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RESUMEN.

La extraccion de minerales se ha llevado a cabo en México por mucho tiempo
y es una importante fuente de riqueza. Por otro lado, es una de las principales
actividades economicas que producen desechos contaminantes, y estos algunas
veces son abandonados a cielo abierto creando jales, los cuales contienen metales
pesados y otros quimicos que contaminan al ambiente. En Huautla, Morelos, dentro
de la Reserva de la Bidsfera Sierra de Huautla (REBIOSH), se encuentran jales de
mineria metélica (plata), y contienen altas concentraciones de metales pesados (por
ejemplo plomo, arsénico, cadmio), los cuales se han dispersado a sus alrededores.

En la literatura se ha asociado la presencia de altas concentraciones de
contaminantes (en plumas) con la presencia de malformaciones en eritrocitos de
aves; también se ha asociado con una alta y baja carga parasitaria por
haemosporidos. Esta metodologia ayuda a determinar si los contaminantes
provocan dafios a la salud de las aves de estudio. Este proyecto tiene como objetivo
principal evaluar el estado hematoldgico de aves adultas de Turdus rufopalliatus,
con respecto a su exposicion a contaminantes quimicos derivados de los desechos
mineros en Huautla, Morelos. Como objetivo particular se caracterizaron los tipos
de dafio celular y hemoparasitos visibles en frotis sanguineos de T. rufopalliatus
capturados en los alrededores de los desechos mineros de Huautla, Morelos. Se
determiné: (1) si hay una correlacion positiva entre el dafio genotoxico de sus
eritrocitos y la concentracion de metales pesados en plumas, y (2), si hay una
correlacion entre la carga de hemoparasitos y la concentracién de metales pesados
en plumas. Las evaluaciones se realizaron por medio de fotografias tomadas al
microscopio, de frotis sanguineos tefiidos de aves adultas (Turdus rufopalliatus);
ademas se determinaron las concentraciones de metales pesados en plumas de los
mismos individuos. Se registraron 23 categorias diferentes de malformaciones con
al menos un eritrocito con su respectiva condicion morfologica, las cuales se
agruparon en 8 categorias que englobaron caracteristicas similares, para asi llevar

a cabo los andlisis estadisticos de correlaciéon (método de Spearman). Los valores



obtenidos de la correlacion realizada (entre el valor de cada categoria de
malformacion celular y las concentraciones de metales pesados) fueron mayores a
P= 0.05, por lo que no existe una relacion significativa. Se registraron pocos
individuos con presencia de pardsitos en sus eritrocitos, por lo que no se realizd una
correlacion, sino que se calculo el minimo, maximo y promedio de las
concentraciones de cada metal de los 13 individuos que presentaron
hemoparasitos. Se obtuvo una mayor concentracion de Zinc en las plumas de los
individuos parasitados (de acuerdo con el promedio), a comparacion de los
individuos que no presentaron parasitos. La concentracion de Plomo en plumas de
los individuos parasitados fue menor, de acuerdo con el promedio, que en los
individuos que no presentaron parésitos. La concentracion de Cobre en plumas de
los individuos parasitados fue menor, de acuerdo con el promedio, que en los

individuos que no presentaron parasitos.



I. INTRODUCCION.

I.I Mineria en México y problema de residuos contaminantes.

Actualmente la extraccion de minerales se ha convertido en una actividad
econOmica muy relevante para el mundo, ya que estos recursos son cada vez mas
demandados y utilizados para llevar a cabo diversos productos de interés. El
mercado global de estos minerales se ha expandido tanto que cada vez son mas
empresas las que se interesan en la extraccidon minera (Concha, 2017). La mineria
en México se ha llevado a cabo desde la época colonial en el siglo XVI hasta la
actualidad (Velasco-Trejo, et al., 2004), representando el sector minero-metallrgico
un 8.6% del Producto Interno Bruto (PIB) industrial en nuestro pais y el 2.5% del
PIB Nacional de acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) en 2021. México es el principal productor de plata a nivel mundial y a lo
largo de 13 afios consecutivos, también se ubica dentro de los primeros 10 paises
productores de otros 17 minerales, tales como Fluorita, Plomo, Oro, entre otros (SE,
2022).

Sin embargo, la mineria es una de las principales actividades humanas que
traen consigo un sinfin de afectaciones al ecosistema (Puga et al., 2006; Coelho et
al., 2012) y debido a ello, es un problema reconocido ya mundialmente. Por ejemplo
en México, de acuerdo con el analisis de riesgo de diversas actividades productivas
realizado por la DGGIMAR (Direccién General de Gestion Integral de Materiales y
Actividades Riesgosas) de la SEMARNAT en 2016, la mineria fue la segunda
actividad en alcanzar un mayor niumero de sitios potencialmente contaminados
(SPC). Se contabilizaron 72 SPC en total, siendo que en 65 de ellos se identificd un
responsable, propietario o poseedor (personas fisicas y morales) y 7 SPC en los
gue no se identifico un responsable, propietario o poseedor, dando un total de 72
SPC. Por lo anterior, la mineria genera una cantidad de residuos preocupante, los

cuales contaminan los sitios en donde éstos se depositan.



I.I Explotacion de platay consecuencias de los jales
mineros en Huautla, Morelos.

A partir del siglo XVI y hasta principios de los afios 90’s, empresas llevaron a
cabo la extraccion de plata en Huautla, Morelos, entre las Ultimas que estuvieron
activas estan la compafiia “Exploradora de Minas S.A.” (explotd 4 minas en el area)
y tiempo después (entre 1976 y 1988) la empresa “Rosario de México, S.A.” siguid
con la extraccion de plata y plomo en otra area de Huautla (Velasco-Trejo, et al.,
2004. En 1993 estas compafiias abandonaron este sitio, dejando los residuos
generados durante las extracciones de minerales y, en consecuencia, los
contaminantes y elementos toxicos encontrados en los residuos. Estos residuos se
dispersaron a la periferia de la zona por el viento, e incluso a los cuerpos de agua
cercanos, debido a las inundaciones causadas por lluvias que integraron los téxicos
a las aguas subterrdneas y al suelo (Velasco-Trejo, et al., 2004; Esteller et al., 2015;
Barats et al., 2016).

Estos desechos mineros se traducen a 780 000 toneladas depositadas a
menos de 500 m de Huautla (Velasco-Trejo, et al., 2004). Particularmente la
explotacion de plata y oro dejan residuos de tierra con plomo (Pb), arsénico (As),
cadmio (Cd), vanadio (V), hierro (Fe), manganeso (Mn), flior (F), etc. (Velasco-
Trejo, et al.,, 2004). Es importante resaltar que el arsénico, metal que se ha
encontrado en mayores cantidades en Huautla, aumenta sus concentraciones en el
ambiente debido a procesos como interacciones roca-agua y la oxidacion de
sulfuros (Esteller et al., 2015). Velasco-Trejo, et al. (2004) reportaron que los
residuos de la mineria tienen concentraciones muy altas principalmente de plomoy
otros contaminantes como arsénico, cadmio y cromo, mismos que se siguen
dispersando en la zona. Ademas, el nivel de arsénico que existe en el agua potable
(a la que muchos pobladores tienen acceso) es alto, sus concentraciones son mas

altas que las que recomienda el limite mexicano (Barats et al., 2016).

La situacion ha llamado la atencién de algunos investigadores, dado que se
puede especular que los metales pesados encontrados en esta zona de Morelos

pueden provocar efectos negativos en algunos organismos que alli se encuentran.



En 2016, Tovar-Sanchez et al. reportaron un efecto negativo en humanos, debido
que los pobladores que viven cerca de la mina P4jaro Verde en Huautla, Morelos
utilizan agua para consumo con alta concentracion de arsénico. Observaron
alteraciones en el ADN de los pobladores y aberraciones cromosémicas, que se

correlacionaba positivamente con la concentracion de arsénico en sangre.

En individuos de las especies de ave Icterus pustulatus y Molothrus aeneus,
capturadas a diferentes distancias de los jales mineros encontradas en la REBIOSH,
se pudieron observar distintas alteraciones en el citoplasma y nucleo de sus
eritrocitos (Valenzuela, 2020). Valenzuela (2020) caracterizé estas alteraciones
para ambas especies y un numero considerable de individuos las presentaron,
aunque diferian los valores de cada categoria entre especies. A pesar de que las
alteraciones de los eritrocitos no diferian entre los sitios de captura, el grado de dafio
en el nucleo y citoplasma de los eritrocitos era evidente. Se ha observado que la
exposicion a los contaminantes encontrados en los jales de la mineria metélica
disminuye la coloracién carotenoide en la especie Icterus pustulatus, relacionado
con la cercania a las concesiones mineras en Huautla (Kiere et al., 2021; Lépez-
Michelena, 2021). La coloracion del plumaje de Momotus mexicanus también se ha
visto afectado debido a los contaminantes, ya que se observé una alteracion en el
color de las plumas que se encuentran cerca del ojo de las aves recolectadas cerca
de las minas (Kiere et al., 2022); Otro efecto negativo que se ha registrado por los
contaminantes se ha visto reflejado en la conducta exploratoria de la especie Turdus

rufopalliatus (Organista-Nava, 2023).

llustracion 1. Icterus pustulatus (Ammi Gémez). llustracion 2. Momotus mexicanus (Ammi Gémez)



[.Il Eritrocitos y genotoxicidad en aves asociada a la
contaminacion por metales pesados.

Los eritrocitos, (también conocidos como globulos rojos o hematies), son las
células mas abundantes en la sangre de los vertebrados, y se encargan de
transportar el oxigeno necesario para llevar a cabo muchos de los procesos
celulares vitales. Los eritrocitos maduros de las aves normalmente son elipticos y
relativamente uniformes, al igual que su nucleo, el cual se encuentra en el centro de
la célula (Jones, 2015). En un frotis sanguineo con tincién Wright-Giemsa se puede
observar el nicleo mas oscuro que el citoplasma del eritrocito, el cual tiene
coloracién rosacea y mas clara. Por otra parte, los eritrocitos inmaduros son mas
grandes, redondos y oscuros, y su ndcleo no se encuentra tan condensado como
en una célula madura (Campbell, 2014). Los eritrocitos aviares tienen una vida
media de 28 a 45 dias (Jones, 2015).

Las aves son utilizadas en muchos estudios como bioindicadoras o
centinelas, ya que al observar su estado de salud se puede conocer la calidad del
ambiente en el que viven, si existen agentes tdxicos, contaminantes y/o metales
pesados (Parra, 2014). Las aves tienen contacto con distintas fuentes de
contaminacion como el aire, el suelo, el agua y el alimento que ingieren, y expulsan
los elementos toxicos por medio de las plumas o excretas, pero también los pueden

depositar en huesos, cartilago, tejidos y érganos (Parra, 2014).

Un exceso de eritrocitos con alteraciones morfoldégicas como variaciéon en el
tamafno, color o forma, pueden ser indicativos de afectaciones externas, como
contaminacion quimica, por ejemplo (Christopher et al., 2004; Gallo et al., 2014;
Maceda-Veiga et al., 2015; Moreira et al., 2017). Estas alteraciones incluyen
hipocromia (eritrocitos con menor coloracion), anisocitosis (modificacion en el
tamafo de eritrocitos), poiquilocitosis (variaciones en la forma de los eritrocitos), o
hemolisis (destruccion celular de los eritrocitos) (Christopher et al., 2004; Campbell,

2014; Maceda-Veiga et al., 2015). Los indices de policromacia son utilizados para



observar cuantos eritrocitos inmaduros existen en un numero total de eritrocitos. La
policromacia, o0 exceso de eritrocitos inmaduros, también puede utilizarse como un
indicador de eritrogénesis 0 anemia regenerativa, en la que el individuo esta
reponiendo un exceso de eritrocitos perdidos (por ejemplo, a través del sangrado)
o lisados (debido a la exposicion de contaminantes, por ejemplo) (Copete-Sierra,
2013).

También se pueden presentar alteraciones en el nacleo, micronucleos o mas
de un ndcleo (eritrocitos binucleados) (Gomez-Meda et al., 2006; Baesse et al.,
2015; Moreira et al.,, 2017). Los micronlcleos son causados por sustancias
genotdxicas, provocan una rotura cromosomica del ndcleo y producen pérdida
cromosOmica, repartiéndose asi inequitativamente el material genético. Por ello,
este material genético se desprende y se separa por completo del nucleo principal
(Zalacain et al., 2005).

[.IV Hemoparasitos, y contaminacion en aves.

Entre los parasitos mas comunes que se han documentado en aves son
Plasmodium spp, Haemoproteus spp, Leucocytozoon spp, Trypanosoma spp,
Aegyptianella y microfilarias (Valkiunas et al., 2008; Copete-Sierra, 2013; Gasparini,
et al. 2013; Campbell, 2014; Jones, 2015; Merrill et al., 2018; Sanchez, et al. 2018;
Puech et al., 2019). Se conoce que estos parasitos causan enfermedades graves a
aves silvestres, por lo que cuantificar su presencia e intensidad ayuda a conocer
mejor el estado de salud en el que este grupo se encuentra en su habitat natural, o

si efectos externos del ambiente aumentan o reducen la parasitosis.

Los glébulos rojos de las aves que estan expuestas a elementos toxicos
(como el plomo) podrian ser mas propensos a ser parasitados, como lo reportaron
Gasparini, et al. 2013 y Sanchez, et al. 2018, ya que estos metales pesados se
acumulan en algunos tejidos y alteran los procesos biolégicos del organismo, pero
no se ha explorado este campo ampliamente; estos contaminantes también son

conocidos como inmunotoxicos (Gasparini, et al. 2013).



Gasparini et al. (2013) resalta que la contaminacion por metales pesados
inducida por actividades humanas (como la mineria) puede afectar interacciones
parasito-hospedero. En su investigacion con palomas ferales (Columba livia) se
pudo observar que la presencia de plomo en concentraciones altas por
contaminacion urbana puede inducir inmunodeficiencia y favorecer el desarrollo de
patdogenos, como hemosporidios (Gasparini et al., 2013). La carga parasitaria (0
intensidad parasitaria) en aves se puede calcular dividiendo el nimero de eritrocitos
infectados por un parasito, entre el numero total de eritrocitos que se observaron,

que puede ir desde 100 hasta 1000 eritrocitos en total (Godfrey et al., 1987).

Por otro lado, los contaminantes no solamente podrian afectar a las aves
hospederas, sino que podrian afectar también a los parasitos provocando que haya
una carga parasitaria baja o nula en aves expuestas a contaminantes relativo a las

qgue no (Ruiz-Garcia, 2017).

I.V Biologia de la especie de estudio: Turdus rufopalliatus.

Turdus rufopalliatus, llamado comunmente zorzal dorsicanelo, zorzal
dorsirrufo, mirlo dorso canela o primavera chivillo, se distribuye desde el centro y
sur de Sonora hasta el Istmo de Tehuantepec, que incluye los estados de Durango,
Puebla, Morelos y Oaxaca, aunque se ha observado también en la Ciudad de
México y en el sur de los Estados Unidos. La distribucion de la especie en el estado
de Morelos abarca desde las zonas riberefias del centro y sur del estado, hasta la
parte baja de las montafias del norte de los municipios de Cuernavaca y Tepoztlan.
El habitat de la especie incluye zonas tropicales y subtropicales, y en Morelos suele
observarse en los encinares altos y no tan altos de las montafias en su parte baja,
pero principalmente en la selva baja caducifolia. Las hembras ponen de 2 a 4
huevos cuyo color es azul palido con sombras mas oscuras. Los nidos son en forma
de copay los construyen en bifurcaciones de ramas de arboles grandes o pequefios

a 3 metros 0 mas del suelo (Gavifio, 2015).



La especie de estudio es omnivora, se alimenta principalmente de insectos y
frutos (Gavifio, 2015), por lo que a la especie se atribuye una funcidén ecosistémica
de consumidora de plagas potenciales y de dispersora de semillas (Ortega-Flores
et al., 2018). Esta funcidn se puede ver alterada debido a las afectaciones a la salud
individual por la contaminacion causada a los residuos de metales pesados en su
héabitat.



ll. JUSTIFICACION.

El exceso de eritrocitos policrométicos, malformacion celular del eritrocito o
su nucleo, presencia de parasitos, eritrocitos rotos o con decoloracion son
consecuencias que pueden desarrollarse a partir de tener contacto con ciertos
contaminantes (Christopher et al., 2004; Gallo et al., 2014; Maceda-Veiga et al.,
2015; Moreira et al., 2017). A la vez estas afectaciones pueden causar que los
organismos tengan mayor riesgo a presentar anemia, cancer, y otras consecuencias
de salud y adecuacion. Es importante que al realizar estudios que analicen
afectaciones celulares en un ave por factores ambientales (como contaminacion) se
evite en la medida posible sacrificar o dafiar a los individuos. Por lo tanto, métodos
como obtener tejido sanguineo o medir en las plumas del ave la posible presencia
de contaminantes es una opcién relativamente menos invasiva para llevar a cabo
monitoreo de la contaminacion y sus consecuencias en la vida silvestre (Gasparini
et al., 2013).

Por esto es relevante determinar en qué estado hematoldgico se encuentran
los eritrocitos de la especie T. rufopalliatus, y comparar esta informacion con el nivel
de concentraciébn de metales pesados que se encuentren en sus plumas. Esta
comparacion permitird conocer si existe una afectacion en el ave (la cual no ha sido
lo suficientemente estudiada), su magnitud de ser el caso, y se podrian proponer

estrategias que pudieran revertir o aminorar el efecto negativo en un futuro.

llustracion 1. Turdus
rufopalliatus (Ammi Gémez).
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lll. HIPOTESIS Y PREDICCIONES.

H1: ATIPIAS DE ERITROCITOS: La contaminacion por residuos de la
mineria de plata impide el normal desarrollo de los eritrocitos de Turdus rufopalliatus

y los hace mas susceptibles a tener malformaciones celulares.

P1: Individuos de la especie Turdus rufopalliatus que contienen una
concentracion alta de metales pesados (Zinc, Plomo, Cadmio y Cobre)
presentaran mayor numero de malformaciones citoplasmaticas, nucleares

y mayor indice de policromacia en sus eritrocitos.

H2: HEMOPARASITOS: La contaminacién por residuos de la mineria de
plata hace mas susceptibles a los eritrocitos de Turdus rufopalliatus a ser

parasitados.

P2: Los individuos de la especie Turdus rufopalliatus que contienen una
concentracion alta de metales pesados (Zinc, Plomo, Cadmio y Cobre)

presentaran una mayor carga parasitaria.

11



V. OBJETIVOS.

Objetivo general.

e Evaluar el estado hematoldgico de aves residentes adultas de Turdus
rufopalliatus, con respecto a su exposicion a contaminantes quimicos

derivados de los desechos mineros en Huautla, Morelos.

Objetivos particulares.

1. Caracterizar los tipos de dafio celular y hemoparasitos visibles
en frotis sanguineos de Turdus rufopalliatus capturados en los alrededores

de los desechos mineros de Huautla, Morelos.

2. Determinar si hay una correlacion positiva entre el dafio
genotoxico de sus eritrocitos y la concentracion de metales pesados en

plumas.

3. Determinar si hay una correlacion entre la carga de

hemoparasitos y la concentracion de metales pesados en plumas.
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V. METODOLOGIA.

V.l Zona de estudio.

El trabajo de campo se realiz6 dentro y en las inmediaciones de la reserva
de la Biosfera Sierra de Huautla (REBIOSH). Particularmente se trabajé en los
poblados de Huautla, Rancho Viejo y Quilamula. Los poblados mantienen una baja
densidad de poblacion humana, y se encuentran conectados por caminos
secundarios. La REBIOSH es un area natural protegida que se ubica principalmente
en el sur del Estado de Morelos; cubre una superficie de 59,030 ha, y tiene un rango
altitudinal de 700 a 2,200 msnm. El ecosistema terrestre principal que presenta es
selva baja caducifolia, y la mayoria de sus ecosistemas acuaticos son temporales
(CONANP, 2007). La REBIOSH se encuentra dentro de dos provincias fisiograficas,
el Eje Neovolcanico y la Sierra Madre del Sur (CONANP, 2007) En parte debido a
esto, tiene una gran riqueza en especies de aves (170 especies) de las cuales el
13% son endémicas de México (Ramirez-Albores y Ramirez-Cedillo, 2002).

Los jales en donde se hicieron las capturas de aves fueron las siguientes: el
Jal de Huautla (JH; 18.440097° N, 99.032090° O) y el Jal de Rancho Viejo (JRV;
18.4359175° N, 99.022905° O). Dos ubicaciones adicionales que se encuentran
mas alejadas de los desechos mineros fueron muestreadas: un sitio rio abajo del
afluente que recibe los contaminantes de los jales (Rio Rancho Viejo—RRYV;
18.422676° N, 99.013260° O), y un sitio a ~8 km de los jales que se encuentran rio-
arriba y en la direccién opuesta a los vientos prevalentes, por lo que no se espera
gue reciba sedimentos contaminados de los jales (Rio Quilamula—QM; 18.512921°
N, 99.014515° O). Las muestras sanguineas se tomaron en los meses de mayo y

junio del afio 2017 y febrero y marzo 2020, en cada uno de los 4 puntos de colecta.
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Quilamula

Jal de
Huautla

Jal Rancho Viejo

" Rio Rancho Viejo

Figuraml»; Zona de estudio: Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla, Morelos, México.

V.1l Disefio experimental.

Se capturaron aves adultas de T. rufopalliatus a diferentes distancias de los
jales mineros que se encuentran dentro de la misma (en las localidades de Huautla,
Quilamula y Rancho Viejo) con la intencién de muestrear aves con un rango amplio
de exposicion a los metales pesados derivados de los desechos mineros. Para llevar
a cabo la captura de las aves, se utilizaron redes de niebla (6 y 12m de largo, con
paso de malla de 36mm), las cuales se colocaron en los 4 puntos de colecta, a partir
de las 6:30 a 7:00 am, hasta la 1:00 pm durante los meses de mayo y junio
(transicion entre secas Y lluvias). Se utilizaron grabaciones conespecificas para
atraer a las aves y se capturaron en cuanto llegaban a la red, para minimizar el
estrés. El trabajo fue llevado a cabo con permiso de los comisariados de las
respectivas comunidades y de SEMARNAT (permisos de colecta cientifica
SGPA/DGVS/03032/17 y SGPA/DGVS/1149/19).

Para identificar a las aves se les colocé tres anillos de plastico de colores (en
una combinacion unica por individuo) y uno de aluminio, el cual contenia un nimero
particular para cada organismo. Se extrajeron 75 pL de sangre a cada individuo
(dentro del 1% del peso corporal recomendado para no afectar negativamente a los

individuos, de acuerdo con Samour, 2005) para posteriormente llevar a cabo el
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frotis. También se tomaron plumas de cada individuo para posteriormente hacer la
medicion de concentracion de metales pesados. Después de la manipulacion, cada
individuo fue liberado en el mismo sitio de colecta. Se hicieron al menos 2 frotis
sanguineos por individuo que se fijaron con metanol al 100% y se dejaron secar por
10 minutos. Se tifieron con coloracion de Wright-Giemsa (Copete-Sierra, 2013) para

poder distinguir los eritrocitos, su estructura, sus componentes y los parasitos.

El tamafio de muestra al que se le tom¢ tejido sanguineo fue de 48 individuos

(T. rufopalliatus), y su distribucion entre sitios y por afio se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Aves colectadas por sitio de muestreo y afo.

Afo
Sitio 2017 2020 Total
Jales Huautla 3 2 5
Jales Rancho Viejo 0 4 4
Rio Rancho Viejo 5 6 11
Rio Quilamula 11 17 28
Total 19 29 48

V.IIl Fotografias de frotis sanguineos.

Se observaron al microscopio los frotis de mejor calidad con el objetivo 40x.
Se buscé la zona “monocapa” en la que los eritrocitos estan dispuestos con alta
densidad pero sin sobrelapamiento, y luego se cambid al objetivo 1000x usando
aceite de inmersién para una mejor visualizacién. Se eligieron de 10 a 15 campos
de vision diferentes en cada frotis sanguineo y se fotografiaron, por lo que se
fotografiaron aproximadamente de 2000 a 2500 células por individuo (adaptado de
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Moreira et al., 2017). Se tomaron de 20 a 30 fotografias por individuo, de las cuales
se cuantificaron: indices de policromacia (dividiendo los eritrocitos inmaduros entre
los eritrocitos totales), atipias morfolégicas nucleares (Moreira et al., 2017) y
citoplasmaticas de eritrocitos (Samour 2015), y eritrocitos con presencia de

parasitos.

Cada uno de los conteos se llevaron a cabo sin conocer a qué sitio pertenecia
cada individuo ni las concentraciones de metales en sus plumas, para evitar sesgo
en los resultados obtenidos. Se utilizé el programa Excel para elegir cuales
fotografias se contabilizaron, usando la formula =aleatorio.entre(1,20). Al obtener la
fotografia aleatoria se consideré si era de buena calidad y si era el caso se llevaba
a cabo el conteo. Si no era de buena calidad, se elegia la siguiente foto que contara
con las caracteristicas deseadas (que fuera nitida y se pudieran observar
claramente las células). Se tomaron en cuenta un minimo de 1000 eritrocitos con
membrana intacta por individuo, contabilizando las fotografias completas. Por medio
del programa Fiji, con el contador “multipoint”, se marcaron las células con distintos
colores para indicar células maduras, policrométicas, con malformaciones
citoplasmaticas y nucleares. Los colores que se utilizaron fueron: amarillo para las
células maduras normales, rosa para las células maduras anormales, azul para las
células policrométicas normales y verde para las células policrométicas anormales,
las células no contabilizadas (por estar a los bordes de la fotografia o que no se
pueden visualizar bien por tener artefactos) se marcaron con un punto negro (Figura
2). En las categorias con células anormales, se englobaron los eritrocitos con
alteracion en el citoplasma, en el ndcleo, o si contaban con parasitos. Los datos
obtenidos con el programa Fiji se desglosaron en una hoja de registro (Figura 3), en
donde se escribieron el nombre del individuo, el nimero de las fotos, nombre del
observador, la fecha en que se hizo el conteo y el nUmero de células encontradas
para cada categoria, especificando qué tipo de alteracion se detecto, si fue el caso.
Cabe resaltar que antes de comenzar con los conteos y toma de datos, se llevaron
a cabo ejercicios de repetibilidad entre tres observadores para lograr una

confiabilidad del 95% en la clasificacion de los eritrocitos.
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Figura 2. Células marcadas con el programa Fiji. Puntos: Amarillo (células maduras normales),
Rosa (células maduras anormales), Azul (células policromdticas normales) y Verde (células
policromdticas anormales), el cual no se visualiza en esta figura.
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Individuo: Fotos: Observador: Fecha:

Normal Poikilocitos (deformes) Aglobado (células “D”)

Maduros
=> Parasitado? No Si No Si No Si
Normal
Movido

Sangrado

Micronucleo

Estrecho Asim.

Binucleado

Estrecho Sim.

Anucleado

Policromaticos

Mormal
Movido

Sangrado

Micronucleo

Estrecho Asim.

Binucleado

Estrecho Sim.

Anucleado
TOTAL CONTADO:

Maduros: Normales: Anormales:

Policromdticos: Normales: Anormales:

Figura 3. Hoja de registro de los conteos de eritrocitos por individuo, dividido por categorias.

Para el conteo de parasitos por muestra sanguinea, se utilizaron los mismos
frotis y las mismas fotografias, en donde se marcé con el color rosa o verde (célula
madura anormal o célula policromatica anormal) la célula parasitada, e igualmente

se sefiald en la hoja de registro.

V.IV Cuantificacion de metales pesados en plumas.

El andlisis se llevé a cabo con un proceso de digestion &cida para muestras
organicas. Como primer paso se homogeneizaron las muestras, donde se colocaron
las plumas de cada individuo en tubos individuales para realizar un bafio ultrasénico.
En este bafio ultrasonico se aplicaron 2 tipos de lavado, el primero con agua
destilada (tres veces por 5 minutos cada una) y el segundo con acetona (una vez
por 5 minutos cada una). Este proceso inicial se hace con el propésito de eliminar

impurezas externas que puedan tener las plumas en su superficie. Posteriormente
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se secaron las plumas en una campana de extraccion por aproximadamente 20hrs,
hasta que estuvieran libres de humedad. Se pesaron las plumas para que su peso
no fuera mayor a 0.20g con ayuda de una balanza analitica (con precision de
0.00019). La primera digestion se realizé con 5mL de &cido nitrico (HNO3) al 50%
por una hora aproximadamente y en la segunda digestion se utilizaron 3mL de
peroxido de Hidrégeno (H202) por una hora. Las dos digestiones se realizaron en
un horno microondas CEM Corp. Mod. MARS X con sensor de presion y
temperatura, con el método Tejido C (TC). Cuando se terminaron ambas
digestiones, se aford la muestra a 25 ml utilizando agua desionizada, para luego
determinar las concentraciones de Plomo, Zinc, Cadmio y Cobre con una
voltamperometria de redisolucion anddica, empleando 5 ml de muestra, 1 ml de
Buffer Amonium acetato y 10 ml de agua desionizada. Por medio de este proceso
se obtuvo una curva de concentracion de cada uno de los metales pesados en las
plumas de las aves. Por ultimo, se calcularon las concentraciones finales de los

metales en peso seco (mg/kg) (Metrohm).

V.V Andlisis estadisticos.

Para llevar a cabo los analisis de datos se utilizé el programa R (R Core
Team, 2019). Los histogramas (comando “hist”) para cada categoria se realizaron
para visualizar la distribuciéon de los datos obtenidos. Al no estar distribuidos
normalmente, se hizo una matriz de correlacion (junto con las concentraciones de
metales pesados) con el método de Spearman, donde el nivel de significancia
considerado fue de P < 0.05.
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VI. RESULTADOS.

VI.I Caracterizacion y cuantificacion de eritrocitos normales
y anormales.

Se detectaron eritrocitos tanto maduros como policromaticos normales en la
mayoria de los individuos observados, y algunos tuvieron malformaciones celulares
y/o nucleares (Figura 4). Se registraron 23 categorias diferentes de malformaciones
con al menos un eritrocito con su respectiva condicion morfolégica. En todos los
individuos (48) se encontraron células maduras con forma y nucleo normales, asi

como células policrométicas con forma y nucleo normal.

Las siguientes dos categorias que se encontraron en la mayoria de los
individuos fueron las células maduras con forma normal y nucleo movido (46
individuos) y las células maduras poiquilocitas con nucleo normal (43 individuos).
En el caso de las células maduras con forma normal, se encontraron las 8 diferentes
morfologias alteradas de nucleo en al menos una ocasion. Pocos individuos
presentaron parasitos en sus eritrocitos, por lo que hay solo 3 categorias que
incluyen la presencia de un parasito: células parasitadas, maduras, con forma y
nacleo normal (14 individuos), células parasitadas, maduras, con forma normal y
estrecho asimétrico (1 individuo), y células parasitadas, maduras, poiquilocitas con

nacleo normal (1 individuo).

Otra categoria que se presentd en pocos individuos fue la de células con
forma aglobada, ya que solo se encontraron en las células maduras con nucleo
normal de 2 individuos. Se contabilizaron las células de otros 2 individuos (aparte

de los 48 individuos totales) pero no se consideraron, ya que la gran mayoria de sus
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células estuvieron crenadas y no habia una categoria particular para este tipo de

células (Figura 5).

Normal Poikilocitos (deformes) Aglobado (células “D")
<@ ® ®© @& o -
Maduros

- Parasitado? No Si No Si No Si
&  Normal [a8(09514%) )| 14(0%) )| 43(0.0035%) ) 1(0%) | 2(0%) )
& Movido (46 (0.0029%) )

| (@ sangrado

-- Micronticleo | 8(0%) )
-« Estrecho Asim. |[__19(0%) )| 1(0%)
o Binucleado 4 (0%)
o Estrecho Sim. | 22(0%] )

Anucleado 8% ) (200 )

Policromaticos

® Noma
& Movido
[ Sangrado 10w )
- Microndicleo
[ Estrecho Asim. | 1(0%) )
L 1 J Binucleado
o Estrecho Sim.

Anucleado

Figura 4. Categorias de eritrocitos con diferentes condiciones encontradas, resaltadas con un
recuadro morado. Dentro del recuadro morado se indica el nimero de individuos que presentaron al menos
una vez la categoria correspondiente, y entre paréntesis se indica la mediana del porcentaje de células de esa
categoria (%).

?;
,.
.

Figura 5. Eritrocitos de ave crenados.

Tomando en cuenta que hay categorias con valores muy bajos y que no se

podrian correr en un analisis individual, se crearon nuevas categorias en donde se



agruparon variables con morfologias parecidas, las cuales se describen a

continuacion:

e Células con nucleo dividido incompletamente: Eritrocitos maduros y
policromaticos que presentan hendiduras en su nucleo (Nucleos
sangrados, ndcleos con estrechos simétricos y nucleos con estrechos
asimetricos).

e Células con nucleo dividido completamente: Eritrocitos maduros y
policromaticos que presentan una division completa del nucleo
(binucleados, o con micronucleo).

e Células con nucleo movido: Eritrocitos maduros y policromaticos que
tienen su ndcleo rotado y/o movido.

e Células anucleadas: Eritrocitos maduros y policrométicos que no
presentan un nudcleo.

e Células policrométicas de forma normal: Eritrocitos policromaticos
totales con forma normal, y ntcleo normal o anormal.

e Células maduras normales totales: Eritrocitos maduros totales con
forma normal, y nacleo normal o anormal.

e Células policrométicas poiquilocitas: Eritrocitos policromaticos
poiquilocitos con nucleo normal o anormal.

e Células maduras poiquilocitas: Eritrocitos maduros poiquilocitosis

con nucleo normal o anormal.

No se consideraron las categorias de células aglobadas ya que se
presentaron en muy pocos individuos y no fue compatible con las nuevas categorias

anteriormente descritas.
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Figura 6. Células con ntcleo dividido incompletamente. A) Eritrocito maduro con nucleo sangrado. B)
Eritrocito maduro con nucleo con estrecho asimétrico. C) Eritrocito maduro con nucleo con estrecho
simétrico.

Figura 7. Células con nucleo dividido completamente. (A Eritrocito maduro con microntcleo.

B) Eritrocito maduro binucleado.

' : e N ._-

Figura 8. A) Eritrocito con ntcleo movido. B) Eritrocito anucleado.

L LY.

Figura 9. Células maduras y policromdticas. A) Eritrocito maduro con forma y niucleo normal. B) Eritrocito maduro,
poiquilocito con ntcleo normal. C) Eritrocito policromdtico con forma y nucleo normal. D) Eritrocito policromdtico,
poiquilocito con ntucleo normal.
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Teniendo el valor de cada una de las 8 categorias por individuo se calcul6 su
porcentaje, y se calculé también el indice de células policromaticas poiquilocitas
(dividiendo el valor entre el porcentaje de las células policromaticas totales) y de
células maduras poiquilocitas (dividiendo el valor entre el porcentaje de las células
maduras totales). Con el valor obtenido de la categoria “células policromaticas
normales totales” se obtuvo el indice de policromacia, dividiendo su valor entre el
namero de células contadas totales (%). Con los porcentajes de cada categoria por
individuo obtenido, se realizaron histogramas de frecuencias (Figura 10).
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Figura 10. Histogramas de frecuencia de las variables de alteracion de los eritrocitos. A) Células con ntcleo
dividido incompletamente (%). B) Células con ntucleo dividido completamente (%). C) Células con ntcleo
movido (%). D) Células anucleadas (%). E) indice de policromacia (%). F) Células maduras con forma normal
totales (%). G) Células policromdticas poiquilocitas/células policromdticas totales (%). H) Células maduras
poiquilocitas/células maduras totales (%).

VLIl Correlaciones entre categorias de malformaciones y
concentracion de metales pesados.
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Se midieron las concentraciones de Zinc (mg/kg), Plomo (mg/kg), Cobre
(mg/kg) y Cadmio en las plumas de 42 individuos. El Cadmio no se tomé en cuenta
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para los analisis estadisticos ya que su valor fue muy bajo en todos los individuos.
No se obtuvieron las concentraciones de metales pesados en las plumas de seis

individuos, por lo tanto, el tamafo de muestra se redujo a 42 individuos.

El rango de valores de las concentraciones de metales pesados y su

promedio son los siguientes:

e Zinc (mg/kg)

o Promedio: 7.403 (0.026-33.788)
e Plomo (mg/kg)

o Promedio: 5.002 (2.035-11.127)
e Cobre (mg/kg)

o Promedio: 9.252 (3.788-21.756)

La concentraciéon promedio de Cobre fue 1.8 y 1.25 veces mayor que la
encontrada para el Plomo y el Zinc, respectivamente. La concentracion promedio
de Plomo fue menor que la del Zinc y el Cobre. El rango de concentracion del Zinc

es mas amplio que el rango de los otros dos metales pesados (Plomo y Cobre).

Dado que el numero total de células contadas varié ligeramente entre
individuos, se calculé el porcentaje de células en cada una de las 8 categorias
dividiendo el total de células en la categoria entre el total de células contadas. Hubo
dos excepciones: para el indice de células policrométicas poiquilocitas, se dividio
entre el total de células policromaéticas, y el indice de células maduras poiquilocitas,
se dividié entre el nimero total de células maduras. Estos porcentajes obtenidos se
correlacionaron (con el método de Spearman) con las concentraciones presentes
de cada metal pesado en plumas, y se calculé P en cada combinacion (Tabla 2).
Todos los valores son mayores a P=0.05, por lo tanto, no se relacionan

significativamente entre si.
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Tabla 2. Valores de P de la correlacion (Spearman) entre variables de alteracion de eritrocitos con la

concentracion de metales pesados.

Zinc mg/kg Plomo mg/kg Cobre mg/kg
%Células con nucleo 0.063 0.292 0.742
dividido incompletamente
%Células con nucleo 0.367 0.186 0.248
dividido completamente
%Células con nucleo 0.691 0.822 0.787
movido
%Células anucleadas 0.804 0.051 0.527
%Policromaticas normales 0.912 0.857 0.364
totales
%Maduras normales totales 0.526 0.987 0.954
Policromaticas
poiquilocitas/ 0.247 0.406 0.238
Policromaticas totales
Maduras poiquilocitas/
Maduras totales 0.077 0.838 0.385

VLIl Eritrocitos con parasitos.

Sé6lo 14 individuos presentaron parasitos (dos individuos ocuparon dos
categorias diferentes) y su mediana fue de 0% (Figura 8). El numero de datos
reducido no fue suficiente para llevar a cabo un andlisis de correlacion con los
niveles de metales pesados, o para calcular la carga parasitaria. Por lo que se
calcul6 el minimo, méaximo y el promedio de las concentraciones de cada metal de
los 13 individuos (uno de ellos no cuenta con las concentraciones de metales) que
presentaron parasitos, y 29 individuos gue no tuvieron parasitos. La concentracion
de Zinc en las plumas de los individuos parasitados fue mayor, de acuerdo con el
promedio, que en los individuos que no presentaron parasitos. La concentracion de

Plomo en plumas de los individuos parasitados fue menor, de acuerdo con el
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promedio, que en los individuos que no presentaron parasitos. La concentracion de
Cobre en plumas de los individuos parasitados fue menor, de acuerdo con el
promedio, que en los individuos que no presentaron pardsitos (tabla 3).

Tabla 3. Valores minimos, mdximos y promedios de las concentraciones de cada metal pesado en

plumas, de los individuos que presentaron por lo menos un hemopardsito en sus eritrocitos, y los
individuos que no presentaron hemopardsitos.

. Cobre

Zinc (mg/kg) | Plomo (mg/kg) (me/ke)

- _ MINIMO 0.026 2.035 3.788
'"d""d"°:1g‘;"as'tad°s MAXIMO | 57.574 11.127 13.054
PROMEDIO 11.207 4.800 9.307

Individuos no parasitados MINIMO 0.026 2.058 4.315
(29) MAXIMO 33.788 10.563 21.756
PROMEDIO 7.562 5.161 9.629
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VIl. DISCUSION.

En el presente estudio se calcularon los valores de cada variable celular que
se presentd en los individuos capturados en diferentes puntos dentro de la
REBIOSH, en donde 3 sitios se encuentran cerca de los jales mineros y uno de ellos
sirvié como sitio control ya que se encuentra mas alejado de los jales, y por lo tanto,
de la contaminacion por antiguas actividades mineras. Los valores obtenidos de
cada categoria se correlacionaron con las concentraciones de 3 metales pesados
(Zinc, Plomo y Cobre) presentes en las plumas de las mismas aves capturadas.
Estas correlaciones no mostraron alguna correlacion en ninguna de las categorias.
Lo anterior se puede deber a que, como no hay aun un parametro de las
concentraciones normales o anormales de metales pesados en las plumas de las
aves, no se podria saber si los valores obtenidos son lo suficientemente altos como
para comenzar a presentarse alteraciones celulares en eritrocitos. La informacion
obtenida en este estudio podria ayudar a que se conozcan mejor estos parametros,
ya que las concentraciones de los metales pesados medidos no provocaron un dafo
significativo en los eritrocitos de las aves, por lo que probablemente, se requiera

una concentracion mayor para dafiar y alterar a estas células.

Otra de las explicaciones que podria haber sobre que no existe correlacion
entre estas variables, es que las aves que se capturaron y de las que se obtuvieron
muestras sanguineas y las plumas, son aves que son capaces de desplazarse y
volar (porque se capturaron con redes de niebla). Por lo tanto, es posible que un
ave que tenga problemas de salud ligados a genotoxicidad, o una alta carga
parasitaria no pueda tener la capacidad de ir en busca de alimento o simplemente

volar hacia otro lugar, provocando que solo se hallan capturado aves sanas.

Barats (2016) reporto una gran concentracion de Arsénico en los cuerpos de
agua cercanos a las minas que se encuentran dentro de la REBIOSH, incluso sus
valores fueron mas altos que todos los demas metales pesados medidos. Este
contaminante al encontrarse en mayor concentracién en el ambiente puede estar

ligado a las malformaciones celulares y nucleares observados en los eritrocitos de
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los individuos capturados. Podria estudiarse a profundidad el posible efecto
negativo que pueda causar este contaminante en los eritrocitos (incluso érganos o
tejidos, por ejemplo) de las aves que se encuentran cerca de los jales mineros, y

determinar si hay una correlacion positiva entre estas variables.

Valenzuela (2020) llevo a cabo un estudio en las aves Icterus pustulatus y
Molothrus aeneus donde compard la carga parasitaria y alteraciones en la
morfologia del citoplasma y nucleo de los eritrocitos de ambas especies, ligado a la
contaminacion por jales mineros en Huautla, Morelos. Reporté mas categorias con
alteraciones en los eritrocitos de las aves y un mayor numero eritrocitos por
individuo que las tuvieron, a comparacion de los obtenidos en este estudio. Ademas,
en la especie Icterus pustulatus se encontré una mayor parasitemia comparado a
los individuos de T. rufopalliatus, capturados para este estudio, en el que se

contabilizaron muy pocos eritrocitos parasitados.

En el caso del parasitismo, se han hecho pocos estudios que correlacionen
niveles de contaminantes en plumas de aves, con la presencia o no de
hemoparasitos. Gasparini et al. (2013) reportd que la presencia de una
concentracion alta de Plomo y una concentracion baja de Zinc en las plumas de su
ave de estudio (Columba livia) se relacionaba con una carga hemoparasitaria alta
de haemosporidos. Por otra parte, Ruiz-Garcia (2017) hizo un estudio de
prevalencia de hemoparasitos en aves (Fringillidae, Cardinalidae y Columbidae) que
tenian contacto con contaminantes organoclorados (debido a la agricultura), y
reportd que el aumento de algunos compuestos organoclorados en las plumas de
las aves, se relacionaban con una disminucion significativa en la carga parasitaria
de haemosporidos. En ambos estudios se pudo correlacionar la prevalencia de
parasitos con la concentracion de los contaminantes ya que se contd con valores
suficientes que lo permitieron. Sin embargo, en este estudio la carga parasitaria de
los individuos que presentaron hemoparasitos fue muy baja, por lo que los datos
fueron insuficientes para poder realizar un analisis de correlacion. Dado lo anterior,
se calcularon los valores minimos y maximos, y el promedio de las concentraciones

de los 3 metales pesados (zinc, plomo y cobre) encontrados en las plumas de los
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individuos que tuvieron por lo menos un hemoparasito, y de los individuos que no
presentaron hemoparasitos. Al hacer la comparacioén de las concentraciones de
metales de ambos grupos de individuos, se pudo observar que, en el caso del Zinc,
los individuos parasitados presentaron un promedio mayor al de los individuos que
no tuvieron parasitos. En cambio, el Plomo y el Cobre se presenté en mayor
concentracion en los individuos no parasitados, lo cual se podria deber a que estos
dos contaminantes, en combinacién con una baja concentracion de Zinc provocan

un efecto negativo en los parasitos y por ello no se observan en los eritrocitos.

El ave de estudio (Turdus rufopalliatus) presenta poco dimorfismo sexual, se
requiere determinar si el ave tiene protuberancia cloacal (propio de los machos) o
si cuenta con parche de incubacién (propio de las hembras) para saber su sexo
(Guevara, 2006). En la mayoria de los individuos no fue posible identificar sexo, por
lo que no se considerd esta variable en el estudio. Esta informacion pudo ser util
para conocer si las diferencias en los valores de porcentajes de cada alteracion
celular entre los diferentes individuos pudieron depender también del sexo del
individuo, ya que podrian tener diferentes mecanismos de defensa en contra de
pardsitos, e incluso podrian diferir en cOmo su organismo reacciona a la presencia

de metales pesados en sangre.
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