Cr
as residues from the extraction processes, which could have potential health risks. In the present
study, the chemical characterization of a leachate from "Jal Santa Julia I"" was carried out through
the atomic absorption spectrophotometry technique, in search of MIT, complemented with a
Rapid Evaluation Genotoxic Risk Potential (ERPRG), to assess its potential effect on health in
certain environmental conditions; For this reason, a genotoxicity analysis was carried out using
the bioassay of micronuclei and anaphase structures in V. faba. (broad bean), with two leachates
at two different pH (7 and 3); the experimental treatments were made with 3 different dilutions
in each of the leachates. As a result, the presence of the four MIT evaluated (As, Hg, Cd and Cr)
in both leachates stands out, and that at the observed concentrations it was possible to induce
cytotoxic and genotoxic damage in meristematic cells of the broad bean, observing chromosomal
aberrations (double and single anaphasic bridges, delayed chromosomes and fragments), as well
as micronuclei. Finally, it is concluded that there are no statistically significant differences in the
biological effect associated with the acidity of the medium; therefore, the current risk potential
of these tailings may increase once the soil loses its buffering capacity due to the presence of acid
rain, which may be present at the study site due to the current increase in environmental

contamination in the metropolitan area of the city of Pachuca, Hgo.

Key words: acid rain, pollution, micronuclei, bioassay
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3. INTRODUCCION

En la actualidad la contaminacion representa uno de los principales problemas en los ecosistemas
y la salud publica. La contaminacion se divide en natural y antropogénica, esta ultima aporta la
mayor parte de contaminantes en las matrices ambientales (suelo, aire y agua). La contaminacion
antrépica derivada de la agricultura, ganaderia, crecimiento de las ciudades, industria y mineria,
generando desechos que en altas concentraciones pueden ser toxicos, poniendo en riesgo a los

organismos (Vargas-Marcos, 2005; Estrada-Paneque et al., 2016).

La contaminacidn del suelo esta influida principalmente por actividades como: industria minera,
agricola, industria de pinturas, automotriz entre otras; en las zonas urbanas el suelo presenta
contenidos de Pb, Zn, Cd y Cu asociados a otros elementos que pueden ser o no asimilados por
los seres vivos (Covarrubias-Hernandez y Pefia-Cabriales, 2017). Ademaés de la presencia de
metales pesados, pesticidas, fertilizantes, hidrocarburos, pinturas y plasticos derivados de los
residuos solidos urbanos (RSU), por mencionar algunos. Estos residuos son fuentes importantes

de contaminacion en los suelos, tanto agricolas como urbanos (Alloway, 2012).

La presencia de metales pesados derivados de la actividad minera representa una fuente de
contaminacion peligrosa en las ciudades mineras del pais, no es nada nuevo que la actividad
minera es de las industrias que mas contamina las matrices ambientales con la presencia de
metales pesados como As, Pb, Hg, Cd, Cr, Cu, Ni y Zn que pueden contaminar las aguas
superficiales y los sedimentos (Oyuela-Leguizamo et al., 2017), por efectos de lixiviacion (Puga,
2014), que a su vez pueden contaminar el suelo debido al arrastre y posterior asentamiento de
dichos elementos en los suelos adyacentes (Roca-Fernandez, 2014).

Hidalgo es un estado con més de 400 afios de historia minera, su cercania con la ciudad de México
fue un detonante importante en el crecimiento y explotacién de las mineras del estado (Moreno-
Tovar et al., 2012), entre ellas las minas de Zimapan y Pachuca-Real del Monte. Diversos autores
han sefialado los riesgos que representan los desechos mineros derivados de la extraccion “jales”
que presentan una mineralogia variable y compleja constituida por silicatos, sulfuros y sulfosales
ademés de elementos como el As, Cr, Sb, Se, Zn, Cu, Pb, Cd, Bi, Hg y Mn, que pueden

encontrarse en altas concentraciones y ser potencialmente toxicos (Moreno-Tovar, 2009).

10
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Los MIT se definen como elementos de elevado peso atdmico, con propiedades potencialmente
toxicas (Reyes- Hernandez et al., 2012), cuando los MIT se encuentran en concentraciones por
arriba de las normas, pueden causar efectos negativos severos. De acuerdo con lo establecido por
organismos no gubernamentales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
gubernamentales como la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA), de
acuerdo a la clasificacion del Centro Internacional para la Investigacién sobre el Cancer (IARC)
se considera a metales como Hg, Pb y Cd como posibles carcindgenos para los seres humanos
(IARC, 2014).

La exposicion a MIT provoca severos dafios a la salud (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011),
debido a su toxicidad, metales como el Pb y el As son neurotdxicos, otros metales como el Cd,
el Cry el Hg, son carcinogénicos, en concentraciones elevadas, por lo tanto, no se puede
catalogar en riesgo 0 (Nordberg, 1998), a pesar de que se encuentren en bajas concentraciones,
son de importancia por su potencial citotdxico y genotdxico, dada su capacidad inherente de hacer
dafo se consideran de importancia toxicoldgica (Rosa-Calao y Marrugo-Negrete, 2013; Garcia-
Gallegos et al., 2014).

La ecotoxicologia es la disciplina cientifica que estudia el efecto de las sustancias y compuestos
quimicos sobre los ecosistemas. Los estudios ecotoxicoldgicos nos permiten visualizar el
potencial de riesgo de las sustancias xenobioticas en la exposicion real a la que estan expuestos
los organismos, actualmente las evaluaciones ecotoxicoldgicas se apoyan de diversas areas del
conocimiento como la quimica analitica que permite determinar la presencia de algun
contaminante, su concentracion y su cinética ambiental, ademas de la presencia ausencia del
contaminante en muestras bioldgicas, sus transformacién, bioacumulacion y cinética dentro de
las matrices bioldgicas (Planes y Fuchs, 2015), donde para la evaluacion del efecto biolégicos
derivado de la exposicion se realizan bioensayos con biomarcadores que permiten detectar los

dafos causados por los contaminantes ambientales.

A pesar de la informacion existente sobre el riesgo que representa la presencia y nulo
mantenimiento de los desechos mineros (jales), se han realizado pocos estudios sobre los efectos
biolégicos de los MIT en las concentraciones encontradas y la combinacién de estos elementos
presentes en los jales tomando en cuenta bibliografia y normativas para la realizacion de estudios

de los posibles efectos de estos metales con enfoques ecotoxicologicos.

11



Mendoza-Velasco, A

4. ANTECEDENTES

4.1 Lacontaminacion en México

La contaminacion se refiere a la presencia de sustancias o componentes nocivos en el medio
ambiente o entorno natural, los cuales pueden ser quimicos, fisicos o bioldgicos, mismos que
figuran en un dafio a los seres vivos que lo habitan. Existen dos tipos de contaminacion la
antropica y la derivada de procesos naturales la cual representa un porcentaje poco significativo

comparado a la contaminacion antropica (Dominguez-Gual, 2015).

Las principales fuentes de contaminacion antropica en el suelo son la expansion de las zonas
urbanas (Soto-Cortés, 2015), la sustitucion de la cobertura vegetal, la urbanizacion (Bayardo,
2013), la mala gestion de residuos metélicos con Pb, Zn, Cd y Cu, (Jiménez-Ballesta, 2017), la
mineria, agricultura con el uso de pesticidas, asi como fertilizantes, los hidrocarburos, pinturas y
plasticos por lo tanto en las ciudades la contaminacion se percibe como una fuente fija que afecta

a los suelos (Alloway, 2013).

Asi mismo el aire se ve afectado por las emisiones naturales y las emisiones antropogénicas
(quema de combustibles fdsiles, industria y ganaderia) siendo las principales fuentes de
contaminacion atmosférica, (Zhang et al., 2015), aunado a las emisiones de metales pesados
derivadas del transito vehicular que emiten principalmente 6xidos de sulfuro, d6xidos de

nitrégeno, 6xidos de carbdn, ozono y compuestos organicos volatiles (Hsu et al., 2018).

Por su parte la contaminantes del agua se ve influenciada por los desechos humanos cada dia se
arrojan 2 millones de toneladas de desechos a los cursos de agua, segin la Comision Nacional
del Agua (CONAGUA, 2015), mientras que los residuos industriales, la mineria, los productos
quimicos, los pesticidas, asi como, los fertilizantes agricolas son las principales fuentes de
contaminacion de aguas superficiales y sedimentos, aunado a la presencia de (MIT) como As,
Hg, Cr, Cu, Ni y Zn que estan presentes de forma natural que incrementan la contaminacion y
sus posibles efectos nocivos para salud de los ecosistemas y el hombre (SEMARNAT, 2012;
Oyuela-Leguizamo et al., 2017).

En México, segun la cifra mas reciente (Alloway, 2013), la generacion de contaminantes sélidos

urbanos alcanz6 53.1 millones de toneladas, lo que represent6 un aumento del 61.2% con respecto
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a 2003, donde se alcanzé més de 1.2 kilogramos en promedio diario, entre las causas mas
importantes se encuentran; el crecimiento urbano, el cambio de uso de suelo, el desarrollo
industrial, las modificaciones tecnoldgicas y el cambio en los patrones de consumo de la

poblacién (Alloway, 2013).

4.2 Lamineriay contaminacion por MIT en el Estado de Hidalgo

La industria minera en México aporta el 1.8 % del producto interno bruto (SGM, 2016), es una
de las industrias mas antiguas y de mayor utilidad para el hombre, con grandes aportes a la
economia, sin embargo, sus actividades son de alto impacto debido a que afecta las matrices
ambientales como; el subsuelo, suelo, atmésfera y cuerpos de agua, derivado de su explotacion
y la generacion de residuos mineros denominados jales, los cuales son fuentes de contaminacion
fijas que liberan especies quimicas, por efectos de lixiviacion donde concentraciones de metales
son arrastrados hasta aguas subterraneas, rios o lagos aunado a la dispersion aérea y la

acumulacién de MIT en suelos (Reyes-Hernandez et al., 2006 ;Gavilan-Garcia et al., 2020).

El estado de Hidalgo, ha sido un importante estado minero en el cual se han extraido diversos
materiales (Au, Ag, Zn y Cu) por méas de 450 afios, esto ha generado depositados de residuos a
cielo abierto de gran volumen “jales”, que casi sin acciones de rehabilitacion han permanecido
en el ambiente urbano aunado a el manejo inadecuado y la dispersién de estos residuos, se han
generado problemas de tipo ambiental ademas de los efectos fisicos, como la generacion de
drenaje acido de roca acompafiado de la lixiviacion de MIT lo cual aumenta su cinética ambiental

(Garcia-Fernandez y Dorronsoro-Fernandez, 2005; Hernandez-Acosta et al., 2009).

Los jales mineros presentan composiciones variables, que van desde una edafologia compleja,
grado de compactacion y una mineralogia variable que puede estar constituida por diversas
especies quimicas, sulfuros metélicos residuales como FeS,, Fel-XS, PbS, ZnS, CuFeS:y
FeAsS, gque destacan por sus altas concentraciones, los cuales pueden ser considerados elementos
potencialmente tdéxicos como As, Cr, Cd, Pb, Hg, Al, Cu, Zn, entre otros, desde el punto de vista
ambiental (Moreno-Tovar et al., 2009; Hernandez-Avila, 2012).

El distrito minero Pachuca-Real del Monte (figura 1) contiene cuatro presas de jales, la presa

Omitlan, presa dos Carlos, Presa Santa Julia | y Santa Julia 11, las cuales estan expuestas a las
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condiciones climaticas ambientales del sitio, como la dispersién de contaminantes por medios
fisicos (erosion, transporte edlico y pluvial) o por su alteracion y movilidad quimica (disolucién
y transporte en medio acuoso) (Moreno-Tovar et al., 2009; Gavilan-Garcia et al., 2020), lo cual
pone en riesgo la salud humana y de la biota asociada debido a las exposiciones a contaminantes
y su capacidad de causar afecciones; respiratorias, cardiovasculares, hepatotoxicas, nefrotéxicas,
neurotoxicas, reproductivas e incluso carcinogénicas (Lorenzo-Monterrubio, 1995; Contreras-
Lopez, 2016; Rodarte-Garcia y Galindo-Escamilla, 2016).
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Figura 1. Presas mineras del distrito minero Pachuca-Real del monte (Moreno-Tovar et al., 2009)

Lo anterior se sustenta en que los jales mineros son altamente toxicos para los organismos, debido
a su capacidad de alterar procesos fisiologicos y ecologicos (ciclo del agua, los ciclos
biogeoquimicos, el flujo de energia y la dinamica de las comunidades), por lo que afecta la
composicion y estructura de un ecosistema (Bartkowiak y Lemanowicz, 2014) y en zonas mineras
donde es predominante el clima arido o semiarido como el distrito minero Pachuca- Mineral del
Monte, se ve afectada por la dispersion eolica, asociada al tamafio de particula, siendo el mineral

muy fino facilmente transportado por el viento (Roy et al., 2012; Contreras-Lopez, 2016).
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4.3 Metales de Interés Toxicologico (MIT) As, Cd, Cry Hg

Se definen como MIT, a los elementos de elevado peso atdmico, con propiedades potencialmente
toxicas, como es el caso de metales pesados y metaloides utilizados en la industria (Rodriguez-
Herredia, 2017; Anbalagan y Sivakami, 2018).

Cuando los MIT se encuentran en concentraciones por arriba de las normas oficiales nacionales
e internacionales, pueden causar efectos negativos; la lista de MIT prioritarios ha sido establecida
por organizaciones gubernamentales y no gubernamentales como la US EPA, la Agencia para
Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR), la OMS, la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) entre otras, siendo un consenso de los
siguiente elementos Ag, As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Sb, Sny Tl (Galan-Huertos y Romero-Baena,
2018).

431 As

El As es un metaloide de apariencia similar al “acero”, es un elemento natural ampliamente
distribuido en la corteza terrestre, el cual se encuentra en formas organicas (combinaciones de
As, C y H) e inorganicas presentes naturalmente en el suelo, usualmente asociada a Cu o Pb; el
origen antropogénico del As se debe a la capacidad de algunas formas minerales de moverse con
el agua (fertilizantes con As e insecticidas) y la alta capacidad de los residuos de procesos
industriales para adherirse (vapores de soldadura, preservacion de madera, baterias &cido-plomo)
a particulas pequefias que son facilmente dispersadas y transportadas por el viento, mientras que

sus formas minerales mas comunes son el arsenito y el arseniato (ATSDR, 2007).
Exposicion

La poblacion en general puede estar expuesta al As por la contaminacion de las matrices
ambientales agua, aire y suelo aunado a el consumo de alimentos que contienen As, siendo este
el principal riesgo para la poblacion en general, al contrario de la poblacion ocupacional que
puede estar expuesta a altas cantidades de As debido a trabajar en la industria maderera, minera,
de fertilizantes y sus aplicadores (Nordberg, 1998; ATSDR, 2007; Olmos y Ridolfi, 2018).

432 Cr
Origen y formas minerales
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El Cr es un elemento de origen natural que se encuentra en las rocas, animales, plantas y suelo,
puede presentarse en varias formas, dependiendo de la forma que adopte, puede ser liquido, sélido
0 gaseoso, las formas mas comunes son el Cr (0), Cr (I11) y Cr (VI), todas las formas de Cr no
presentan sabor ni olor asociado, su forma mineral mas importante es la cromita. Los aportes
antropogénicos de Cr estan relacionados con la combustion de combustibles industriales,
comerciales, residenciales de gas natural, petroleo y carbdn, asi como, el aporte de las industrias
metaldrgicas, galvano plasticas, curtido de cuero y textil que liberan aproximadamente 1/3 del
total del Cr (V1) que se encuentra en el ambiente (ATSDR, 2012).

Exposicion

La poblacién en general puede estar expuesta al Cr a traves de los alimentos donde el Cr (I11) es
un nutriente esencial; a través del agua potable con cantidades elevadas de Cr (111); a través de la
inhalacion de aire contaminado con Cr (VI1); los trabajadores de aproximadamente 80 industrias
pueden estar expuestos al Cr (V1) por medio de la ingesta y la inhalacion principalmente debido
a exposiciones ocupacionales donde la principal exposicién es a partir de la produccién de
cromato, la produccién y soldadura de acero inoxidable, el cromado, las aleaciones de ferrocromo
asi como la produccion de pigmentos de Cr (Alvarez-Rodriguez y Fernandez-Marcos, 2011;
ATSDR, 2012).

433 Cd
Origen y formas minerales

El Cd se encuentra en la corteza terrestre de forma natural y se asocia cominmente con minerales
de Zn, Pb y Cu y se obtiene generalmente como subproducto del Zn, su forma mineral mas
importante es la greenockita (CdS), ademas se plantea que es un constituyente natural del agua
del océano, el Cd puede estar en el ambiente a traves de fuentes naturales y antropogénicas. Las
principales fuentes industriales de emisiones de Cd incluyen operaciones de fundicién de Zn, Pb,
Cu, calderas de carbon, petrdleo, asi como, la fabricacion de fertilizantes de fosfato e

incineradores de lodos municipales y de aguas residuales (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011).

Exposicion
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La poblacion en general puede estar expuesta al Cd, a través de los alimentos, el humo del
cigarrillo, el agua potable y el aire. El Cd se introduce en la cadena alimentaria a través de los
suelos agricolas, que pueden contener Cd de forma natural o de fuentes antropogénicas, a partir
de utensilios enchapados en Cd, asi como en equipos galvanizados utilizados en el procesamiento
y la preparacion de alimentos; esmaltes, barnices para cerdmica con pigmentos a base de Cd,
ademas de estabilizadores utilizados en plasticos y en los alimentos. Por su parte la exposicion
ocupacional al Cd ocurre en los empleos donde es necesario calentar productos que contiene Cd,
asi como los trabajadores de las industrias de metalUrgica, aleaciones metalicas, pigmentos,
plasticos, fundicién y refinacion (ASTDR, 2012; Youning et al., 2014).

434 Hg
Origen y formas minerales

El Hg es un elemento que se encuentra de forma natural en la tierra, es el Unico metal que en
condiciones normales de presion y temperatura permanece en estado liquido, EI Hg puede
ingresar al medio ambiente a partir de procesos naturales como la actividad volcanica, depdsitos
minerales, incendios forestales, emisiones oceénicas y desgasificacion de la corteza terrestre 0 a
través de la descarga de desechos industriales de la fabricacion de productos electrdnicos,
mineria, iluminacion fluorescente, la producciéon de cloro-sosa caustica, productos dentales

(empastes), procesos de cianuracion, la volatilizacién vy la lixiviacién (Millan et al., 2007).
Los compuestos de Hg se clasifican en tres categorias generales:

(1) Hg elemental, Hg; (2) compuestos inorganicos de Hg (cloruro de mercurio); (3) compuestos
organicos de Hg (Metilmercurio CHsHg) capas de bioacumularse y biomagnificarse, siendo la

forma mas frecuente el sulfuro mercdrico (HgS) (Ramirez, 2008).
Exposicion

La poblacion en general esta principalmente expuesta al Hg, en forma de metilmercurio (MeHg),
a través de la ingestion de alimentos, especificamente pescados y mariscos, ademas de la
inhalacion de aire contaminado o las restauraciones dentales con amalgama de Hg, lo que puede
contribuir a la exposicién tanto oral como inhalatoria, mientras que la exposicion ocupacional al

Hg puede ocurrir a través de la inhalacion o el contacto dérmico de personas que trabajan con el
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metal o0 su compuestos, en instalaciones de reciclaje y reprocesamiento de Hg, asi como en la
industria minera (cinabrio) (ATSDR, 2022).

4.4  Aspectos fisicoquimicos que aumentan cinética ambiental y la biodisponibilidad de
los MIT.

La movilidad y destino de las diversas especies quimicas de MIT en suelo estan generalmente
influenciadas por sus Propiedades Fisicas Quimicas (PFQ), asi como factores ambientales (lluvia
acida), entre los elementos de mayor preocupacion se encuentran el Hg, el Cd, el Cry el As
debido a su abundancia en la corteza terrestre y su utilidad en procesos industriales (Anbalagan
y Sivakami, 2018).

La cinética ambiental de los MIT depende de condiciones como la disminucion o aumento del
pH, debido a que en pH basico es mas probable que los MIT se establezcan en el suelo aunado a
la alteracion de la solubilidad y transporte de los iones, pero en caso contrario los MIT pueden
ser removidos del suelo por efectos de arrastre debido a la accidn las lluvias convencionales y la
lluvia acida (pH 2-6 ), accion que facilita la lixiviacion (figura 2) que consiste en la percolacion
de un fluido a través de un solido (suelo) arrastrando gran cantidad de MIT, por lo tanto la acidez
del medio esta directamente relacionada con la solubilidad de los MIT (Nordberg, 1998; Roca-
Fernandez, 2016).

Algunas de las formas mas eficientes para determinar el grado de movimiento de los MIT, es
realizando calculos que permiten determinar valores: tiempo de vida media ambiental (TMa),

Coeficiente de reparto Octanol-agua (Log Kow), entre otros.
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Figura 2. Lixiviacion de metales en suelo. (Autoria propia)

El tiempo de vida media ambiental, esta definido como el tiempo (en dias, semanas 0 afos)
requerido para que la mitad de la una sustancia presente después de una aplicacion se
descomponga en productos de degradacion. La descomposicién depende de varios factores
incluidos la temperatura, el pH del suelo, los microorganismos presentes en el suelo, clima,

exposicién de la sustancia a la luz, agua y oxigeno (Vera et al., 2001).

El log Kow, mide la lipofilicidad o hidrofobicidad de un compuesto, permite identificar si una
sustancia puede ser absorbida por organismos vivos. Los valores de Kow oscilan entre 103y 107
L/Kg o cm? /g. compuestos quimicos con Kow<10 se consideran hidrofilicos y tienden a tener
alta solubilidad en agua, mientras que compuestos con Kow > a 10* son hidrofobicos y tienden a
ser biodisponibles por su facilidad de atravesar membranas cuando presentan valores entre 3y 8,
caso contrario cuando se tiene un log kow bajo, la sustancia es soluble en agua lo que la vuelve

méas movil por lo tanto mas biodisponible (Martin-Olmedo et al., 2016).

4.5 Papel de la quimica analitica y la espectrofotometria en los estudios de
ecotoxicologia

La quimica analitica, es una de las ramas mas importantes de la quimica moderna, la cual estudia
los métodos y técnicas que se ocupan de identificar y cuantificar los elementos 0 compuestos
presentes en matrices ambientales y/o en tejidos y fluidos corporales (Skoog y West, 1986). Este

tipo de estudios son de suma importancia para la evaluacion y gestion de riesgos toxicolégicos,
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debido a que permiten correlacionar efectos biolégicos y/o ambientales ante la presencia y
concentracion de Agentes Quimicos Peligrosos (AQP), como es el caso de los MIT (Gaytan-
Oyarzun et al., 2020).

Con frecuencia, la técnica de espectrofotometria de absorcién atomica es utilizada en la
identificacion y cuantificacion en agua de elementos o compuestos de interés toxicoldgico debido
a su amplia sensibilidad y especificidad; como es el caso en la deteccion y cuantificacion de MIT
en diversas matrices ambientales, asi como en tejidos y/o fluidos corporales; por su parte, en
México la norma oficial mexicana NMX-AA-051-SCFI-2001 establece la metodologia para la
identificacion de metales pesados en agua, donde menciona a la espectrofotometria de absorcién
atdmica como la indicada para la realizacion de estos estudios (Skoog y West, 1986).

Dentro de las metodologias de espectrofotometria de absorcidn atdmica existen diversos tipos:
espectrofotometria por absorcion atomica de atomizacion en llama (FAA), espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), espectrofotometria por emisién dptica
con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) y espectrofotometria de absorcion atdmica con
horno de grafito (GFAAS) (Sanchez-Olivares, 2021).

4.6 Métodos y procedimientos para la avaluacion de riesgos y efectos a la salud

La evaluacién de los efectos bioldgicos asociados a una exposicion a AQP ambientales, segun la
Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos (NAS), primero se debe de establecer la
probabilidad que exprese un dafio en una poblacion o subpoblacion, asociado a una exposicién a

un AQP en ciertas condiciones ambientales y situacionales (riesgos) (Martin-Olmedo 2016).

Para ello se debe identificar y cuantificar a los AQP presentes en el ambiente, lo que se denomina
identificacion del peligro; posteriormente se debe determinar los niveles de exposicion,
escenarios, vias de exposicion y sectores expuestos, lo que se denomina evaluacion de la
exposicion y de la vulnerabilidad, posteriormente se debe evaluar la relacion dosis-respuesta, la
cual consiste en establecer la gravedad de los posibles efectos a la salud relacionados con la

exposicion a los AQP a las concentraciones observadas lo que permite determinar la probabilidad
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del riesgo y sustenta la evaluacion de los efectos bioldgicos a través del uso de técnicas, métodos,
bioensayos y biomarcadores en condiciones ambientales y/o de laboratorio (Lara-Gomez, 2021).

Diversos autores han desarrollado métodos que apoyen la toma de decisiones basados en
informacidn contextual de manera rapida, clara y eficaz, denominado Técnicas de Evaluacion
Répida (TER) que se basan en el manejo de datos publicados para establecer magnitud, extension
y caracterizacion de una exposicion o un problema, permitiendo disponer de forma sencilla y

rapida de informacion que sustente la toma de decisiones (Sanchez-Olivares et al., 2021).

Por otra parte la evaluacion de potencial de riesgo (ATSDR, 2005) se ha adecuado a estas técnicas
TER desde el 2019, a partir de la metodologia de Evaluacién Réapida de Potencial de Riesgo
Genotoxico (ERPRG) (figura 3) (Gaytan-Oyarzun et al., 2002), la cual se centra en el analisis de
las variables ambientales, situaciones y del agente quimico, que permiten identificar ambientes
peligrosos, exposicion y vulnerabilidad del sitio, asi como efectos potenciales relacionados a las
concentraciones observadas de los AQP presentes en la zona de estudio; y que en conjunto
permiten determinar el incremento del potencial de riesgo derivado de una exposicion (Rodriguez
et al., 2014; Gaytan-Oyarzun et al., 2020; Lara-Gomez, 2021; Sanchez-Olivares et al., 2021).

1. Concentraciéon
2. Presencia anual .
3. Presencia en mas de un medio Amblente
4. Permanencia
5. Biodisponibilidad * ®
6. Solubilidad en agua SItuaCIOnaIeS
7. Coeficiente de biparticion
8. Vida media en el organismo
9. Factor de bioconcentracion
10. Organos blancos afectados ¢ o
11. Productos de biotransformacion Peligro Probabilidad
12. Eliminacién del organismo 24 25
13. Efecto biolégico por interaccion
14. Alerta estructural POTENCIAL . .
Elemento > |ndividuo
16. Estado de oxidacion e )
17. Efecto por potencial de toxicidad 4 L € 0
18. Efectos humanos qUImICO 16:20 espeuflcas
19. Efecto bioldégico (sistemas
mamiferos y humanos)
20. Efecto bioldgico (sistemas no

mamiferos)

Figura 3.Dimensiones, interrelaciones y principales criterios como resultado de la unificacion mds actual, correspondiente a la
Evaluacion de potencial de riesgo genotdxico de compuestos xenobidticos (Gaytdn-Oyarzun et al., 2020)

En la actualidad el uso de bioensayos es uno de los métodos experimentales mas utilizadas para

medir el efecto biolégico derivado de la exposicion a xenobioticos, los cuales son técnicas
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especializadas, realizadas en organismos bajo condiciones controladas de laboratorio y/o campo
(Castafiedo et al., 2019; Avila-Cervantes et al., 2019).

La importancia del V. faba en investigaciones ecotoxicologicas, reside en que es un buen
bioensayo debido a su eficiencia para detectar dafios genotdxicos derivados de exposiciones
ambientales, a su facil mantenimiento y reproduccion; bajos requerimientos econémicos, ademas
de estar ampliamente publicado como un bioensayo, el cual puede ser utilizado en evaluaciones
de dafio fisioldgico, morfoldgico e inclusive genotdxico, extrapolable a otros sistemas bioldgicos
(Nadgorska et al., 2013); El ciclo celular es corto: 19.3 horas a 19 C°, las puntas de las raiz
(meristemo apical) tienen una frecuencia alta de células en division (Rios-Martines, 2017;
Sanchez-Olivares et al., 2021), lo anterior se complementa con ventajas para estudios citolégicos,
debido a que V. faba cuenta con solo 4 cromosomas, faciles de observar a 40x (lgbal, 2016); por
otra parte, se conoce ampliamente su ciclo celular, ademéas de poseer biomarcadores de efecto
faciles de identificar y evaluar (Castafiedo et al., 2019).

En el ensayo para evaluar aberraciones cromosomicas y micronucleos descrito en V. faba,
primero se cuantifican las estructuras anaféasicas como fragmentos y/o cromosomas retardos que
no migran, fragmentos en anillo, puentes anafasicos sencillos y/o dobles (figura 4) (Nadgorska
et al., 2013); e incluso también se pueden evaluar células binucleadas, que corresponden a un
dafio a nivel de centriolos; se complementan con la identificacion del indice de Microntcleos
(IMn) en interfase que corresponden a fragmentos o cromosomas que no migraron en la anafase
anterior; siendo estos los dos principales biomarcadores de dafio genotoxico que se utilizan,
principalmente identificando rompimientos de los cromosomas (clastogénesis), dafio a nivel de

centriolos e inactivacién de centromeros (Torres-Bugarin et al., 2013).
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Figura 4. Tipos de aberraciones cromosomicas

4.6.1 Lasdistintas AC pueden formarse de la siguiente manera:

Basado en las teorias de rompimiento y union, se pueden explicar la aparicion de aberraciones
cromosOmica en anafase, por ejemplo: al romperse dos cromosomas Yy al unirse se puede generar
una combinacién de un cromosoma con dos centromeros (cromosoma dicéntrico) este se puede
observar en metafase, pero si en anafase cada centromero migra a diferente polo se forma un
puente anafasico sencillo (figura 4a) (cromatidico), el cual al migrar los dos centrbmeros a
diferentes polos se puede romper aleatoriamente generando deleciones y duplicaciones al azar

que pueden generar incluso micronucleos (figura 4f) en la siguiente interfase (AGCOH, 2022).

De igual forma cuando un cromosoma se rompe y se forman reuniones al azar también se pueden
formar cromosomas o fragmento en anillo (figura 4e), si cuenta con dos centromeros es
dicéntrico, los cuales también pueden migrar a diferentes polos generando un puente anafasico
doble (figura 4b) que al igual que el puente anafasico sencillo (figura 4a) se puede romper de
manera aleatoria generando fragmentos cromosomicos (figura 4c) que a la vez pueden verse en

la interface como micronucleos (Alegre-Bayo, 2001; Suarez-Ayala et al., 2016).
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Un Isocromosoma (figura 4d) se forma de un cromosoma que se rompe horizontalmente
generando brazos (cromatides) con la informacion duplicada dando dos cromosomas con
centrémero inactivado (no funcional) y por lo tanto no migran (cromosomas retardados) y que a
su vez también tiene oportunidad de verse como un micronucleo en la siguiente interface al

quedar fuera de la masa nuclear (Romero-Rojas et al., 2020).

4.6.2 Microntcleos

Los micronucleos, (figura 4f) son masas de cromatina que tienen forma de pequefios nlcleos y
que aparecen cerca del ndcleo principal en las células interféasicas (Sanchez et al., 2018) presentan
un diametro entre 1/16-1/3 de la media del didmetro del nucleo principal o un diametro que varia
desde 0.4 a 1.6 micras (Corchado-Ramirez, 2015). En el caso particular de estos, existen criterios
de inclusion e identificacién (Valencia et al., 2013) como: Apariencia no refractaria, es decir
presentan una intensidad de tincién similar o superior al ndcleo; tener una forma circular u
ovoide, ademas de no tocar a el nicleo y estar separado por lo menos por una distancia
equivalente a su tamafo. El indice microndcleos (IMn) se entiende como el nimero total de
células observadas entre el nimero de células con presencia de microntcleos (Valencia-Quintana
etal., 2013).
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5. JUSTIFICACION

En la actualidad la contaminacion representa uno de los principales problemas en los ecosistemas
y la salud puablica, debido a la presencia de AQP y MIT (Oyuela-Leguizamo et al., 2017) a los
cuales el ser humanos y la biota en general pueden estar expuestos, ya sea de manera natural o

por actividades antropogénicas como el caso de la actividad minera (Morreno-Tovar et al., 2012).

En este caso los MIT, tienen PFQ que los vuelven ambientalmente peligrosos, debido a que no
se biodegradan y pueden movilizarse de las matrices ambientales a los seres vivos
(biodisponibilidad). Por otra parte, estas mismas PFQ dentro del organismo le confieren la
capacidad de bioacumularse y biomagnificarse; incluso también le confieren propiedades

toxicodinamicas importantes debido a que son altamente toxicas (Delgadillo-Lopez et al., 2011).

Pachuca, presenta un alto grado de contaminacion producida por la industria minera, la cual ha
generado desechos denominados jales, que contienen MIT en concentraciones potencialmente
peligrosas, aunado al crecimiento urbano, el cual ha provocado que los asentamientos humanos
se encuentren cerca de estas fuentes de contaminacion, aumentando el riesgo potencial; ademas
el arrastre de MIT en el ambiente, se puede incrementar por la presencia de lluvia &cida, la cual
se asocia a ambientes urbanos debido a la contaminacion de la combustion interna de vehiculos
automotrices, precursores de éxidos de azufre (SO2), dxidos de nitrogeno (NOX) y didxido de

carbono (CO2) que se relaciona con la lluvia &cida (Aimacafia-Toapanta, 2016).

La ciudad de Pachuca Hgo., actualmente cuenta con una poblacion de 511,981 habitantes (INEGI,
2020), los cuales estdn expuestos constantemente a MIT; a pesar de lo mencionado las
investigaciones previas se han limitado a la caracterizacion quimica e informar de la presencia
de MIT, dejando de lado el efecto bioldgico asociado a las exposiciones por lo tanto es necesario
complementar la informacion existente abordando la problemaética de los MIT presentes en jales
en la ciudad de Pachuca, desde un enfoque ecotoxicoldgico (Morreno-Tovar et al., 2009) que
contemple la caracterizacion y cuantificacién quimica, una evaluacion rapida de potencial riesgo
genotoxico, asi como analisis del dafio genotdxico por medio de la técnica de bioensayo en V.
faba. que permite evaluar los efectos biologicos “genotoxicidad” derivados de la explosion a

MIT, debido a sus caracteristicas que permiten extrapolar la informacién al ser humano.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de riesgo genotoxico de los MIT presentes en lixiviados &cidos y a pH neutro
de desechos mineros (jales) de la ciudad de Pachuca Hgo., a través de la cuantificacion de
estructuras anafasicas y la frecuencia de micronucleos presentes en células meristematicas en
Vicia faba L., para contribuir al conocimiento del potencial de riesgo de estos elementos y sus

efectos asociados.

6.1.1 Objetivos especificos

1.Caracterizar el tipo de suelo y cuantificar la presencia de MIT en el jal Santa Julia | de Pachuca,
a través de la técnica de espectrofotometria de absorcidn atémica, para sustentar un analisis de

potencial de riesgo basado en su peligrosidad.

2. Analizar la probabilidad de que exista un efecto nocivo en la salud asociado a la exposicién a
MIT identificados en el jal Santa Julia | de Pachuca. a través de la técnica de “Evaluacion Rapida
de Potencial de Riesgo Genotdxico” (ERPRG), para sustentar una evaluacion de dafio.

3. Evaluar el efecto citotdxico y genotdxico de los MIT identificados en el jal Santa Julia | de
Pachuca, a través de la cuantificacion del indice mitético, el conteo de estructuras anafasicas y la
frecuencia de micronucleos en células meristematicas de Vicia faba L., en condiciones &cidas y
observadas para contribuir al conocimiento de los efectos ambientales asociados a una

exposicion.
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7. METODOLOGIA

7.1 Caracterizacion y cuantificacion de MIT en suelo

Para caracterizar el tipo de suelo y cuantificar la presencia de MIT en el jal Santa Julia | de
Pachuca, Hgo., por medio de técnicas de espectrofotometria, se requieren los siguientes pasos
metodologicos: se requiere delimitar la zona de estudio, la basqueda biografica de parametros
climatolégicos, georreferencias, entorno fisico de la zona de estudio, vulnerabilidad del sitio, asi
como realizar la caracterizacion fisica y quimica del tipo de suelo ademéas de identificar y
cuantificar metales de interés toxicoldgico (MIT) presentes en lixiviados.

7.2 Cartografia de cuadrantes

Se realizd una cartografia de cuadrantes como lo propone la ATSDR (2005), para ellos fue
necesario, conocer el area de estudio, visitas previas y herramientas de georreferenciacion como
Maphub, para ubicar las areas de alta exposicion (1500m a la redonda), imagenes satelitales de
la periferia, los asentamientos humanos, escenarios de exposicion y sitios de alta vulnerabilidad

(escuelas, hospitales y areas recreativas).

Una vez que se determiné el area de impacto, se ubicaron los sitios de interés (asentamientos
humanos, escenarios de exposicion y sitios de alta vulnerabilidad como se mencion6

anteriormente) (figura 5).

Escuelas

(Primaria, Secundaria y Universidades)
Hospitales

Area de estudio (Jale Santa Julia I)
Plazas comerciales

Areas de cultivo

Fraccionamientos o colonias

Limite de alto riesgo (0 a1500m)

OKKEKK o <

Figura 5. Zona de estudio y lugares de alta exposicion (Autoria propia)
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7.3 Caracterizacion fisica y quimica del tipo de suelo.

La identificacion del tipo de suelo se determiné a partir del porcentaje de arcillas, el tipo de suelo,
pH, grado de compactacion, cubierta vegetal y mineralogia, segin lo recomienda lanorma NOM-
021-RECNAT-2000; para su caracterizacion se realizé una basqueda bibliogréfica, debido a su

interaccion con la cinética ambiental de los MIT.

7.4 ldentificacion y cuantificacion de MIT en suelo

7.4.1 Toma de muestras

El nmero de muestras y distribucion se realizé con la metodologia propuesta por Vidal-Otélora
(2014), con la cual se logr6 determinar 23 sitios (figura 6) (muestreo septiembre-octubre 2021).
Para cada sitio se tomaron 3 submuestras de suelo seco, para posteriormente mezclarlas y formar

una muestra compuesta con un total de 5 kilogramos de peso.

Figura 6. Puntos de muestred (Autoria propia)

7.4.2 Obtencion de Lixiviados a condiciones observadas y acidas (NOM-053-ECOL-
1993; Lopez-Dominguez y Pérez-Salazar, 2018)

Para la obtencidn de lixiviados a pH observado y pH acido, se utilizé la tierra del jal seca, sin
humedad o materia vegetal posteriormente se colocaron 5 kilogramos en un recipiente plastico,
con dos filtros en la salida (figura 7), se utiliz6 un matraz kishimoto de 1 It y un vaso de
precipitados con la capacidad de 4 It conectados por dos mangueras de 50 cm y una bomba de
agua con la capacidad de bombeo de 800 It/1 hr (figura 7).
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Posteriormente para iniciar el proceso de lixiviacion, se ajusté el pH a 7 (neutro) en 4.8 It de agua
el cual corresponde al pH observado, con la finalidad de poner a circular agua por 24 hrs, sobre
el recipiente con la muestra de suelo asi logrando simular la lluvia, se realiz6 el mismo
procedimiento para obtener lixiviados a pH acido, ajustando 4.8 It de agua a un pH de 3, como el
de la lluvia acida con el objetivo de evaluar como el pH influye en la disposicién ambiental de

estos metales.

Figura 7. a) Malla metdlica; b) Sistema de lixiviacion (Autoria propia)

7.4.3 ldentificacion y cuantificacion de MIT en lixiviados

Las muestras resultantes del lixiviado neutro se trasladaron en frio (4°C) en una hielera en un
recipiente de poliuretano con tapa al Laboratorio Industrial Ambiental de Hidalgo. A de C. V.
donde se realizd la técnica de espectrofotometria de absorcion atdbmica mencionada en la norma
NMX-AA-051, para identificacion y cuantificacion de Metales de Interés Toxicolégico (MIT)
como As, Cd, Cry Hg de acuerdo a la bibliografia consultada, en cuando a los tipos de residuos

gue se pueden encontrar en los jales (Moreno-Tovar et al., 2009).

7.5 Evaluacion Rapida del Potencial de Riesgos Genotoxicos en la zona de estudio

Para analizar la probabilidad de que exista un efecto nocivo en la salud asociado a la exposicion
a MIT identificados en los jales de Pachuca, fue necesario realizar adecuaciones a las Técnicas
de Evaluacion Répida (TER) reportadas (figura 8), para obtenerlos siguientes pasos
metodoldgicos (Gaytan-Oyarzun, J. C. y Lopez-Escamilla, 2019; Lara-Gomez, 2021; Sanchez-
Olivares et al., 2021).
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Identificacion y
caracterizacion de la
zona contaminada

Evaluacion Rapida de Potencial de Riesgo
Genotoxico

.

Coeficiente de peligro ambiental (CP)
Cociente de peligro a la salud (HQ)
Pauta ambiental (EMEG)

Cinética ambiental (pKs)

Permanencia ambiental (TMa)

Identificar indices de peligro y valores
orientativos o de referencia

!

Probabilidad de exposicién (PE)
Biodisponibilidad (log kow)
Tasa de én h

Identificar indices de exposicion y
vulnerabilidad

l Dosis diaria de exposicién para estimar dafio (DDE)

Potencial toxico (pT)
Evaluacién de la dosis respuesta Andlisis integral de la capacidad de dafio [pMu, pTe y pCa)
Calculo de Riesgo de desarrollo de cancer individual (RCi)

TEH

P

Anilisis integral de exposicién
Analisis integral de vulnerabilidad

‘ Incidencia de cancer (IC)

GATEGORIA INTERPRETAGION PARA SUMATORIA POMDERACIMEY

VALOR  PROBABRIDAD
- POTENCIAL DE RIESGO ALTD 5875
s M oA

POTENCIAL DE RIESGO INTERMEDIO 3-57 + Medio Alto

Caracterizacion del riesgo

POTENCIAL DE RIESGO BAID 20-38 : Medio

2 Bajo
POTENCIAL DE RIESGD NULO <19 + M Incertidumbre

Figura 8. Evaluacion Rapida de Potencial de Riesgo Genotoxico (Autoria propia)

7.5.1 Identificacién y caracterizacion del peligro

Para la identificacion y caracterizacion del peligro, se identifican y cuantifican los AQP que
se encuentran en la zona de estudio, se consideraron sus PFQ que pudieran favorecer la
exposicion, cinética ambiental y permanencia; ademas se tomo en cuenta las caracteristicas
de la matriz ambiental (suelo) que pudieran aumentar su disposicion, como es la textura,
cantidad de materia organica 'y pH (ATSDR, 2005); de tal forma que la caracterizacion del

peligro se obtuvo con los siguientes indicadores.

7.5.2 Cociente de peligro ambiental.

Con base en la caracterizacion del suelo de jales y su analisis contra los limites maximos
permisibles que establece la Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, se
establecio el cociente de peligro ambiental (CP) (Gonzales-Mille et al., 2010), que se obtuvo
mediante concentracion observada & NOMs, con la siguiente formula: Para su interpretacion ver

anexo 1

CP=Ce/Cr
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7.5.2.1 Cociente de peligro a la salud (HQ por sus siglas en ingles).
Para estimar HQ (Hazard Quotient), se comparan los valores de referencia de cada uno de los

quimicos a evaluar con el limite minimo de riesgo, propuesto por ATSDR (2005) o RfD de la
USEPA, (2001).

Para determinacién de este indicador se tomd en cuenta que si los valores de HQ son igual o
mayores a 1.0, indica efectos adversos no cancerigenos para la salud por la ingesta continua y

prolongada. Para su interpretacion ver anexo 1
HQ= CDI o DDE (mg/kg/d) / LMR o Rfd (mg/kg/d)
CDI=((Ce) - (TI))/PCo

7.5.2.2 Peligrosidad con base en concentraciones ambientales.
Propuestos por la ATSDR, se trata de valores de referencia denominados: Guia de Evaluacion

para Medios Ambientales, por sus siglas en inglés: EMEG. es la concentracion de un
contaminante en suelo, agua o aire con base a su valor de ingesta, que tiene una baja probabilidad
de estar asociada con cualquier riesgo apreciable de efectos deletéreos no cancerosos durante una

exposicion determinada.

El célculo de EMEG se obtiene al multiplicar la Dosis de Referencia (RfD) o el limite minimo
de riesgo, por el peso corporal (PCo) y luego dividir el producto entre la tasa de ingestion diaria
(T1), el contaminante cuya concentracion en el ambiente supere a la EMEG se considera un
contaminante critico, lo implica que aumenta su peligrosidad (Diaz-Barriga, 1999). Para su

interpretacion ver anexo 1
EMEG= (RfD o MRL (mg/kg/dia) - PCo (Kg)) / (TI - (L/dia))

7.5.2.3 Cinética ambiental
Peligrosidad con base en su cinética ambiental, para metales pesados, se determina con base en

la constante de equilibrio de solubilidad (pKs) segun Garritz-Ruiz et al. (2005), a un pH de entre

6.5 a 8.5 y a una temperatura de 25°C. Para su interpretacion ver anexo 1

7.5.2.4 Tiempo de vida media (TMa)
Peligrosidad con base en su tiempo de vida media en agua del contaminante: es decir el tiempo

gue se requiere para gue una sustancia quimica alcance la mitad de su concentracion en corrientes
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y cuerpos de agua (Ramirez-Espitia y Lacasafia, 2001; Martin-Olmedo et al., 2016); Por lo
general, debido a la naturaleza quimica de los MIT, la peligrosidad correspondera a la més alta.

Para su interpretacion ver anexo 1

7.5.3 Evaluacion de la exposicion y la vulnerabilidad

La evaluacion de la exposicion es un paso clave en el proceso de evaluacién de riesgos porque,
sin una exposicion, incluso la sustancia quimica mas toxica no representa una amenaza; por otra
parte, también es importante en la evaluacion de dafios determinar si la probabilidad de que el
xenobidtico a evaluar sea capaz de atravesar barreras bioldgicas (exposicion efectiva o
biodisponibilidad). Por lo tanto en esta etapa se determinaron la probabilidad de exposicion, su
biodisponibilidad, la tasa de exposicién, una evaluacion integral de exposicion, en donde se
contempl6 segun los criterios de la ATSDR: sectores expuestos, vias de exposicion, escenarios
de exposicion, frecuencia, duracién y categoria de la exposicion, asi como la relacion espacio
temporal con la fuente de emision; por otra parte también se contempl6 una evaluacién integral
de la vulnerabilidad en donde se identifica el porcentaje de sectores de alto riesgo expuestos, asi
como la vulnerabilidad del sitio por la presencia de asentamiento humanos, escuelas, hospitales,
ecosistemas fragiles, ademas de campos de cultivo y cuerpos de agua que pudieran contaminase
(Gaytan-Oyarzun et al., 2020).

7.5.3.1 Probabilidad de exposicion para el sector poblacional
Para este rubro se determind la probabilidad de exposicidn en la poblacion de alto riesgo a través

de la diferencia en unidades al multiplicar el porcentaje de la poblacidn por un factor de riesgo
(por el cociente de peligro), entre la diferencia del sector poblacional de no riesgo. Lo cual se
interpreta como una mayor probabilidad de exposicion (Sanchez-Olivares et al., 2021) y se

calcul6 con la siguiente formula. Ver anexo 2
PE=[((SPR) - (FR1) / (SP) - (FR2))] - (100)

7.5.3.2 Biodisponibilidad a través del coeficiente de particion o reparto (Octanol-agua)
Exposicidn efectiva basada en su afinidad a lipidos a través del Coeficiente de particion o de

reparto LogKow (Octanol-Agua: solubilidad en fase organica/solubilidad en agua). Es un
indicador que permite medir la biodisponibilidad de un compuesto basado en su afinidad por
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lipidos, en el entendido que los compuestos més liposolubles atraviesan mejor las membranas

bioldgicas y los hidrosolubles no (Delgado-Mota, 2014). Ver anexo 2

7.5.3.3 Tasa de Exposicion Humana (TEH)
Exposicion efectiva, con base en la estimacion de la tasa de exposicién humana, la cual puede

ser comparada con un valor orientativo o de referencia, tomando en cuenta la formula siguiente
(OMS, 2017). ver anexo 2

TEH=(CR-TC -TE) / PCP

7.5.3.4 Analisis integrado de la probabilidad de exposicion

Se elabord una matriz con los siguientes rubros: origen de la emisién destino ambiental,
escenario de exposicion, relacion espacio temporal de la fuente de emision, vias o rutas de
exposicion, frecuencia anual de la exposicién, duracion de la exposicion y categoria de la
exposicion segin la ATSDR a cada uno de los indicadores se les asignd valores de 1 a 4,
donde el valor mayor corresponde al de mayor probabilidad de exposicion y el valor menor

se refiere a la menor probabilidad de exposicion o de incertidumbre (figura 9).

Origen o fuente de emision del AQP Mixto Natural No
es claro

Destino ambiental (agua, suelo, el aire, o 2 0 mas matrices ambientales mas Un matriz ambiental Se desconoce
alimentos) alimentos
Escenario de exposicion o zona Si Si No identificado
(Residencial, Laboral, R tivo, Ambiental 3 escenarios 1 escenario
Relacion espacio Cercania a la fuente de Alto Bajo Desconocida
temporal que contaminacion (suelo y/o (0-1500 m) (=3000 m)
favorece la cuerpo de agua cerrado)
exPos'c'fn (elegir Cercania al io de i a Uno de los dos casos Se conoce uno y se desconoce otro Desconocida
una opcion para exposicion -aguas abajo de las corrientes -aguas abajo de las corrientes -aguas abajo de las corrientes
medir el (corriente de agua superficiales superficiales superficiales
indicador). ricial ght - -en la direccion del flujo de los acuiferos -en la direccién del flujo de los -en la direccién del flujo de los

superficial o subterranea) subterraneos. acuiferos subterraneos. acuiferos subterraneos

Orientacién la fuente de - En la direccion de los vientos En la direccion del flujo de los Desconocida

contaminacion (suelo) dominantes acuiferos subterraneos
Vias o rutas de exposicion adecuadas al tipo de Si Si No identificado
AQP (Inhalatoria, Gastrica, Dérmica y/o mixta) 3-4 vias 1via
Frecuencia anual de la exposiciéon Permanente Accidental Desconocida
Duracion de la exposicion Afios Dias y horas Desconocida

(<12 meses) (> 30 dias)

Categoria de la via de exposicion Completa Eliminada Desconocida
Total 32 24 16 8
Probabilidad de que exista una exposicién: de 25 a 32 pts Alta probabilidad de exposicién (5), de 17 a 24 pts. Mediana probabilidad de exposicién (4), de 8 a 16 pts.
Baja probabilidad de exposicién de la exposicion (3), >8 pts. Exposicion no determinada (1)

Figura 9. Andlisis integrado de probabilidad de exposicion (Autoria propia)

7.5.3.5 Andlisis integrado de vulnerabilidad
Para evaluar la vulnerabilidad individual y la del sitio, se elabor6 una matriz que contempla el

porcentaje de poblacion de alto riesgo expuesta, la presencia de asentamiento humanos, escuelas,
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hospitales, ecosistemas fragiles, ademas de campos de cultivo y cuerpos de agua que pudieran
contaminarse, a cada uno de los indicadores se les asigné valores de 1 a 4, donde el valor mayor
corresponde al de mayor vulnerabilidad individual y del sitio y el valor menor se refiere a la

menor vulnerabilidad o de incertidumbre (figura 10 ). ver anexo 2

Y% d_e la poblacion de alto riesgo expuesta (nifios, >70% >30% <30%

mujeres embarazadas, adultos mayores y sectores

22 haCAdelicom ¥ etec Un punto extra por cada sector que presente alta especificidad

reportados, identificar si hay un o mas sector con . .

mayor vulnerabilidad o mayor posibilidad de (nifios, mujeres embarazadas, adultos mayores y sectores laborales altamente expuestos)

exposicion

Asentamientos humanos cerca del sitio de Alto Bajo Desconocida o

exposicion (0-1500 m) (>3000 m) no hay

Escuelas y hospitales cerca del sitio de exposicion Alto Bajo Desconocida o

(0-1500 m) (>3000 m) no hay

Actividades laborales cerca del sitio de exposicion Alto Bajo Desconocida o

relacionados con el compuesto en particular (0-1500 m) (3000 m) ne hay

Cuerpos de agua superficiales susceptibles a Alto Bajo No identificado

contaminarse (0-1300 m) (>3000 m)

Ecosistemas fragiles o reservas protegidas, Alto Bajo No identificado

especies en riesgo (0-1500 m) (3000 m)

Areas de suelos agropecuarios que puedan ser Alto Bajo No identificado
fectados por una icio (0-1500 m) (>3000 m)

Total 28 21 14 7

Probabilidad de que exista una exposicion efectiva y esta se relacione con algun efecto nocivo, de 22 a 28 pts Alta vulnerabilidad, de 15 a 21 pts.
Mediana vulnerabilidad, de 8 a 14 pts. Baja vulnerabilidad de la exposicién, >7 pts. Vulnerabilidad no determinada

Figura 10. Andlisis integrado de vulnerabilidad (Autoria propia)

7.5.4 Evaluacion del efecto bioldgico

Busca evaluar la relacion dosis-efecto es decir conocer la dosis a la que un compuesto, como un
MIT u otros AQP, provocan una respuesta bioldgica; y asi determinar la toxicidad de un agente
peligroso, mecanismos de accién y efectos potenciales a la salud (ATSDR, 2019), permite regular
las concentraciones de exposicion, manejo e incluso disposicién ambiental que pudieran estar
relacionados con la salud de muchas personas involucradas directa e indirectamente (Gonzalez-
Ulibarry, 2019).

7.5.4.1 Dosis diaria de exposicion (DDE).
La dosis de exposicidn, representa la magnitud de la exposicién y se expresa en unidades de masa

de contaminante expuesta por unidad de masa corporal y dia. Para el célculo fue necesario
determinar la concentracion de cada compuesto toxico en uno de los medios (suelo) y se realizo
para cada una de las vias de exposicion (oral, cutanea, por inhalacion) (Gaytan-Oyarzun et al.,
2020). Ver anexo 3.

DDE = (Ce - TI - FE) / (PCo)
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FE= (F - Dexp) / AT

7.5.4.2 Potencial de toxicidad (pT)
De acuerdo con el criterio de Degrossi (2013), para exposicion cronica, los xenobidticos con
un potencial de toxicidad alto pueden ocasionar efectos adversos en los organismos. Ver

anexo 3

pT=-logT

7.5.4.3 Analisis integral de la capacidad de dafio (la sumatoria de pMu, pTe y pCa)

El andlisis integral de la capacidad de dafio es un indicador que tiene como finalidad mostrar
los diferentes dafios que pueden provocar los contaminantes con alta similitud como el grupo
de los metales pesados, contaminantes que tienen la capacidad de producir efectos a nivel,
genético (mutaciones), embrionario asi como reproductivo (teratogénesis) y celular (cancer),
por lo tanto al incluir los indicadores de pMu, pTe y pCa el contaminante puede ser
valorado de una forma integral abarcando mas efectos que en un solo indicador. Para la
evaluacion de este indicador integral fue necesario realizar los siguientes indicadores. Ver

anexo 3

7.5.4.3.1 Potencial Mutagénico (pMu)

El potencial mutagénico se refiere al efecto causado por la exposicion a xenobidtico, que
puede inducir cambios heredables de manera generacional por cambios en la cantidad y
calidad del material genético. El efecto debe ser evaluado por medio de la categorizacion a
la que pertenece el contaminante de interés. La informacidn sera recopilada en hojas de
seguridad de PubChem. (Sanchez-Olivares et al., 2021).

7.5.4.3.2 Potencial Teratogénico (pTe)
Probabilidad de un efecto nocivo a la salud, con base en su potencial de efecto teratdgeno
se realiza a través de reportes cientificos publicados: Se refiere a la capacidad potencial de

xenobidticos para producir malformaciones o defectos en la descendencia.

7.5.4.3.3 Potencial Carcinogénico (pCa)
Este rubro se refiere a la posibilidad de que un compuesto xenobidtico manifieste un efecto

biolégico con base en la clasificacion de potencial cancerigeno establecido por la IARC
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(2012). Ver anexo 3

7.5.4.4 Riesgo de desarrollo de cancer a lo largo de la vida (ILRCi)

De acuerdo con la USEPA (2001), se contempla la posibilidad de desarrollo de cancer por
exposicion a un compuesto xenobidtico, a partir del calculo de los datos de la ingesta diaria
cronicay el factor de pendiente de cancer (CSF) de cada MIT o AQP, establecido en la base
de datos IRIS de la EPA (2005) o de la ATSDR (2004). Ver anexo 3.

La posibilidad de desarrollar cancer individual se estima utilizando la ecuacion Incremental
Lifetime Cancer Risk (ILCRIi) propuesta por la USEPA y es el riesgo de desarrollo de cancer
individual durante el tiempo de vida de un sujeto (EPA, 2005).

ILCRi= (CDI (mg/kg/d)) - (CSF (mg/kg/d))

7.5.4.5 Indice de cancer (IC)

Este rubro se refiere a la posibilidad que tiene la poblacion de desarrollar cancer por
exposicién a un compuesto xenobidtico de acuerdo a Armijo-Simoén (2005). Para
caracterizar el riesgo cancerigeno poblacional se multiplico el riesgo cancerigeno individual

por el nimero total de la poblacion para de este modo obtener la incidencia de cancer

IC = ILCRI - P(1E-06)

7.5.5 Caracterizacion de riesgos con base a la Evaluacién Répida del Potencial de Riesgo
Genotoxico

La Evaluacién Rapida de Potencial de Riesgo Genotdxico (ERPRG) fue el método,
implementado en los sitio de estudio, debido a que se cuenta con reportes de la presencia de MIT
en suelos circundantes a los jales, lo cual marca antecedes de la contaminacion en dicha zona que
aunado a su origen antropogeénico, forma mineral, propiedades fisicoquimicas ambientalesy a las
caracteristicas propias de cada compuesto aumentan la presencia y cinética ambiental dando un

alta probabilidad de ser biodisponibles, asi como bioacumulables (Sanchez-Olivares et al., 2021).

Para la correcta caracterizacion del riesgo se elabor6 el disefio de una matriz de analisis y
evaluacion de dos vias que contd por un lado con las tres dimisiones (peligro, exposicion y efecto)

asi como cinco indicadores por dimension y por otro los compuestos a evaluar.
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Se asignaron valores del uno al cinco de acuerdo al andlisis de cada indicador, la suma total de
los valores asignados, se realiz6 de manera vertical identificando el compuesto de mayor
potencial de riesgo, para posteriormente asignar colores a cada nimero para asi potenciar el
analisis de manera cuantitativa y cualitativa (colores) (figura 11) para identificar el valor de
manera técnica, sistematica y sencilla, permitiendo el andlisis por cada una de la dimensiones con

la finalidad de identificar las variables de cada compuesto (Gaytan-Oyarzun et al., 2020).

Ponderaciones

" VALOR  PROBABILIDAD CATEGORIA INTERPRETACION PARA SUMATORIA

5 . Alto - POTENCIAL DE RIESGO ALTO 58-75
4 Medio Alto POTENCIAL DE RIESGO INTERMEDIOQ 39-57
s .

Mgdlo POTENCIAL DE RIESGO BAJO 20-38
2 Bajo

: POTENCIAL DE RIESGO NULO <19

* . Incertidumbre

Figura 11. Ponderaciones colorimétricas (Sdnchez-Olivares et al., 2021)

7.6  Evaluacién de citotoxicidad y genotoxica en Vicia faba L. (Haba)

Para la evaluacion de la capacidad citotoxica de los lixiviados obtenidos del jal Santa Julia I, se
utilizé el indice mitético y la capacidad genotdxica por induccién de aberraciones cromosémicas
y micronucleos en células meristematicas del V. faba, tanto al pH observado (pH 7) como a un
pH acido (pH 3), para evaluar el impacto de la lluvia acida en la disponibilidad ambiental de los
metales y por lo tanto en sus efectos a la salud, por medio de una metodologia que permite

visualizar las celulas (figura 12)
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Montaje y calibracion (Sanchez-Olivares, 2018).
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Figura 12. Metodologia para la obtencion de muestras microscopicas (Autoria propia)

Se utiliz6 meristemos radicales de semillas V. faba, las cuales se hicieron germinar en
bandejas de plastico con algoddn humedecido; una vez que las raices alcanzaron una
longitud de 3-4 cm fueron retiradas de la charola.

Exponer las raices de V. faba a la sustancia a estudiar (controles, lixiviados, diluciones de
lixiviado) por periodos de 4 horas de exposicion y 14 de recuperacion.

Se realiz6 el corte de los meristemos apicales (2 mm de las raices primarias), enseguida
se inhibid la division celular con colchicina (0.05%) durante 3 horas.

Se realiz0 la fijacion de los cortes apicales, con solucion de etanol acido acético (3:1) por
24 horas bajo refrigeracion (Garcia-Gallegos et al., 2012).

Se colocaron los meristemos en etanol al 70% por 15 min

Se colocaron en portaobjetos, en donde se maceran con bisturi

Se hidrolizan con acido clorhidrico a5 M a 28°C durante 25 min con agitacion continua,
pasado ese tiempo, se decant6 el excedente de &cido clorhidrico y se enjuagaron los
meristemos tres veces con agua destilada.

Se realiz6 la tincion con aceto-orceina, por 25 minutos en oscuridad, posteriormente se
retiro el excedente de colorante.

Se les agreg6 acido acético al 45%, y con un cubreobjetos se realiz6 la técnica de “squash”
o aplastamiento de las raices en monocapa, con la goma de un lapiz (Prieto-Garcia et al.,
2006).

10) Se agregd solucion salina para favorecer la conservacion de la muestra
11) Se sellaron los bordes del cubreobjetos con barniz transparente.
12) Se realizo la debida identificacion de la muestra. La observacion microscépica de las

muestras se realizo a 40x.

13) Se registraron, nimero de células en divisién por campo, aberraciones cromosémicas

como: fragmentos cromosomicos, cromosomas retrasados, puentes anafasicos sencillos y
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dobles, asi como cromosomas en anillo y micronucleos en interfase (Gomez-Arroyo &
Villalobos-Pietrini, 1983).

7.6.2 Curva de toxicidad

Las curvas dosis-respuesta tienen como objetivo la evaluacion de la relacion que existe entre
dosis administrada a un organismo y la respuesta toxica (Sanchez-Zepeda et al., 2018); la cual
sirve para determinar a partir del decremento del 50% del indice mitético la concentracion letal
media (CL50) con respecto a un control, en al menos 500 células evaluadas, la cual sera la dosis
experimental mas alta para evaluar efectos secundarios sub letales y a partir de esta, se podran

determinar dosis mas pequefias denominadas dosis sub toxicas.

Por lo tanto, se realizaron experimento, para poder calcular la CL50 (que se denominara como la
concentracion SDil,) a partir del lixiviado original, ademéas se obtuvieron dos concentraciones
experimentales adicionales, denominadas dosis sub toxicas que corresponde a las diluciones del

50 y 25% respectivamente (Dilso y Dil2s).

La concentracion letal media (LC50) se calculé a través de la siguiente férmula:
LCso= (IMexp / IMesp) - 100

Donde:

LCso0 = Concentracion letal media
IMexp = indice mitdtico experimental

IMesp = indice mitético espontaneo

7.6.3 Citotoxicidad

En esta fase se realiz6 la técnica descrita en la figura 12, donde se evalud el niamero de células
en division para detectar el dafio citotoxico provocado por la combinacion MIT evaluados en
base a los resultados de la curva de toxicidad (diluciones de los lixiviados), ademas de realizarse

experimentos en condiciones observadas (pH 7) y acidas (pH 3) (Gaytan-Oyarzun et al., 2020)

Para la determinacion del indice mitético espontaneo se cuantifican 500 células, registrando todas
las que se encuentren en cada una de las etapas de la mitosis como las que se encuentren en

interfase de acuerdo a la férmula:
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IM= Ncd / Nct

Donde:
IM: indice mitético
Ncd: nimero de células en division

Nct: NUmero de células totales

Se interpretan de la siguiente manera
a) Decremento en el indice mitético, es un efecto citotoxico

b) Incremento en la en el indice mit6tico, es un efecto estimulante de la division celular

El dafio citotoxico se determind mediante el indice mitético, entendido como el nimero total de
células en division. El tratamiento contempld un testigo negativo de solucion salina al 5% y tres
concentraciones experimentales, es importante el conteo y registro de los datos del indice
mitotico (nimero de células en division por campo observado), debido a que este registro es

necesario para los andlisis bioestadisticos.

7.6.4 Genotoxicidad

Para determinar la induccion de aberraciones cromosdmicas en anafase y micronucleos en
interfase se realizé la técnica descrita en la figura 12, con un tratamiento de diluciones de
lixiviado (SDil, Dilso y Dilz2s) en el cual se evalud el dafio inducido en G1, el cual se manifiesta
como una aberracion cromosomica (se produce por agentes S-independientes) o cromatinica (se
induce por un agente S dependiente), cada tratamiento con lixiviados se realiz tanto en
condiciones observadas (pH7) y acidas (pH3).

7.6.4.1 Aberraciones cromosomicas.
Para el analisis y registro de aberraciones cromosomicas, se realizaron observaciones en

microscopio optico a 40x, donde se realizo la cuantificacion de células en anafase en toda la
laminilla, contando al menos 1000 y posteriormente registrandose por campo de vision (nimero

de campo, células en anafase, tipo de aberraciones) (Igbal, 2016).
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7.6.4.2 Micronucleos
Para el analisis de microndcleos, se determinara la presencia de éstos mediante su identificacion

en 500 células en interfase a través de la siguiente formula:
fMN=nMN / (nMN + nCM))

Donde:

fMN = frecuencia de micronucleos en células meristematicas

NMN = nimero de micronucleos en células meristematicas

NCM = namero de células meristematicas.

7.6.4.3 Andlisis estadistico

Prueba estadistica para la citotoxicidad, en todos los experimentos se realizd un conteo celular
por campos, los cuales fueron registrados como repeticiones experimentales, para posteriormente
someter los datos a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, siempre que se cumpla
esta condicion se realizé la prueba de ANOVA de una via para de esta manera comprobar si
existen diferencias significativas entre el control y entre los tratamientos, para posteriormente
realizar la prueba ANOVA de dos vias para determinar cudl tratamiento difieren entre si
estadisticamente, para finalmente realizar una comparacion entre los tratamientos acidos y

basicos de los datos resultantes de los experimentos de citotoxicidad.

Para los experimentos de genotoxicidad, se realizéd la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov, si los datos no pasan la prueba de normalidad se optara por pruebas no paramétricas
que pudieran responder si existen diferencias significativas entre los tratamientos realizados para
aberraciones cromosomicas y micronucleos con respecto a los controles y las diluciones
realizadas y a su vez mostrar si existen diferencias entre los efectos de los lixiviados a condiciones
pH 7y 3, por lo tanto se realiz6 una matriz de X?= 3 (o - e)¥ e donde se contrasto cada uno de

los tratamientos.
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8. RESULTADOS

8.1 Resultados Caracterizacion de suelos y MIT encontrados en jales

Para la caracterizacion de los suelos se realizo una busqueda bibliografica extensa con la finalidad
de obtener la mayor informacion del distrito minero Pachuca-Real del Monte, donde se determind
su localizacion en la porcion centro-oriental de México, situado en la parte centro-meridional del
estado de Hidalgo, con una superficie de 130 km2, entre las coordenadas geograficas 20°07°30°’
de latitud norte y 98°44°00°” de longitud oeste, ademas se traté de determinar su climatologia, la
cual indica clima templado que presenta una temperatura promedio de 17°C y una precipitacion

media anual de 514 mm (Moreno-Tovar et al., 2009).

Se contempl el grado de compactacion de las presas y las caracteristicas fisicas o quimicas que
alteran su composicién, la cantidad de precipitacion y la acidez de lluvia; que pudieran afectar la
cinética ambiental, encontrandose las investigaciones de Moreno-Tovar et al. (2009) y
Hernandez—Acosta et al. (2009), donde se menciona que los jales mineros de la ciudad de Pachuca
Hgo., presenta una densidad aparente alta, textura franco arenosa, pH neutro a medianamente
alcalino, debido a la cantidad de minerales de calcio, muy baja cubierta vegetal ademéas de
presentar una mineralizacion constituida por sulfuros: pirita (FeS2), esfalerita (ZnS), galena
(PbS), calcopirita (CuFeS; ), calcocita y covelita (Cu.S y CuS), argentita y acantita (Ag2S) y
sulfosales: polibasita (9Ag2S y SbS3), estefanita (5AQ2S y Sh2S3), miargirita (Ag2S y Sh»Ss),
pirargirita (3Ag2S y Sh2S3z), proustita (3Ag2S y As2S3) y stenbergita (Ag2S y FesS5).

En cuanto a los resultados de la caracterizacion de lixiviados en los jales mineros de la ciudad de
Pachuca, se puede observar en la tabla 1; los valores obtenidos de los MIT (As, Cr, Cd y Hg), es
importante mencionar que todas las concentraciones observadas se encontraron a un pH 7
(neutro) y que fueron analizadas bajo el método de espectrofotometria de absorcion atémica
propuesto por la NMX-AA-051-SCFI-2016.
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Tabla 1.1dentificacion y cuantificacién de metales pesados de interés toxicoldgico en lixiviados de los jales en

Pachuca Hgo.

As mg/L 0.0198* NMX-AA-051-SCFI-2016 5.0
Cd mg/L <0.1* NMX-AA-051-SCFI-2016 1.0
Cr total mg/L <0.2* NMX-AA-051-SCFI-2016 5.0
Hg mg/L 0.0006* NMX-AA-051-SCFI-2016 0.2

*Valores por debajo de la norma NOM-052-SERMARNAT-2005, la cual establece las caracteristicas, el
procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos

8.2 Evaluacion Répida del Potencial de Riesgos Genotoxicos

8.2.1 Identificacion y caracterizacion del peligro

Los resultados del andlisis de quimica analitica indican la presencia de cuatro MIT (Cr, Cd, Hg
y As) en lixiviados del jal Santa Julia | (tabla 1), por lo tanto, de acuerdo a lo establecido por
Martin-Olmedo et al. (2016), se realizaron los indicadores de peligro correspondientes

obteniendo los siguientes resultados:

A partir de las concentraciones ambientales observada se determin6 un bajo CP al encontrase las
concentraciones por debajo de la norma de referencia, pero de acuerdo a lo establecido por la
ATSDR (2005), la simple presencia de estos MIT genera un peligro ambiental, el cual puede
verse potenciado por cuestiones situacionales, asi como por PFQ que alarguen su vida media

ambiental y/o su cinética ambiental.

En cuanto a el riesgo a la salud, las concentraciones observadas permitieron determinar la dosis
diaria de exposicion, que al compararla con la dosis de referencia (Rfd) establecida por la ATSDR
(2005), permitio determinar un cociente de peligro a la salud alto para Cr, Cd y As, al mostrar
valores de HQ>6 (tabla 2).
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Tabla 2.MIT presentes en lixiviados del jal Santa Julia I, coeficiente de peligro ambiental y coeficiente de

riesgo a la salud

As 0.0198 5.0 0.00396* 0.0565 0.0003 188.33**
Cr 0.2 5.0 0.05* 0.5714 0.0009 634.88**
Cd 0.1 1.0 0.02* 0.2857 0.0001 2857**
Hg 0.0006 0.2 0.003* 0.0017 0.002 0.85

LMP: Limite M&ximo Permisible; CP: Cociente de Peligro Ambiental; DDE: Dosis Diaria de Exposicion; LMR: Limite Minimo
de Riesgo; HQ: Cociente de Peligro a la Salud o Hazard Quotient; (°): Con base en la norma NOM-052-SERMARNAT-2005;
(°°) con base en la ATSDR, 2004; (*) Bajo peligro ambiental; (**) Alto peligro a la salud

Asi mismo, se evaluo la capacidad de estos MIT de solubilizar en agua, esta capacidad se midio
a través de la Constante de Equilibrio de Solubilidad (pKs), de acuerdo a lo reportado por Garrix-
Ruiz et al. (2005), donde se obtuvieron los siguientes valores para cada una de las sales de MIT
evaluadas; As(OH)3=-0.68, Cr(OH)z=30.65, CdS= 25.7 y HgS = 51.4, lo que permiti¢ identificar
que dos de los MIT (Cr y Hg), tienen PFQ que le otorgan la capacidad de disolverse en agua y

ser altamente méviles en el ambiente.

En la tabla 3, se observa la sumatoria de los indicadores de peligro utilizados para la poblacion
expuesta a estos metales y metaloide (Sanchez-Olivares, 2021); siendo los metales mas
peligrosos el Cr, seguido del Cd con valores entre 22 y 21 puntos respectivamente; en donde el
Cr present6 los valores mas altos en los indicadores de peligro a la salud, pauta ambiental, cinética
ambiental y Permanencia, a diferencia del As que presenta los mismo valores en peligro a la salud
,pauta ambiental y tiempo de vida media, salvo a que presenta menor capacidad de moverse en

el ambiente al tener un valor de cinética ambiental menor.
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Tabla 3.Interpretacion de los indicadores de peligro para MIT presentes en lixiviados del Jal Santa Julia 1

Coeficiente de peligro ambiental (CP)

Cociente de peligro a la salud (HQ)

Pauta ambiental (EMEG)

Peligro

Cinética ambiental (pKs)

Permanencia ambiental (TMa)

Sumatoria (}))

* Los valores del uno al cinco corresponden a su peligrosidad en donde el valor mas alto es de mayor peligro y el
valor mas bajo corresponde a incertidumbre (Lara, 2021; Sanchez et al., 2021)

8.2.2 Evaluacion de la exposicién y la vulnerabilidad

Como se menciond anteriormente se evalud, la probabilidad de exposicion, su biodisponibilidad
y la tasa de exposicion, asi como una evaluacion integral de exposicién y de la vulnerabilidad
individual y del sitio, por separado de acuerdo a los criterios de la ATSDR (2005) y Gaytan-
Oyarzun et al. (2020).

Tabla 4.Indicadores de riesgo para MIT presentes en lixiviados del Jal Santa Julia |

Probabilidad de exposicion (PE)
% 88.58 88.58 88.58 118.11

Biodisponibilidad (log Kow) Baja Baja Baja Baja
solubilidad solubilidad solubilidad solubilidad

Tasa de exposicion humana
(TEH) (mg/dia/kg) 188.57 317.46 142.85 0.85

En la tabla 4, se puede observar una probabilidad “Alta Exposicion” conforme a los parametros
establecidos (Sanchez-Olivares et al., 2021), debido a que todos los MIT evaluados presentaron
valores de probabilidad de exposicion por arriba del 75%; asi mismo, también se determind una
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afinidad a lipidos baja, lo cual permite inferir una “Baja biodisponibilidad”, debido a que

presentaron valores de Log Kow <1 (hidrofilicos) (Delgado, 2014).

Por otra parte también se midio la tasa de exposicion humana (OMS, 2017), donde se encontro6
que el Cr, Cd y As, presentaron valores por arriba de la dosis de referencia, lo cual indica un
“Riesgo alto” de acuerdo a los criterios mencionados por Diaz-Barriga (1999) y Sanchez et al.
(2021), es importante mencionar que los valores obtenidos estan en orden de magnitud
encontrando a estos tres MIT en més de 100 veces por arriba de la dosis de referencia caso
contrario del Hg, metal que presento6 una tasa de exposicion humana <1 por lo tanto se determino

una “Tasa de exposicion baja”.

De igual forma, se realizé un analisis integrado para la exposicion (tabla 5), en donde se puede
observar que los cuatro MIT presentaron valores entre 30-31 pts., lo cual de acuerdo a lo antes
mencionado en la metodologia corresponde a una “Alta probabilidad de exposicion”, debido a

que se contempld de manera integral de las variables.

Tabla 5.Resultados del andlisis integrado de exposicion

Peligro por
presencia Si 4 Si 4 Si 4 Si
de AQP
Or:g(egnpdel Antropogénico | 3 | Antropogénico | 3 | Antropogénico | 3 | Antropogénico
Categoria
de Completa 4 Completa 4 Completa 4 Completa
exposicion
Escenario Residencial Residencial Residencial Residencial
de Recreativo 4 Recreativo 4 Recreativo 4 Recreativo
exposicion Ambiental Ambiental Ambiental Ambiental
0 zona Laboral Laboral Laboral Laboral
Relacién
espacio 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m
temporal
Wi o Inhglat_orla Inhalatoria Inhalatoria Inhalatoria
de Gastrica 4 P 3 o 3 P
. A Dérmica Gastrica Dérmica
exposicion Dérmica
Frecuencia
anual de Permanente 4 Permanente 4 Permanente 4 Permanente
exposicion
Duracién
de Crobnica 4 Croénica 4 Croénica 4 Cronica
exposicion
Total 31* 30* 30* 30*
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(P) ponderacidn otorgada en base al criterio de la evaluacién integral de exposicion; (*) Alta probabilidad de
exposicién 25-32 pts

De igual manera se realiz6 un analisis integral de la vulnerabilidad, integrando la vulnerabilidad
individual y el sitio a evaluar (tabla 6), por lo tanto, se disefié una adecuacion de lo propuesto por
la ATSDR (2005) y Martin-Olmedo et al. (2016), en donde se nuevamente se contemplan las
distintas variables que vuelven vulnerable a el sitio y a los individuos, dando como resultado que
los MIT que representa “Mayor riesgo con base en su alta vulnerabilidad, son el Asy el Hg con

22 pts.

Tabla 6.Resultados del analisis integrado de vulnerabilidad

% de la poblacion
de alto riesgo 44.85% 3 9.04% 1 9.04% 1 44.85% 3
Asentamientos

humanos cerca del

sitio 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4
Escuelas y

hospitales cerca del

sitio 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4
Actividades

laborales cerca del

sitio 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4

Cuerpos de agua
superficiales cerca | Desconocido | 1 Desconocido 1 Desconocido 1 Desconocido 1
Reservas

protegidas >3000 m 2 >3000 m 2 >3000 m 2 >3000 m 2
Suelos agricolas 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4 0-1500 m 4
Total 22* 20* 20* 22*

P= ponderacion otorgada en base al criterio de la evaluacién integral de vulnerabilidad; (*) Alta vulnerabilidad 22-
28 pts

En la tabla 7 se observa la sumatoria de los indicadores de exposicion para los MIT presentes en
lixiviados del Jal Santa Julia I (Sanchez-Olivares, 2021), siendo el As el de mayor preocupacion
debido “Alta probabilidad de exposicion” con 22 pts. ya que presentd los valores mas altos en los
indicadores de PE, TEH, Analisis Integrado de Exposicion y Analisis Integrado de

Vulnerabilidad, seguido el Cry el Cd con 20 pts. Respectivamente.
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Tabla 7.Indicadores de exposicidon para MIT presentes en lixiviados del Jal Santa Julial

Probabilidad de exposicion (PE)

Biodisponibilidad (log kow)

Tasa de exposicién humana TEH

Analisis integral de exposicion

Exposicion

Analisis integral de vulnerabilidad

Sumatoria (}))

8.2.3 Evaluacion de la relacion dosis respuesta

De acuerdo a los valores antes mencionados de la dosis de exposicion (tabla 2), también se pudo
determinar su capacidad de dafio de acuerdo a el criterio mencionado por Sanchez-Olivares et al.
(2021), en donde se puede observar que todos los compuestos presentaron valores por encima de
1x10-3 mg/kg/dia y que se interpretan como una “Alta probabilidad de dafio”, lo cual coincide

con la interpretacion de Martin-olmedo et al. (2016).

De igual manera se realiz6 el andlisis del potencial téxico y el andlisis integrado de la
probabilidad de dafio (tabla 8); encontrdndose que los MIT evaluados, presentaron una
probabilidad de “Toxicidad baja” de acuerdo al criterio establecido (Degrossi, 2013), lo cual esta
relacionado con la capacidad letal de un xenobi6tico (DL50) y su peso molecular; por su parte la
evaluacion integral de capacidad de dafio, se realizé a partir de la suma del potencial mutagénico,
potencial teratogénico y potencial de cancerigeno de cada compuesto (IARC, 2014).

Donde se obtuvo que el As y el Hg tienen un “Alta capacidad de dafio” (tabla 8) debido a su
capacidad toxicologica reportada como “Mutdgeno confirmado”, “Probable teratdgeno”, asi
como “Carcindgeno confirmado”; seguido por el Cr que presentd una probabilidad “Media de
causar dano”, lo que marc¢ la diferencia es que el Cr no tiene efectos teratogénicos comprobados,

y el Cd es solo un “Carcindgeno de preocupacion”.
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Tabla 8.Resultados de los indicadores de dosis-efecto de los MIT presentes en lixiviados del jal Santa Julia |

As 4.1319 Mutéageno Probable Carcinogénico | Piel, pulmon, Toxicidad, en la piel,
confirmado (1) | teratogénico 1) vejigay pulmon, y neural, dafio
* en humanos estdmago. gastrointestinal,
(D) cardiovascular
(Nordberg, 1998; Ferrer,
2003, ATSDR, 2007).
Cr 3,2839 Mutageno No clasificado | Carcinogénico | Pulmén, seno Toxicidad pulmonar,
* confirmado (1) | en humanos, 1) para nasal y gastrointestinal, y dafio
probable nasal reproductivo. Alergias.
teratdgeno en Problemas en la piel,
bioensayos (C) rifion higado (Nordberg,
1998Vera et al., 2001;
ATSDR, 2012).
Cd 2.8718 Mutageno de Probable Probable Pulmén, rifién, Toxicidad en rifién,
preocupacion teratogénico carcinogénico | mama prostata fragilidad dsea,
* ) en humanos en humanos y vejiga enfermedades
(D) pulmonares. (Nordberg,
(@A) 1998; Vera et al., 2001;
ATSDR, 2012;)
Hg 3.6108 Mutégeno de Teratogénico Probable Tiroides y Toxicidad neuronal,
preocupacién | enhumanosy | cancerigenoen | estomago en rifio, dafio reproductivo,
* ) bioensayos humanos (2A) ratas hipertension (Nordberg,
) 1998; Vera et al., 2001;
Ferrer, 2003, ATSDR,
2022).

1 categorizacion del potencial mutageno; 2 Categorizacion del potencial teratdgeno; 3 categorizacion del potencial
carcinogénico * potencial toxico bajo.

En la tabla 9, se puede observar los valores estimados de la dosis de ingesta cronica y el factor
dependiente de cancer, pardmetros necesarios para la realizacién de los célculos de los
indicadores de riesgo de cancer a lo largo de la vida (ILRCi) e indice de cancer por sector
poblacional , el cual se determiné por cada millén de habitantes (InEc 1E-06); en donde segun la
USEPA (2001), cualquier incremento por arriba de 1E-06 se considera de preocupacion, lo que

permitio establecer a él As como el MIT con mayor probabilidad de efecto carcinogénico.
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Tabla 9.Resultados de los indicadores de riesgo de efectos no cancerigenos de MIT presentes en lixiviados

del jal Santa Julia |

As 0.0565 15 0.08485 84 850*
Cr 0.5714 0.012 0.006856 6 856*
Cd 0.2857 0.06 0.01714 17 140*
Hg 0.0017 0.035 0.0006009 601*

CDI= Dosis de ingesta cronica; CFS= Factor dependiente de cancer; RCI= Riesgo de cancer individual; InEc1000=
Incidencia de efecto cancerigeno por cada 1000 habitantes; InEc (1E-06) = Incidencia de efecto cancerigeno por
cada milldn habitantes; *Valores arriba de 1/1E-06

Ademas se realiz6 la sumatoria de los indicadores utilizados para evaluar el posible efecto nocivo
a la salud donde se puede observar (tabla 10) que de acuerdo a los criterios establecidos por
Sanchez-Olivares (2021), el Asy el Hg son los MIT con mayor capacidad de dafio con 22 pts.,
cada uno, debido a presentar un efecto “Medio alto de causar dafio” de acuerdo al el analisis
integrado de capacidad de dafio y presentar un potencial toxico bajo; es importante sefialar que a
pesar de que los cuatro MIT evaluados presentaron un “Bajo potencial toxico” existen diferencias
observadas que se deben principalmente a su potencial mutagénico, teratogénico y carcinogénico,

en donde Cd y Cr son ligeramente mente menos perjudiciales (Vera et al., 2001; IARC, 2014).

Tabla 10. Indicadores de efecto para MIT presentes en lixiviados del Jal Santa Julia |

Dosis diaria de exposicion para
estimar dafio (DDE)
Potencial toxico (pT)

Analisis integral de la capacidad de
dafio
(pMu, pTe y pCa)

Efecto

Célculo de Riesgo de desarrollo de
cancer individual (RCi)
Incidencia de cancer (IC)

Sumatoria ()
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8.2.4 Caracterizacion de riesgos con base en la Evaluacion Rapida del Potencial de
Riesgos Genotoxicos

La metodologia de evaluacién répida de potencial de riesgo genotoxico, es un método cuyo
principal interés es hacer estimaciones sobre la magnitud, extension y caracteristicas del
problema en forma confiable y oportuna basado en datos cientificos y estadisticos reportados,
estableciendo la probabilidad de que se exprese un efecto nocivo a la salud ante una exposicién

en una situacion determinada (Sanchez-Olivares et al., 2021).

En la tabla 11, se muestra la matriz de dos vias, donde se integraron las variables de Peligro,
Exposicion y Efecto (S&nchez-Olivares et al., 2021). De acuerdo la colorimetria y las
ponderaciones asignadas a cada uno de los indicadores de acuerdo a la metodologia reportada
anteriormente; se puede observar la suma total por cada uno de los MIT evaluados en este caso,
donde los tres MIT (As, Cr y Cd) presentaron un “Potencial de riesgo alto” sefializados con el
color rojo de acuerdo a los criterios establecidos por Sdnchez-Olivares (2021), donde la sumatoria
fue la siguiente As, y Cr de 62 pts. mientras que para el Cd de 61 pts. y un MIT (Hg) con
“Potencial de riesgo medio alto” con 57 pts., donde la principal diferencia fue marcada por los
indicadores de peligro a la salud, pauta ambiental, cinética ambiental, el analisis integrado de

vulnerabilidad y el anélisis integrado de la capacidad de dafio.

En general, la aplicacion del método ERPRG en el presente trabajo, permitid establecer que, los
cuatro MIT identificados en lixiviados del jal Santa Julia I, representan un peligro alto para la
poblacién expuesta permanentemente y/o que interactia de manera temporal con este tipo de
residuos de la actividad minera; por lo tanto, es necesario él estudio de estos metales con
particular atencion, debido a que sus PFQ y toxicoldgicas en la condiciones ambientales en las
gue se encuentran son capaces de inducir dafio genotdxico a la poblacidn, siendo dentro de las
caracteristicas mas importantes su alta permanencia ambiental, su biodisponibilidad,
bioacumulacion y toxicidad que se potencian debido a que en el sitio se realizan actividades
econdmicas, recreativas y sociales, ademas de amplios sectores expuestos incluyendo sectores de
alto riesgo (ATSDR, 2005).
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Matriz de dos vias con variables y valores obtenidos de la evaluacién de potencial de riesgo

Coeficiente  de  peligro
ambiental (CP)

Cociente de peligro a la salud

(HQ)

Peligro

Pauta ambiental (EMEG)

Cinética ambiental (pKs)

Permanencia ambiental
(TMa)

Probabilidad de exposicion
(PE)

Biodisponibilidad (log kow)

Tasa de exposicion humana
TEH

Exposicion

Analisis integral de
exposicion

10.

Anaélisis integral de
vulnerabilidad

11.

Dosis diaria de exposicion
para estimar dafio (DDE)

12.

Potencial toxico (pT)

Efecto

13.

Analisis integral de la
capacidad de dafio
(PMu, pTe y pCa)

14.

Célculo de Riesgo de
desarrollo de cancer
individual (RCi)

15.

Incidencia de cancer (IC)

Sumatoria (})

genotoxico

8.3 Evaluacién de la citotoxicidad y genotoxicidad en V. faba L

8.3.1 Citotoxicidad de lixiviados y sus dilucionesapH 7Y pH 3

De acuerdo a la evaluacion citotoxica de los lixiviados a pH 7 se encontro que el incremento en

la concentracion del lixiviado disminuye significativamente el nimero de células en division (F

@12) =6.91, p=0.005707; Tabla 12), asi mismo todas las concentraciones son diferentes con

respecto a el control, por lo que cualquier concentracion afecta la division celular en V. faba.
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Determinacidn de la citotoxicidad de las diluciones del lixiviado con pH 7

Concentraciones [ Solucion salina 25% 50% Sin dilucién
5% (Dil25) (Dils0) (SDil)
Células totales vs 515/69 508/40 530/32 530/24
celulas en division
indice Mitético IM=69*100/ IM=40*100/ | IM=34*100/ | IM=24*100/
(1M) 515=13.39% 508=7.87% 530=6.41% 530=4.52%
Concentracion CL411® CLs2.2® CLe6.3™
Letal (CL) ' ' '

(+) Diferencias significativas; ANOVA de una via (F212 =6.91, p=0.005707).

Tabla 13.

Determinacién de la citotoxicidad de las diluciones del lixiviado con pH 3

Concentraciones | Solucién salina 25% 50% Sin dilucién
506 (Dil25) (Dil50) (SDil)
Células totales vs 501/64 500/49 507/29 505/20
celulas en division
indice Mitético | IM=69*100/ | IM=49*100/ | IM=38*100/ | IM=24*100/
(IM) 501=13.77% | 500=9.8% | 507=7.49% | 505=4.75%
Concentracion cL288® | cLase® | cLess®
Letal (CL) ' ' '

(+) Diferencias significativas; ANOVA de una via (F24 = 14.22, p < 0.00001).
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En cuanto a la evaluacion de los efectos toxicos a nivel celular en V. faba con lixiviados en
condiciones &cidas (pH 3) en donde se esperaria un mayor efecto toxico debido a un mayor
disponibilidad ambiental (Vera et al., 2001; Moreno-Tovar et al., 2009), se pueden observar que
indice mitdtico, en todas sus diluciones presentd una relacion concentracion-respuesta, mientras
mayor es la concentracién de lixiviado es mayor el efecto lo cual se comprob6 por la prueba de
ANOVA (F 324y =0.7068, p < 0.00001; Tabla 13), que indica que todas las concentraciones son
diferentes con respecto a el control, por o que nuevamente cualquier concentracion tiene un

efecto citotoxico en V. faba.

En cuanto al analisis comparativo de la citotoxicidad entre lixiviados acidos (pH 3) y observados
(pH 7), se obtuvo que no existen diferencias significativas entre ambos tipos (F (13,39) = 0.7068, p
> (0.7451), solo hay efecto con el incremento de la concentracion (F (3.39) = 20.08, p > 0.001). Por
lo que ambos lixiviados tienen el mismo efecto citotoxico y los factores “Tipo” -

“Concentracion”, son independientes.
8.3.2 Genotoxicidad de lixiviados y sus dilucionesapH 7Y pH 3

Al igual que en la citotoxicidad, la genotoxicidad de los lixiviados obtenidos, se evalud tanto a
pH observado (pH 7) como a un pH &cido (pH 3) para evaluar el impacto de la lluvia &cida en la

disponibilidad ambiental y por lo tanto en sus efectos a la salud.
8.3.2.1 Anormalidades cromosémicas inducidas por lixiviados y sus dilucionesapH 7y 3

Respeto a la presencia de anormalidades cromosdmicas inducidas por lixiviado, se tom6 como
concentracion experimental maxima la CL50 que corresponde a la denominacion Dilso del
lixiviado original y a partir de esta se obtuvieron dos diluciones mas al 50% (Dil50/CL50) y al
25% (Dil25/CL50) que corresponde a dos dosis sub toxicas todos ellos al pH 7, observandose en
la tabla 14, el tipo de dafios inducido genotdxica mente (puentes anafasicos sencillos, dobles,
cromosomas retardados, fragmentos retardados y cromosomas en anillo, ver anexo 4) por la CL50
y sus dos dosis sub tdxicas Dil50/CL50 y Dil25/CL50, asi como un control negativo concurrente
(solucion salina 5%), se puede observar que el incremento de anomalias cromosomicas es

inversamente proporcional al aumento de las diluciones utilizadas, por lo tanto, se puede afirmar
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la potencial genotoxico de los componentes del lixiviado (mezcla compleja) aumenta conforme

aumenta la concentracion, teniendo un efecto genotdxico positivo..

Tabla 14. Anormalidades cromosdmicas inducidas por lixiviado y sus diluciones a condiciones

observadas (pH7) en Vicia faba.

Solucién
salina5% | 1000 0 0 1 1 0
(control -)
Lixiviado
al 2506 * 1000 7 10 3 22 1
Lixiviado
al 500 ** 1000 20 18 18 67 1
LCs0*** 1000 14 15 12 113 0

n = # de células en anafase; LC50 = Concentracion letal 50; * Dil50/CL50; ** Dil25/CL50; *** SDil/CL50.

Para la evaluacion de anormalidades cromosomicas inducidas por lixiviados en condiciones
acidas y sus diluciones al 25% y 50%, todos a pH 3, se puede observar en la tabla 15, una relacién
concentracion-respuesta con relacion a las diluciones utilizadas, siendo la dilucién
correspondiente a la LC50 la de mayor efecto genotoxico la cual presenta mayor nimero de

anormalidades cromosdmica, producidas por la exposicion a MIT presentes en el lixiviado.

En cuanto al anélisis comparativo de anormalidades cromosomicas en V. faba inducidas por
lixiviados acidos a pH 3 y observados a pH 7, se encontr6 que todas las diluciones utilizadas
presentan un efecto positivo para la generacién de aberraciones cromosémicas y que partir la

concentracion Dilso del lixiviado acido, la genotoxicidad inducida por la presencia de agentes
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xenobioticos (MIT), presenta poca variabilidad por lo tanto el pH no tuvo una influencia
significativa a estas concentraciones para el aumento de aberraciones cromosomicas a partir de

la segunda concentracion utilizada de lixiviado a pH 7

Tabla 15. Anormalidades cromosémicas inducidas por lixiviados y sus diluciones en condiciones

acidos (pH3) en Vicia faba.

bl EECY IR : N
prysisucll UGN R B 22 48 :
Lhviado | 1000 | a0 | 2 0 o 2
LCs0 *** | 1000 32 27 60 135 0

N = # de células en anafase; LC50 = Concentracién letal 50; * Dil50/CL50; ** Dil25/CL50; *** SDil/CL50.

8.3.3 Micronucleos inducidos por lixiviados y sus diluciones a pH7 Y pH 3

Al igual que en el apartado anterior, respeto a la presencia de microndcleos inducidos por
lixiviados, se tomd como concentracion experimental maxima la CL50 que correspondia a Dils0
del lixiviado original y a partir de esta se obtuvieron dos diluciones mas al 50% (Dil50/CL5s0) y
al 25% (Dil25/CL50) que corresponde a dos dosis sub toxicas todos ellos al pH observado (pH 7)
y control negativo (solucién salina 5%), en la tabla 16, se pueden observar los resultados de la
genotoxicidad evaluada a través del indice de micronucleos; donde es evidente que el incremento
en la concentracion del lixiviado a pH 7 aumenta significativamente el namero de micronucleos
presentes en las células de V. faba, lo cual permite determinar que todas las concentraciones son
diferentes con respecto a el control, por lo que cualquier concentracion induce micronucleos,

pudiéndose observar una relacion concentracion-respuesta, mientras mayor es la concentracion
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de lixiviado es mayor la frecuencia de microntcleos encontrada (genotoxicidad).

Tabla 16.

Indice de micronucleos inducidas por lixiviados y sus diluciones en condiciones observadas
(pH 7) en Vicia faba

. Solucion 0 0 0
Concentraciones salina 5% 25% 50% 100%
Células totales /
células con 503/3 502/23 526/41 509/52
micronucleos
indice de 3*100/503= | 23*100/502= | 41*100/526= | 52%100/509=
micronicleos 0.59% 4.58% ™ 7.79% ® 10.21% ™
(IMn)

LCs0 = Concentracion letal derivada del indice mit6tico; (-) negativo; (+) positivo

En cuanto a la evaluacién del indice de micronucleos inducidos por lixiviados y sus diluciones
en condiciones &cidas (pH 3), se pueden observar en la tabla 17, que el indice de micronucleos,
a diferentes diluciones, presenta una relacion concentracion-respuesta, con la presencia de mayor
namero de micronucleos en la concentracion mas alta, ademas se puede observar que todas las
concentraciones presentan efectos distintos con respecto a el control, por lo tanto los lixiviados

analizados tienen la capacidad de ejercer efectos genotoxicos significativos.

En cuanto a el analisis comparativo de micronucleos en V. faba inducidos por lixiviados acidos
apH 3y observados a pH 7, se obtuvo que no existen diferencias significativas entre los controles
neutro (pH 7) y acido (pH 3) de los experimentos realizados y que al igual que en las aberraciones
cromosomicas, todas las diluciones tienen la capacidad de generar micronucleos sin importar el
pH en el que se encuentren ademas se encontrd que a partir de la concentracion mas baja y hasta

la el tratamiento 50% de la LC50 del lixiviado &cido la respuesta a la generacion de micronucleos
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no es estadisticamente diferente hasta la concentracion correspondiente a la LC50 del lixiviado

a acido la cual si difiere de la concentracién mas alta a pH 7 lo que pudiera indicar mayores que

el pH presenta un efecto a altas concentraciones

Tabla 17.

de la ciudad de Pachuca Hgo

Concentraciones So_lucmn 25% 50% 100%
salina 5%
Células totales / 501/2 502/38 526/61 500/81
células con
micronucleos
Indice de 2%100/501= | 38*100/502= | 61*100/517= | 81*100/503=
microndcleos 0.39% 7.56% ) 11.79% © 16.10% *
(IMn)

LCs0 = Concentracion letal derivada del indice mit6tico; (-) negativo; (+) positivo

indice de microntcleos inducidos por diluciones de lixiviados acidos (pH 3) de jales mineros

58



Mendoza-Velasco, A

9. DISCUSION

9.1 Caracterizacion de suelos y MIT encontrados en jales

La caracterizacion de suelos contaminados por MIT, con base en los criterios de la ATSDR
(2005), es una metodologia, eficiente que permite estimar de manera general los posibles
escenarios de exposicion a contaminantes ambientales aunado a la caracterizacion y
cuantificaciones de las sustancias toxicas que ahi se encuentren, como es el caso de algunos
elementos toxicos asi como los MIT evaluados en este estudio, que anteriormente se habian
identificado en los distintos depositos (jales), los cuales se encuentran por debajo del limite
maximo permitido establecido por la norma NOM-052-SEMARNAT-2005; lo cual coincide con

lo reportado por Moreno-Tovar et al. (2009).

Es importante sefialar que el pH observado en los lixiviados obtenidos fue de 7, el cual puede
cambiar por efectos ambientales aumentando a medida que la capacidad amortiguadora del suelo
disminuya debido al deterioro de los minerales calcicos presentes que a su vez pudieran aumentar
la cinética ambiental gracias a la textura franco arenosa que favorece la lixiviacién como lo ha
reportado Aimacafa-Toapanta (2016), donde menciona que los metales precipitan en condiciones
acidas, por procesos de oxidacion y otros cambios de su composicion quimica, lo que puede
producir que el pH medianamente alcalino reportado se vuelva acido y con ello aumente la
lixiviacion de MIT, por lo tanto es importante el constante monitoreo de las presas de jales,
tomando en cuenta las variaciones de pH por efecto del agua de Iluvia en sitios donde el aire esta

contaminado por vehiculos automotrices como es caso de zonas urbanas.

9.2 Evaluacién Répida del Potencial de Riesgos Genotoxicos

9.2.1 Identificaciony caracterizacion del peligro

Los resultados de la caracterizacion del peligro permitieron establecer un cociente de peligro
ambiental bajo, pero dadas las caracteristicas del sitio se optaron por estimar el indicador de
peligro a la salud el cual present6 valores altos para tres de los MIT evaluados lo cual, sugiere

que las concentraciones encontradas pudieran ser dafiinas, lo que a su vez se pode ratificar si se
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contempla un riesgo acumulado por la sumatoria de los potenciales de riesgos individuales (HQ)
(Hi=XHQii), como lo ha reportado Vera et al. (2001) y Nordberg (1998).

Ademas, al tomarse en cuenta indicadores como el tiempo de vida media y cinética ambiental, se
logré determinar un mayor riesgo lixiviacion de los metales Hg y Cr lo cual coincide con lo
reportado por Alvares-Rodriguez y Fernandez-Marcos (2011), donde se establece que estos
elementos tiene mayor movilidad al pH observado, caso contrario con el As que segun lo
reportado por Alvares-Rodriguez y Fernandez-Marcos (2011) en medio neutro o béasico este
metales presenta baja movilidad, contradictoriamente el metal de menor peligrosidad fue el Hg,
debido principalmente a los indicadores de peligro a la salud y pauta ambiental, por lo tanto es
importante el constante monitoreo de este elemento, debido su alta permanencia y movilidad

ambiental.

9.2.2 Evaluacion de la exposicion y la vulnerabilidad

La evaluacién de la exposicion y la vulnerabilidad permitié identificar la probabilidad de que los
sectores vulnerables de poblacion puedan entrar en contacto con los MIT, dando como resultado
al As como el MIT de mayor preocupacion seguido del Cdy Cr, que solo presentaron diferencias
en el analisis integrado de vulnerabilidad con respecto al As 'y por Gltimo el Hg, que no puede ser
descartado a pesar de presentar un riesgo medio alto debido a su potencial efecto nocivo a la
salud, que autores como Millan et al. (2007) y Nordberg (1998) han sefialado la especial
vulnerabilidad a mujeres embarazadas y nifios aunado a la interpretacion del anélisis integrado
de vulnerabilidad que redifica la importancia del As y Hg ya que de manera especifica estarian
afectado aproximadamente al 44.85% (mujeres embarazadas, nifios y personas de la tercera edad)
de la poblacion de un total de 511,981 habitantes segin el Censo de Poblacion y Vivienda
(INEGI, 2020).

Es importante sefialar que la biodisponibilidad encontrada en esta investigacion es baja y no
coincide con lo publicado Sanchez-Olivares (2021) donde se reporta que dichos MIT presentan
una “Capacidad lipofilica media” debido a que su célculo se establecié tomando los valores de

pKs el cual se usa para medir cinética ambiental y no biodisponibilidad (Delgado-Lo6pez, 2014).
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9.2.3 Evaluacion de la relacion dosis respuesta

Los resultados de la evaluacién de la relacion dosis respuesta, permitieron establecer al Asy Hg,
como los MIT de mayor efecto en base su capacidad de producir dafio a la salud, seguidos del Cd
y Cr, donde la principal diferencia radico en el andlisis integrado de la capacidad de dafio, debido
a que los metales Cd y Cr son MIT de preocupacion en pardmetros como la capacidad teratégena

y carcinogena (tabla 8), pero con efectos drgano especificos como los reportados por Nordberg,
1998 y Vera et al., 2001, lo cual pone en evidencia la necesidad de seguir complementando los

estudios de los efectos, teratdgenos, carcinégenos y mutagenos de estos MIT.

Es importante sefalar que los MIT evaluados permitieron establecer calculos de desarrollo de
cancer alto, lo que se ratifica lo reportado en la literatura respecto a él efecto asociado a la
exposicion a MIT, que pueden producir dafios a nivel celular, afectando la integridad del DNA,
(Corchado-Ramirez, 2015; Rodriguez-Heredia, 2017), lo cual a su vez corresponde con lo
reportado previamente por autores como Sanchez-Zepeda, (2018) y Séanchez-Olivares et al.
(2021), en investigaciones sobre toxicidad de metales pesados, por lo que es importante tomar en
cuenta los analisis de manera mas integral debido a que la baja ponderacion que puede presentar
un indicador podria estar sugerida por la concentracion, condiciones ambientales, falta de

investigaciones o incluso a la incertidumbre.

9.2.4 Caracterizacion del riesgo, por medio de la técnica ERPRG

Los resultados de la caracterizacion del riesgo, por medio de la evaluacion rapida de potencial de
riesgo genotdxico permitieron establecer a los metales As, Cd y Cr como los metales de mayor
potencial riesgo (tabla 10), pese a su gran similitud en los resultados obtenidos es importante
sefialar que presentan algunas diferencias que son de interés para su estudio, seguimiento y
evaluacion, por ejemplo el As fue el que presentd la menor movilidad ambiental debido a que al
pH ambiental es poco soluble lo que coincide con lo reportado por Sanchez-Olivares (2021); por
otra parte el As es el elemento que presentd mayor potencial de efecto con base en la
vulnerabilidad del sitio y las personas expuestas debido a que de los tres es el Unico que presentd

simultaneamente la clasificacion de mutageno confirmado y carcindgeno confirmado, asi como

61



Mendoza-Velasco, A

teratdgeno probable humanos de acuerdo a diversas investigaciones (Nordberg, 1998; Vera et
al., 2001; ATSDR, 2012).

Caso contrario del Hg que present6 la puntuacién més baja, debido a los indicadores relacionados
con la concentracion encontrada, como pauta ambiental y tasa de exposicién humana, no
obstante, es importante tomar en cuenta que es un MIT de preocupacion debido a que su
movilidad es alta, misma que puede verse influenciada por la textura franco-arenosa del jal, la
pérdida de la capacidad amortiguadora del suelo y el decremento del pH como lo han reportado
autores como Vera et al. (2001); Millan et al. (2007) y Méndez-Ortiz et al. (2012).

En cuanto a la metodologia de evaluacion répida de potencial de riesgo genotoxico, tiene sus
virtudes que le permiten un mejor uso e interpretacion de la informacién sustentada en valores
de referencia clasificaciones preestablecidas de calculos sobre la estimacién del riesgo a la salud
ademas de ayudar a los tomadores de decisiones, la cual al basarse en una metodologia TER,
presenta diversas ventajas como la obtencion de informacion derivada de una blsqueda
bibliogréfica sistematica y dirigida que permite optimizar el tiempo del estudio; aunado a que
esta metodologia no requiere una fase experimental para la obtencidén de informaciéon. Una
desventaja es que depende directamente la existencia de informacion bibliografica de los
contaminantes, concentraciones, caracterizacion de la matriz ambiental y especiacion quimica de
los contaminantes lo cual también ha sido sefialado por autores como Sanchez-Olivares (2021) y
Lara-Gémez (2021).

Por otra parte, esta metodologia presenta ventajas operacionales, debido a su versatilidad en la
aplicacion de diversos sitios, compuestos y/o poblaciones, asi como sectores expuestos que le
permite adaptarse a diferentes problematicas ecotoxicoldgicas (Gaytan-Oyarzun et al., 2020) y
gue a su vez da sustento a la evaluacion de los efectos que pudieran presentarse derivados de las
exposiciones a dichas concentraciones y condiciones del sitio, por medio de uso de técnicas,

métodos y bioensayos para evaluar los efectos.
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9.3 Evaluacion de la citotoxicidad y genotoxicidad en V. faba por lixiviados

9.3.1 Citotoxicidad

Los resultados de citotoxicidad (tablas 12 y 13) indican que las exposiciones a diluciones de
lixiviados de jales mineros tienen como consecuencia un efecto inhibitorio de la division celular
(citotoxicidad) estadisticamente positivo en V. faba, lo cual es un buen marcador de dafio celular
en los estudios toxicoldgicos ya que permite categorizar los efectos de las sustancias toxicas como
menciona Rosa-Calao y Marrugo-Negrete et al. (2013), todas variaciones en el indice mitotico
son una prueba de la citotoxicidad para todos los sistemas biolégicos, donde lo valores del indice
mitotica por debajo del testigo negativo pueden indicar que el crecimiento y desarrollo de los

organismos expuestos ha sido afectado por los contaminantes (Sanchez-Olivares, 2021).

De acuerdo a la variable establecida de cambiar el pH a uno més &cido (pH 3), los resultados
estadisticos permitieron establecer que no existen diferencias significativas entre ambos
tratamientos ( F(,13) = 0.7068, p > 0.7451), pero que su vez mostré una relacion concentracion-
respuesta, mientras mayor es la concentracion de lixiviado es mayor el efecto (F (324) = 0.7068,
p < 0.00001; Tabla XVII), lo cual coincide con lo mencionado por autores como Santa Cruz-
Lopez y Cabrejo-Paredes (2019), donde se ha desmostado que ha mayor concentraciones

mayores seran los efectos que presentes los organismo.

9.3.2 Genotoxicidad de lixiviados y sus dilucionesapH 7 Y pH 3

Los resultados de la genotoxicidad derivada del analisis de estructuras anafasicas en V. faba a pH
7'y 3 (tablas 14 y 15) permitieron identificar una relacion entre el aumento de la presencia de
aberraciones cromosdmicas y el aumento la concentracion de los lixiviados utilizados por lo que
permite inferir una capacidad recombinogénica y clastogénica de estos compuestos presentes en
lixiviados de los jales mineros como lo mencionado por Zalacain et al. (2005) donde la cantidad
de lesiones nucleares y rompimiento de cromosomas fue mayor al aumentar la concentracién de
Cd y Pb en los tratamientos experimentales y que su vez es confirmado por la literatura

(Nadgorska et al., 2013).
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Es importante tomar en cuenta la presencia de anormalidades cromosémicas ya que son un buen
biomarcador de genotoxicidad en individuos expuestos por este tipo de mezclas complejas
(lixiviados de jales mineros) que contienen como elementos criticos a los MIT de acuerdo a lo
mencionado por Rosa-Calao y Marrugo-Negrete et al. (2013), que han trabajo con la toxicidad

de metales a nivel genético y su movilidad ambiental

9.3.3 Miicronucleos inducidos por lixiviados y sus diluciones a pH7 Y pH 3

Los resultados obtenidos del anlisis de indice de microndcleos con lixiviados a pH 7 y 3 (tablas
16 y 17), permitieron establecer un efecto genotoxico que crece conforme aumenta la
concentracion de lixiviado, lo que indica que a mayor concentracion de MIT mayor sera el efecto
asociado lo cual ratifica, lo observado por autores como Arya et al. (2013), con Allium cepa, en
donde establecen que al incrementar las concentraciones de metales pesados en los tratamientos
de exposiciéon de los tejidos al contaminante, produce alteraciones celulares cada vez mas
evidentes al igual que lo ocurre en V. faba con un mayor nimero de microndcleos en cada

dilucion en comparacion con el control (Zalacain et al., 2005 y Rios-Martinez, 2017).

Derivado de los analisis estadisticos se logré identificar que existen diferencias significativas
entre los tratamientos experimentales y los controles, demostrando que existe un efecto
genotoxico a partir de las exposiciones a lixiviados y una relacion concentracion-respuesta
semejante a el analisis de anormalidades cromosomicas, ademas se logré identificar que a partir
de la tercera dilucion de lixiviado a pH 3, los resultados presentan variabilidad con respeto a el
pH utilizado, por lo cual es importante el monitoreo de este parametro a lo largo del tiempo ya
que la acidez del medio pudiera aumentar la liberacién de MIT a medida que el pH del suelo

cambie y aumente su cinética ambiental como lo ha mencionado Méndez-Ortiz et al. (2012).

Los resultados obtenidos sobre el potencial genotdxico de los MIT evaluados, demuestran que
dichos metales tiene la capacidad de hacer dafio aun a concentraciones por debajo de las
normativas ambientales mexicanas, lo cual ha sido corroborado por autores como Sanchez-
Olivares (2021), donde a concentraciones similares, dichos metales, presentaron efectos toxicos
letales en peces ademas presentar una capacidad teratégena o investigaciones como la Sanchez-

Zepeda et al. (2019), donde los efectos dafiinos del Cd a concentraciones similares presenta
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efectos citotoxicos y genotdxicos en V. faba que se va agravando conforme aumenta la
concentracion y el tiempo de exposicion.

Es importante sefialar que la interpretacion del riesgo asociado a la concentraciones méaximas
permitidas por las normas, es un indicador que permite identificar sitios preocupacion con base
a el grado de contaminacidén no obstante la toma de decisiones, basada Unicamente en este
indicador limita las investigaciones ecotoxicoldgicas debido a que como se ha demostrado en
esta investigacion y trabajos anteriores los MIT pueden producir efectos nocivos aun a bajas
concentraciones, tanto que autores como Diaz-Barriga (1999) han desarrollado indicadores
complementarios como HQ y Hi los cuales permiten no descartar un area contaminada

Unicamente por presentar concentraciones por debajo de las normas ambientales de referencia.

Si bien las normas oficiales mexicanas (NOMSs) en materia ambiental estan sustentadas en normas
internacionales y en reportes cientificos; por alguna razén llegan a ser méas flexibles en algunos
lugares que en otros, en cuanto a las concentraciones permisibles, posiblemente por intereses
particulares, temporales o espaciales de cada lugar; lo cual afecta las tomas de decisiones en
paises como México, provocando que estemos expuestos a niveles potencialmente perjudiciales
a lasalud (ver anexo 5), asi mismo es importante tomar en cuenta que en la naturaleza las especies
quimicas de los contaminantes, estan sujetas a diversos factores que las vuelven mas o menos
riesgosas segun la situacién en la que se encuentren, ademas de estar coexistiendo con otros
quimicos con los cuales entramos en contacto y de lo cual se ha investigado poco, como es el
caso de esta investigacion donde se trabajoé con un muestra compleja resultado de la lixiviacion
de jales, donde los MIT no se encuentran aislados y sus efectos tratan de asemejarse a los

derivados de las exposiciones reales que ocurren dia a dia.
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10. CONCLUSIONES

Con base en lo anterior se puede concluir

La técnica de espectrofotometria de absorcion atémica, es un método analitico eficiente, para
identificacion de metales totales en lixiviados, el cual permiti6 identificar tres metales pesados
de interés toxicoldgico (Hg, Cd, Cr) y un metaloide (As) a el pH observado (pH 7), lo que a su

vez permitié identificar la peligrosidad del sitio.

Los metales pesados identificados presentaron un bajo cociente de peligro ambiental (CP) al estar
por debajo de la norma de referencia NOM-052-SEMARNAT-2005, pero su simple presencia
representa una peligrosidad potencial del sitio. Tomando en cuenta los criterios de la ATSDR, al
comparar la dosis de ingesta potencial con la dosis de referencia, se identificd un alto riesgo a la
salud (HQ), lo cual los vuelve potencialmente peligrosos para los sectores expuestos, por vivir
en la cercania (<1500 m) y/o interactuar con este tipo de residuos; sin olvidar en cualquier tipo
de estudio ambiental, los contaminantes no estan solos en el ambiente y en cualquier matriz
ambiental se encuentran acompafiados de elementos potencialmente peligrosos, por lo que
agencias como la ATSDR recomiendan identificar el riesgo acumulado a través del “Hazard
index” (Hi)

Con base en el valor del pKs de los MIT evaluados, se estima que ha pH neutro (pH 7) existe una
baja lixiviacion, la cual puede verse potenciada a condiciones acidas, ademas se establecido que
el Hg y el Cr son los MIT de mayor movilidad ambiental en las condiciones observadas.

En cuanto a la evaluacién de la exposicidn en el sitio de estudio, se establecidé una exposicion
completa para los cuatro MIT de acuerdo a los criterios de la ATSDR, lo que implica que se
conoce la fuente de contaminacion, destino ambiental, escenarios de exposicion y vias de
exposicion, permitiendo estimar una “probabilidad alta de exposicion” para los sectores

expuestos, por vivir en la cercania (<1500 m) y/o interactuar con este tipo de residuos.

Las propiedades fisicoquimicas de las sales en las que se podrian encontrar los cuatro MIT en el
sitio de estudio, favorecen la biodisponibilidad, por lo tanto, existe una alta posibilidad de una

exposicion efectiva al interactuar con este tipo de residuos.
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Al estimar la tasa de exposicion humana en el sitio de estudio se pudo determinar para As, Cry
Cd una “alta tasa de exposicion” y una “baja tasa exposicion” para el Hg, debido a que este Gltimo

presento la concentracion ambiental mas baja.

En cuanto a la vulnerabilidad del sitio y la poblacion expuesta, el Asy Hg presentaron los valores
mas altos, debido a su capacidad de dafio a los sectores de alto riesgo, sin descartar que el Cd y
Cr presentaron valores ligeramente menores por lo que se consideran MIT de preocupacion con

base en su capacidad de dafio.

Los cuatro MIT evaluados presentan una alta capacidad de dafio, siendo ligeramente mas
importantes el As y Hg con base su capacidad mutagénica, teratogénica y carcinogénica

principalmente.

En cuanto a la evaluacién répida de potencial de riesgo genotdxico, que incluye de manera
integral las evaluaciones de peligro, exposicion y efecto, se logré identificar al As, Cd y el Cr
como los metales de “alto potencial de riesgo”, mientras que el Hg mostré un valor menor

(Potencial de riesgo medio alto), debido a su concentracion ambiental encontrada.

Con base en los experimentos de citotoxicidad se puede concluir, que tanto los lixiviados a
condiciones pH 3 y 7, presentaron un efecto citotoxico en células meristematicas de V. faba,
estadisticamente positivo con una relacién dosis-respuesta, siendo los tratamientos con mayor

concentracion los de mayor efecto, pero sin diferencias significativas entre los tratamientos.

Derivado de la experimentacién se pudo establecer una relacion dosis respuesta, donde a mayor
sea la concentracién utilizada mayor sera el efecto genotoxico asociado, tanto para la formacién
de aberraciones cromosémicas como para la generacion de micronucleos en condiciones
observadas (pH 7) y acidas (pH 3), por lo que se logro establecer el efecto genotdxico de los

lixiviados

Finalmente los resultados de esta investigacion indican que existe la posibilidad de la generacion

de dafos genotdxicos en las celulas de la poblacion cerca a los jales mineros de la ciudad de
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Pachuca, por lo tanto se sugiere seguir investigando sobre los efectos nocivos a la salud causados
por MIT a bajas concentraciones en fuentes de contaminacion permanentes como los jales
mineros, donde no es suficiente la realizacion de la caracterizacion quimica de los mismos para
estimar el riesgo asociado, por lo tanto es necesaria la investigacion interdisciplinaria donde
pueden interpretar de mejor forma los factores quimicos, fisicos y bioldgicos que conforman el

entorno y su relacion con la salud.

68



Mendoza-Velasco, A

igro (Autoria propia)

dores de pel

ica

Ind

11. ANEXO 1

(1) "BLUDUILIDIUCD |8P DI |2 2@00U0Ds8p 85 (9]

(2) ‘(spupwias z> pw|) saluapssiadoN (P
(¢) (sasawi g| D | 2p byw|) seluajsisiad sjuawppIspoy (2
¥) (50U Oz PISDY 4] 9P DWL sajuaisisiad (g
(5) “(opuyepu b)) sejusupuiiad (D

popisolb)ad
10ADW apua Jod A a1uaIguiD |2 ua ppusURWISd JOADW ‘PWL JCADW VY

(s10z 'WYNIW) (PwL)
DIpaWl DPIA ap odwal|

(1) aluUDUILLDIUCD |ap syd |8 800uU0Dsap &5 (P
(z) {PrpinoLL pipg) popjianios ppg ¢ |5 syd (9
(¥) {oipaLu popjnoLL) 21gn|os ajuaLupuDpa 6z-9| syd (g

(g] (PopIIAOLL D}D) 8]gN|0s SjuSWD]lY 97z SYd (D

syd=sdy

Bol- ap Jo[bA |3 anb bpanbsng ns pIDd IDISPISUOD CUDSSIBU DISSs OXSUD |3p|
OHUSP SJUPUILLNIUOD [2 9SIDHUODIUS OU 3P 0SPD U3 ([ Z0Z ‘ZoUouns) ajuaiquin
|8 Ua |AOW S|0pUSIDDY SJUDUILUDIUGD [8 DIPUS} pPOPIIGN|OS JoADW ‘syd JOADLU |

(s00z 1P jo TINY-Zp1IDS)
(syd) [pjuaiquip payaul))

(1) OINI &P
10|pA 18P olpgep Jod DIse [pJUBIqUUID UQPDIUSUOD DT BIpg pPRPISCIBad (2

[£) ©3W3 apJojpA 0 [PNBI 58 [PIUSIGWID UQIDRAUS2U0D DT DIpaW prpisoiBlad (4

[c)  ©3wa sp oA 8 pIRANS [PJUSICLUD UQIDPAUSIUCD D DD PRPISoB|ad (0

SO|NPR/1 ¢ = PNBD 2p pURIP UENsabu| 2p DD X1
(so1npn/By 0/) Ip1odiod 0sad (094

‘(4a18v 0 51yl soypp 2p 0ouny) A|AILPY
pUBIq PIsabu| ‘owiuly ofsaly ap [SAIN O DIDUSISay 8P S50 'ydl © TIW © ai

[1/6w) pNBo US SoIPIUBIGLID SOPaW DIV UODDNIDAT 9P RIND :HIW3

(oip/ 1L
(61) 02d x (w3p/6y/6w) yaio 14w 9 ajy

=94n1

(so0z|
'Sd0/51d3D) sepualquIn
solpawl pind :@_uua_n;m

3p pinnd (93W3)

(1) |> 0 |pnbl 53 opupnd olbg BH ()
(g) G D | 8lUS 8p DIUBNDUS 85 CPUDND Opall DHH (4

(5) 9< 52 OPURND 00 BH [0

pupIp Disabulep 8oipu

:val
OLLUI OS2Iy 2P [2AIN :4W1
oTolVE=YEeTt=YR=To R Yo Tg R [

SIUDUILUDIUCD D UgDisedxs op 507 :3ad
oifijad ap 81UaI00)) ‘BH

Fairoynto pi
1a3 ° 1aa

=OH

(¢¢41 'pBupg

-z0iQ) (OH) yualond
pioIDY 0 (d]) PNIPS B|

o 06134 op 921pu| (OH)

(1) [pnyuBow ap ssuapIo ua psaldxa as) osoibad |< =dD ()
(€] oBjed ou [» =49 (g

(5) opoispow aibled | =40 (D

uoiopjaidiaju|

L1027 19SS~/ L-WON f jod (giw)

opljuied OWXDU JiLUI| OULI0D DPIDS|CDISS DIDUSIa)a) 8P UDIDDIUSIUY) D)

DPDAISSCO N UOIDISOAXS Bp UQIDDAUSUOY) 8D

(vwoo12)/92=4dd

DjnWwIo

(o107
“Ib §2 3|lIW-Z3[pZUCH))

oibjjad ap ajuajo07 (d2)

oibijad ap loppoipy|

69



Mendoza-Velasco, A

)

ia propia

(Autor

icion

dores de exposi

Indica

12. ANEXO 2

(1)

sjd /< DPDUILLISISP OU PDPIIGDISUINA =

(6681 ¥asLy

(e) sid | D g ugIsodxa D] 9p POPIIGRISUINA DIDG =¢
d ‘se|qida0sns spUUL)siseos 0/A cupnodadoibn ojens ap nalp) D] 3P OPRIYIPOW)
(v) S [ O G1 POPIIADIBUINA DUDIPOW =z 55 5p 50diaNd UQIDOAXS Op OIS |3P D2ISD $3|DICGD| SOPDPIAIIDD ‘SDUDLUNY pbpljigpIaulnp
(c) s1d gz D ZZ 8P PoPIIGRIBUINA DI =| S9PDPIALOD ‘SOUDLUNY SOjuajLURjuasD ‘0fsal o}|b ap ugiopjgod ap albjusdiod|  ap oppIBaul sislpUY
(1) DpDUILLLIBEP OU UgIDsodX] (9
(z) s1d g< uoDIsodxa b ap uopsodxs ap popligogold blog (p|
(e sjd 9| g ap ugisodxa op poplicopgoid PUBIPSW (D
d d " uoIDISOdxa D] 2P UQIDDIND A [DNUD PI2USNDI9I ‘6461 ‘4ASLY P| 2P|
(v) sid 77 b £| 8P ugpsOdka 2p popigpgaid bjly (g ‘UQIISOdXa Sp SDJNI 0 DIA (0)sandxs J0joas |ap [piodWs-onpdsa uooD|SY]|  opDIYIPOW uoldIsodx
(g) 5jd g€ 0 GZ ap uoIDIsOdxs pUN RisIXe anb 8P PPPIIANJOId (P] ugiDsOdxs 8P CUPUS5T ‘UDIsedxs D] ap pLeBaPYD ‘UshuQ ‘DIUssaId Jod oiblad| B ap opRIBAU SIsIPUY
(1) FECEEEICEE S ENE
) [1> 52 bPOINDIDD (YT O AJY) / HAL) PUDUNY UQIDISOTKS DLW (D)
DIOUSIS)31 2P OLIUIL SHWIT YW1
(€] (1=52DPDINDIDD (W10 ARY) / HIL) bUDWNY UoIDsOdxXe DIPSI (O
7] (64 1=59 DIDUSI2J21 8P SISO ‘Al
d - (1-o1p- |-5% - Bu) uoioisodxe ap DUDID s50( a4
pPDIN2ID (AW @4y / HIL) PUPLUNY UoissOdXe DHD-DIPSW (d 102 'SWO PUBWIAK
(s [01< 59 PPRIN2IL (YW1 © A}Y) / HIL) PURWINY UQRIsOdxe L)Y (P (aw1 © @)1 10V /3HL) = uoldisodx3 ap [SAIN uojajsodxa ap Bspl (Hal)
(1) (1 >moybo1) pppiquodspolq PRIoUDJseP o/A Pbg (9
(e (1-£moxBo7) pppliquOdspolq piog PIPSLU D PPS (P)
iy (5¢-¢ moyBoT) popiiguodsipold DIPSW (2
oolelply = sopidi Jod popiuyp Bpg ‘ofog moyBol (7107 ‘oppBIQ)
() [-6'e monBo1) popquOdsAlq PR PURPSW (g ( moyBo1) us ppESHY
(G) (5<moyBoT) popliguodsipolg bl (O soojijod) = sopid| jod popiuyb DD ‘oflp moyBol popljiquodsipolg
[a/gnieunA ugpDp|god Diadsuauad
Jod :g uoion|god D| op QIGUISIL 135 104 || ) 2UNsD 5 0Bsal ap J0jond 1§d
(soup G D &1 9P SOHNPR
Asoung|-£| apsoluansejopp Jod oppuiojucd) obsau ou jpuoiopigod J0joas (4§
(1) DPOUODSsaP UgpIsodxa ap poplIdRgold () !{soup 09< SaicADW
(e) (015 3d) oloq POPIARGO (o 50JINPR ASOUR 7 |-0 2P soulu Jod oppuiojuo2) obsau ap [puop|god J0j02s yds ﬁ
§ . uolnisodxa sp popPIIgRAold | 1202 [P 42 SaIDAIIO
(7) (61-01 3d) "DIpaLl uopIsodxs ap poPIIADJoI (g Ol P POPIIGDA0I '3d — zayouDg) UorIsodxa

()

(0z 23d) PiP UgDIsodx2 ep PPPIIGRJO.d (D)

(001) [((z4:)(dS) / (L4:1)(4dS))] =2d

olB}lID 0 DjnWIoy

3P PPPIIIGRgo.d (3d)
PRPIIqRISUINA
Auoldisodxe

9p S2I0PD3IpU|

70



Mendoza-Velasco, A

)

ia propia

Ve

dores de efecto (Autor

ica

Ind

13. ANEXO 3

£031 L JousW 0 OpPPOUOsa (P

*(5002 'Sd0O/$1d3D)

) (rO31-£0-31)482UD2 8p PIdUSPIDU] "Dibg POPISCIBIS (9)
(¥) (90-31-70-31) Jo2uUpD op PPUSPOU| PIPaLU PRPECIG|Sd (4 sajupligny (90-31) ppr2 Jod o obsal ap Jejoas Jod O Do) UgIoD|qod :1d ssjuRiiqRY
‘ ap (90-31) ‘|ouciopjqod iojoas
(S) (90-312) 422UDD &p DIDUSPIU| DIL POPISCIBISd (1) 1d x [ (p/83/8w) 127]=D) Jod 195upd 8p bldUBPRUY] (1)
“(p)p/BY/6Bw) sjupuURIUGD Jod (700Z)
AASLY I 8P 0 (S00Z) Wd3 Pl 8P SI¥I SOHPP 9P 8504 D] US OpIoa|qpiss sjusipuad ap JOJoD) |9 §3 14
(1) £031 oppouodseq (p) ‘(p/B3/BLw) DURIR DU
1- o0 p}sabul D] $8 :dD PPIA 9P odwal |8 SIURINR [DNPIAIPULISDUDRD 9P O|joUpsap ap obsaly D1
(€) (r0-31- £0-31) Jo2URD sp pPPUSPIOU| &P olod obsaly (O *(500Z 'SdO/SId3D)
T |4
() (9031-7031) 425URo 8P PIUBPIRU 3P 21GRided 0Bsaly (g [ (p/6y/But) 457] x o | 102 =11 ‘DpIA B 3p 06.D] 0] b J22UBD)
(5) (90-31<) J92UDD Bp BIDUBPIOU| 8P O} 0BSsalY (9] i ap ojjoupsap ap obsaly (12¥11)
(1) .oupwiny 4as |2 pad 0uabOUIDIDD OU 2JUBWS|GDAQId, [ 0dniD) »
(z)..oupwiny Jes |8 pipd poplouaboulnind Ns D oloadsal oppalIsp|D Jas apand oN, ;¢ odnis) (g) 3
LoubWINy 485 |9 pind ousBouRIDD 8jusWS|dsOd, gz odnio (i) ,oupwny Jes |8 piod ousBouRIbo|(Z10Z'J¥VI) 021usboulaipa .mﬂ,
ajusWS|qPOId, VZ odnio (§) ,oupwuny Jos |2 rind cusBousiny,, || odnis) spucBajnD) |pIouajod (bod @
3
(1) oisondxs J01085 o
o}|p oiad sopioouoDsap O scADBaU sojpQ Y DLOB2}PT A SOUDLINY US SOPD|CIUOD SOIPMSS UDJSIXS) o @
(o310 OU A SS|DLWUIIUD US SOLOJIPDIUCD sojod g pLoBaibD ((g) sejusisikaulsoubwiny / saigep o cAljsod .n_.. W
! . . . q a a
(1) oupp ap PP pPPoucosaq sound g-| (8l soAbsusolg 0 pLobsaibD (p) souowny us [pla) obsal ap DANSOd DIDUSPIAS 8]six] .o puoBejoo| “(z461 'vad) oduabojpis] 80
'(g) so|pjay SOPDPIPICUD OPDRASOLUSH UDY SOUDWUNY US O $S|DWIUD US SOIpNniss 507 X buoBan) Iplouajod (a1d) O g
z) oupp ap peppdpo pleg sopund 9-1 (P (1) "'uoiopzUCH24DD D] 220UCDSaP 25 (P m
(e) oupp ap pepopdpd pipap sopund g-7 (2 (g) £ pLUOBa}PO D] D 828UsNad PO PIPALW CUPP 2P PPRIIGRJoId () .m
0
oupp op poppded pyp pIpay sojund 7 | - pLoBalpD D] D 208UsHsd PIPaLU OUDP 8P POPIIGDCOA Q
(v) Uop ap pop) 1| ppa sound z1-01 (g (¥) zopobajpo o) 1o DIPOL OUDp 9 POPIARAoid (G oo wec) oousbonu] o
() oupp 2p pppopdpo ply soundg-g| (O] (5) | puODa}PD Bl b 20BUBS "B} OUBP 8P PPPIIgRJold (B |p12uajod (nwd a
(1 OpI>OUODSSP PDPIDIXO} S [DIDUS10d (P
2) (6-1 =1} BloY PEPEIXO} 2P PP (9] poinoajou eseg) /(0001 /0507) =1
c= SDIDI US [DIC o] ep Appd B PIN2JLD 85 'B3/|OW US JDIOW DIIXC) SISO -,
(¢) (01-G = 1) DIPaW pLPRIXO} ap [PIDUSI0d (9 | IDICOG7a Bf 8P AL IN3] i/ I IXO} SIsoq 21 -(e10 1550163q)
(S) (01<1) YR PPPIOXO} 2P [DIDUBL0 (9] 160]- = 1d pBPpIoIX0} ap [pIousjoed (1d)
uoIsodxa p| PIpPawoId 85 [PND |8 81qos olpaswlold odwall 11
SOUD S8} 8p SalousLU
B3 ¢1-g1 'soup g| b ¢ ap soulu B ¢79¢ {(soup g| b Z]) sejusdssjopp B3 0g (09 > soub g <)
oLNPD B ¢'79 D 0/ {(SOUD 09<) SeI0ADW soiNpD B 06 :(63) onplalpul [8p |p10dioD 0sad :0Dd
(soup) uoioisodxs D] ap uoopIN :dxaq
oup |ap)
SDUDLUSS ap oJawunu Jod (//¢) [6 DUDLUSS D] 8P SDIP 8P UOIDDDM :UOIDISOdXS 8p DIDUSND3. i
(| s810|DA |8 ajusupuiad ojsendwod) uoidisodxs D] ap 10joD4 134
(1) opIooU02saq (9 $S2I0ADU SOINPD A SOUIU DIP /BWO0Z 9P S8 0[aNs OIPaLU A
) (o1p/63%/6u 501 ) 3QQ :oupp op popiigogoid oiog (p| CHNPP pIp/Bw Q| 0|aNs 9P OSPD O 'STIOADLU SO}NPD A SOUIL RIP/| | UNA O}NPRRIP/| ¢ $© PNBD)
ap 0SPO Us :DIp/BW) |DIUSPIZOD UQIDB|DYUL O UODIosSqD ‘uolisabullod ownsuod sp s |y
) (oIp/B3/6W 01} 300 :0UdP &P popligodold piebr (o (1/6w ‘B3/6L) opDISPISUOD)
() OlPSLU |8 US SJUDUILLDIUOD 8P UQIDDIUSDUOD) O UQIDISOAXS 9P UQDDIILUSIU0D 19D ( )
‘(1002 ‘'vd3

(o1p/63/6w ;-01) 3aQ :eupp ap popliapgoid budpaW (q
(0]

(01p/6%/BW ¢01) 3ad :0UDP &p POPIIGDgoId biY

uoiopyaidiau)

(§ Ap) 1V / (dxa@- 4)=3d (02d)/(3d- 11- 82)=3ad

ouUa}ID © P|NWIoY

1sodxa ap bupIp sisod (3aa)
pjsandsal sisop

uoIop|a1 3P IOpPRIIPY|

71



Mendoza-Velasco, A

14. ANEXO 4: Resultados pruebas de citotoxicidad y micronucleos (Autoria
propia)

Células en division Puente anafasico sencillo

Fragmentos retardados Cromosoma retardado Cromosoma en anillo

Célula binucleada Micronucleo
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15. ANEXO 5: Limites permisibles (ppm) de metales pesados en alimentos,

Mendoza-Velasco, A

agua y suelo segun normas internacionales y locales.

Comida | Internacional | 0.1-0.2 | 0.05-2 | 0.5-1 | 0.01-3 (Cddigo Alimentario, 2015)
Union 0.1-0.2 | 0.05-3 | 0.1-1 | 0.02-3 (Reglamento de la Comision
Europea (CE) N° 1881/2006, 2006)
USA N/D N/D | N/D | N/D
China 0.5 0.05 | 0.01 0.2 (Li et al., 2006)
Agua Internacional 0.01 | 0.003 [ 0.001] 0.01 (Codigo Alimentario, 2015)
para Unién 0.01 | 0.005 | 0.01 | 0.001 (Comisidn Europea,
beber Europea 2019)
USA 0.01 | 0.005 | 0.002 | 0.015 (USEPA, 2017)
China 0.01 | 0.005 | 0.001 | 0.01 (Ministerio de Salud de China,
2006)
Agua de | Internacional 0.1 0.01 | N/D 5 (Ayers y Westcot, 1994)
riego USA N/D | 0.005- | N/D 5 (USEPA, 1978)
0.01
China 0.05 N/D | 0.01 | N/D (Zhao et al., 2018)
solidos | Internacional 20 0.9-3 | 0.03- | 30-50 (WHO/FAO 2001; de Vries
2 et al., 2003
Union N/D N/D | N/D | N/D
Europea (Directiva del Consejo
86/278/CEE, 1986)
Finlandia 5-100 | 1-20 | 0.5-5 | 60- (Ministerio de la
750 Medio ambiente de Finlandia,
2007)
Reino Unido | 32-640 | 10- 1- 450- | (Agencia de Medio Ambiente del
230 | 3600 | 750 Reino Unido,
2009)
USA 0.11 0.48 1 200 (US EPA 1993)
China 20-40 | 0.3- | 0.3-1 80 (Proteccion del medio ambiente
0.6 Ministerio de China, 2015)

(Monchanin et al., 2021)
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