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FIGURA 19. H), CELULA DE S. INTERMEDIUS EXPUESTA A LA ICso0(6p) DEL COMBO DE LOS
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ABREVIATURAS

Clso: Inhibicién de crecimiento al 50%.

EPA: Agencia de Proteccion Ambiental (Environmental Protection Agency).

FDA: Administracion de Medicamentos y Alimentos (Food and Drug Administration).
GSH: Glutation

IC: indice de Combinacion.

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacion (nternational Standarization

Organization).

IUPAC: Union Internacional de Quimica Puray Aplicada (International Union of Pure

and Applied Chemistry).
LMP: Limite maximo permisible.

LOEC: Concentracion del efecto mas bajo observado (No observed effect

concentration).
NOEC: Concentracion sin efecto observado.

OECD: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (Organization

for Economic Cooperation and Development).

PNUMA: Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
SEMARNAT: Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.
Si: Scenedesmus intermedius.

WHO: Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
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GLOSARIO

Absorcion (bioldgica): Proceso de entrada o transporte, activo o pasivo, de una

sustancia al interior de un organismo; puede tener lugar a través de diferentes vias.

Acumulacién: Sucesivas retenciones de una sustancia por un organismo diana, un
organo o una parte del medio ambiente, que conducen a un aumento de la cantidad

o la concentracion de la sustancia en los mismos.

Adicién: La respuesta a una combinacion de dos o mas productos quimicos es la

suma aritmética de las respuestas individuales esperadas.

Antagonismo disposicional: se produce cuando el ADME (Absorcion,
Distribucién, Metabolismo y Excrecién) de una sustancia quimica se altera de forma
qgue la concentracion y/o la duracién de la sustancia en el érgano diana se ven

disminuidos.

Antagonismo funcional: se produce cuando dos productos quimicos se
contrarrestan entre si produciendo efectos opuestos sobre la misma funcién
fisiologica.

Antagonismo quimico: reaccion entre dos compuestos que generan un producto

menos toxico.

Antagonismo receptorial: ocurre cuando dos sustancias se unen al mismo
receptor produciendo un efecto menor que cuando son administrados de forma

individual, o una antagoniza la accion del otro.

Antagonismo: La respuesta a una combinacion de dos o mas productos quimicos

es menor que la suma de las respuestas individuales esperadas.

Biodisponibilidad: Proporcion de la dosis que una sustancia absorbida por

cualquier via alcanza en la circulacion sistematica.

Bioensayo: Procedimiento para evaluar la actividad bioldgica, la presencia o la

cantidad de una sustancia (toxico, toxina, hormona, antibiotico, etc.) mediante la
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medida de sus efectos sobre un organismo o cultivo celular en comparacion con

una preparacion estandar apropiada.

Biomagnificacion: Secuencia de procesos que conducen a aumentar la
concentracion de una sustancia en un organismo con respecto a la del medio que
lo ha aportado. Acumulandose de forma creciente a lo largo de la cadena tréfica. Se

suele aplicar mas a los ecosistemas mas que a los individuos.

Biotransformacidn: Reacciones que convierten los toxicos en especies quimicas

distintas que pueden ser menos o0 mas téxicas que el compuesto original.

Cadena trofica: 1. Secuencia de transferencia de materia y energia en forma de
alimento de organismo en organismo en niveles troficos ascendentes o
descendentes (WHO, 1979). 2. Serie de organismos que se alimentan unos de

otros, en cuya sucesion se transmiten y concentran, entre otras, sustancias toxicas.

Cenobio: Colonia de algas cuyas células proceden de la biparticion de una inicial y
cuya forma es determinada y constante para cada especie.

Concentracion efectiva (CE): Proporcién de una sustancia en un medio que causa
un determinado efecto en un sistema dado; la CEso es la concentracion que causa

el 50% del efecto méaximo.

Concentracion  inhibitoria media (Clso):  Concentraciéon, calculada
estadisticamente, de una sustancia en el medio, que se espera que inhiba el
crecimiento a la mitad en la cantidad de organismos de una poblacién bajo un

conjunto de condiciones definidas.

Concentracion inhibitoria: Concentracion de téxico que inhibe un proceso

bioldgico, tal como la reproduccién en un determinado porcentaje.

Concentracion sin efecto observado (NOEC): Maxima concentracion en términos
del porcentaje, a la cual los organismos de ensayo son expuestos y no causa un

efecto adverso determinado bajo condiciones idénticas a las de exposicion.
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Concentracion: Cantidad de una sustancia, expresada en peso o en moles (S), por
unidad de peso o volumen del medio en que se encuentra (C = S Kg-1; C = S L-1).
Puede expresarse como porcentaje (riqgueza). No es sinénimo de dosis.

Contaminante: 1. Agente microbiano indebidamente presente en un medio. 2.
Impureza menor presente en una sustancia. 3. Material extrafio inadvertidamente
afiadido a una muestra antes o durante el andlisis quimico o bioldgico. 4.

Componentes indeseables en el medio ambiente.

Curva concentracion-respuesta, (Dosis-Respuesta): Gréfico que relaciona la
concentracion de la exposicion y la proporciéon de individuos de la poblacién que

manifiesta un efecto determinado.

Dosis toxica: Proporcion de una sustancia que produce intoxicacion sin que llegue

a ser letal.

Dosis: Cantidad de la sustancia administrada o absorbida (dosis interna) a un

individuo en proporcién a su peso o volumen corporal, ordinariamente en 24h.

Ecosistema acuatico: Es la unidad funcional basica de interaccion de los
organismos vivos entre si y de estos con el ambiente acuatico en un espacio y

tiempo determinado.

Efecto: Cambio biol6gico, tanto en organismos individuales como a niveles

superiores de organizacion; se relaciona con la exposicién a un xenobidtico.
Efluente: Fluido procedente de una instalacion industrial.

Ensayo de toxicidad aguda: Estudio experimental para determinar los efectos
adversos que pueden aparecer en un corto periodo después de una dosis Unica de

una sustancia, o de varias dosis administradas en 24 h.

Ensayo de toxicidad: Estudio experimental de los efectos adversos de una
sustancia sobre un organismo vivo, durante un tiempo determinado y bajo

condiciones definidas.
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Ensayos: 1. En toxicologia analitica: analisis cualitativo o cuantitativo por aplicacion
de métodos establecidos y la comparacion de los resultados con estandares
previstos. 2. En toxicologia experimental: evaluacion de los efectos toxicos
potenciales de las sustancias mediante su aplicacion, a diferentes dosis, a
organismos apropiados o sistemas bioldgicos por vias adecuadas de exposicion o

administracion.

Evaluacion del riesgo: Establecimiento de las relaciones cualitativas y
cuantitativas entre riesgos y beneficios, a través de un complejo proceso de
determinacion de los peligros identificados y estimados para aquellos organismos o

poblaciones que puedan ser afectados.

Exposicién: Es el contacto de un agente quimico, fisico o biolégico a una

concentracion determinada y durante un intervalo de tiempo.

Hormesis: 1. Es un fendmeno de relacion entre la dosis y la respuesta,
caracterizada por estimulacion a bajas dosis e inhibicion con altas dosis, ha sido
frecuentemente observada en estudios adecuadamente diseflados, y es
ampliamente generalizable como independiente de los agentes fisicoquimicos, el
modelo bioldgico y el objetivo de evaluacidn. 2. Respuesta adaptativa caracterizada
por una dosis-respuesta bifasica (activacidon-inhibicion) que puede ser, o bien
directamente inducida, dependiendo del rango y amplitud del estimulo, o bien el
resultado de procesos biolégicos compensatorios que aparecen después de una

disrupcién en la homeostasis celular o del organismo.

indices de toxicidad: Expresan los resultados de diferentes ensayos de toxicidad

como un unico valor numérico que clasifica a la muestra.

Limite méaximo permisible (LMP): Valor o rango asignado a un parametro, el cual

no debe ser excedido en la descarga de aguas residuales.

Peligro: Posibilidad de que un agente produzca efectos dafinos, a causa de sus

propiedades especificas y a las circunstancias y grado de la exposicion.
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Riesgo: Probabilidad de que se produzcan efectos adversos o dafios por exposicion
a un agente toxico, a causa de las propiedades inherentes del mismo y a las

circunstancias o grados de la exposicion.

Sinergismo: Efecto que se produce cuando los efectos de la combinacion de dos
productos quimicos son mucho mayores que la suma matematica de sus efectos en

forma individual.

Toxicidad aguda: Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
dentro de un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 d) después de la
administracion de una dosis Unica (0 una exposicibn dada) o tras dosis o

exposiciones multiples en 24 h.

Toxicidad crénica. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
consecuentes a una exposicion prolongada (semanas, meses 0 afios). Los efectos

pueden aparecer durante la exposicion o después de interrumpida.

Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacién con la
cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y
su distribucién en el tiempo (dosis Unica o repetida), tipo y severidad del dafio,
tiempo necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras

condiciones intervinientes.

Toxico: Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para
la salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son toxicos potenciales, ya que su
accion depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales.

Xenobidtico: En sentido estricto, cualquier sustancia que interactia con un
organismo y que no es uno de sus componentes naturales (sustancia exégena). Es
decir, son sustancias sintetizadas quimicamente produciendo un efecto adverso

sobre el organismo.
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RESUMEN

Los procesos antropogénicos aumentan continuamente la cantidad de
metales en el ambiente, especialmente en los ecosistemas acuaticos. Los metales
son uno de los agentes toxicos mas persistentes en el medio ambiente pudiendo
biocumularse y biomagnificarse a través de la cadena tréfica y, finalmente, implicar
un riesgo para el hombre; sin embargo, la exposicidn a estos no suele ser individual
y aparece en mezcla, siendo este aun un campo poco estudiado dentro de las
sustancias quimicas. En este trabajo se determiné el efecto téxico del sulfato de
cobre, cloruro de cadmio y del dicromato de potasio de manera individual y en
mezcla sobre el crecimiento del bioindicador: la microalga verde Scenedesmus
intermedius (Si). Los valores obtenidos de la ICsp a los 6 dias de exposicion
mostraron que el compuesto que presentd mayor toxicidad de manera individual fue
el CdClz con una ICso de 0.13mg/L (0.033-0-32), seguido por el CuSOa4 con una ICso
de 0.71 mg/L (0.22-1.05), y por ultimo el K2Cr207con una ICso de 1.19 mg/L (0.58-
2.25). En el estudio de mezclas binarias la respuesta de CdCl2/CuSOs4 a
concentraciones bajas presentd una respuesta antagonica (IC=2.26) pero a
concentraciones altas la respuesta fue sinérgica (IC=0.18); mientras que las
respuestas de las mezclas de CdCl2/K2Cr207 y K2Cr207/CuSOa se tradujeron en un
antagonismo de diferentes magnitudes con un IC=15.47-2.26 y 1C=26.60-2.26
respectivamente. Un analisis posterior realizado para valorar el volumen celular en
células expuestas a las concentraciones de 6d-NOEC indicaron que el CuSOay el
CdCl2 no mostraron cambios con respecto a control, pero K2Cr207 y la mezcla de
los tres xenobidticos presentaron cambios significativos en su volumen con respecto
a control. Sin embargo, la exposicion de las células de Si a la ICsosd) indicoé que hubo
cambios significativos en su volumen con respecto a control para K2Cr207, CdCl2y
el combo de los tres xenobioticos, mientras que para CuSO4 no hubo alteracion en

su volumen.

Palabras clave: Cobre, Cadmio, Cromo, inhibicion de crecimiento, Scenedesmus

intermedius, mezclas de metales, volumen celular.
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ABSTRAC

Anthropogenic processes continuously increase the amount of metals in the
environment, especially in aquatic ecosystems. Metals are one of the most persistent
toxic agents in the environment and can bioaccumulate and biomagnify through the
trophic chain and, finally, involve a risk for humans; However, exposure to these is
not usually individual and appears in a mixture, this being still a little studied field
within the chemical substances. In this work the toxic effect of copper sulfate,
cadmium chloride and potassium dichromate was determined individually and in a
mixture on the growth of the bioindicator: the green microalgae Scenedesmus
intermedius (Si). The values obtained from the ICso at 6 days of exposure showed
that the compound with the highest individual toxicity was CdCl2 with an ICso of
0.13mg/L (0.033-0-32), followed by CuSO4 with an IC50 of 0.71 mg/L (0.22-1.05),
and finally K2Cr207 with an ICso of 1.19 mg/L (0.58-2.25). In the study of binary
mixtures the response of CdCl2/CuSOs at low concentrations presented an
antagonistic response (Cl=2.26) but at high concentrations the response was
synergistic (C1=0.18); whereas the responses of the mixtures of CdCl2/K2Cr207 and
K2Cr207/CuSOa resulted in an antagonism of different magnitudes with an 1IC=15.47-
2.26 and 1C=26.60-2.26 respectively. A subsequent analysis to assess cell volume
in cells exposed to 6d-NOEC concentrations indicated that CuSO4 and CdCl:
showed no changes with respect to control, but K2Cr2O7 and the mixture of the three
xenobiotics presented significant changes in their volume with regarding control.
However, the exposure of the Si cells to the ICsoed) indicated that there were
significant changes in their volume with respect to control for K2Cr207, CdCl2 and the
combo of the three xenobiotics, while for CuSOa4 there was no alteration in its volume.

Key words: Copper, Cadmium, Chromium, growth inhibition, Scenedesmus

intermedius, metal mixtures, cell volume.
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1.INTRODUCCION

El desarrollo tecnoldgico, el crecimiento demogréfico, la industrializacion y el
uso de nuevos métodos de agricultura son factores que contribuyen a que entren
en el ambiente, de manera continua, cantidades crecientes de un gran niamero de
sustancias quimicas, sintéticas y naturales, cuyas interacciones y efectos adversos
en general, no se conocen 0 aun no existe informacién suficiente (Albert, 2013).
Cuando las formas de materia o energia son de tal clase que los seres vivos o el
ambiente abiotico los pueden asimilar, eliminar o transformar continuamente, se
puede considerar que existe una situacion estable. Sin embargo, los efectos
adversos ocurren cuando las sustancias no pueden eliminarse facilmente del
ecosistema y exceden las concentraciones traza, o bien, porque solo pueden pasar
sin cambios de un ecosistema a otro, lo que da como resultado una acumulacion

excesiva en un punto final (Turk et al., 2004).

Se ha encontrado que los contaminantes, en especial los metales pesados,
son peligrosos para todo el ecosistema. Por un lado, se encuentra que los
elementos metalicos son esenciales para la vida, un ejemplo de ello es, el hierro en
la hemoglobina, pero estos resultan tdéxicos cuando la concentracion excede los
limites traza pudiéndose incorporar a organismos vivos (plantas, animales y
humanos) por via del alimento y a través del agua dependiendo de su movilidad en
dichos medios (Lucho et al., 2005; Ferrer, 2003). Otro aspecto, es que los metales
pesados son persistentes en el medio ambiente, a diferencia de los contaminantes
organicos, no pueden ser degradados por microorganismos, y tienen la capacidad
de biocumularse y por lo tanto biomagnificarse a lo largo de la cadena tréfica
(Gallego et al., 2007).

Por lo tanto, es importante determinar el nivel de riesgo ambiental de los
metales pesados sobre diversos representantes de los ecosistemas utilizando
bioensayos ecotoxicoldgicos (lannacone et al., 1999; Arkhipchuk et al., 2000). En
los ecosistemas acuaticos la mayoria de las evaluaciones de la toxicidad de metales
en organismos acuaticos se centran en la exposicion de forma individual de estos,

sin embargo, las exposiciones ambientales reales se producen como mezclas de
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metales (Newton, 2015) o cualquier otro toxico que se encuentre en el ambiente,
sea organico o inorgénico. De tal manera que, las técnicas de evaluacion de riesgos
para contaminantes que afectan estos ecosistemas ya no deben restringirse a
toxicos individuales y, en su lugar, se deben considerar los efectos combinados
(sean antagonicos, aditivos o sinérgicos), que resultan de las exposiciones quimicas
multiples (Backhaus et al., 2003; Cortés et al., 2018).

En este contexto, la toxicologia acuatica proporciona herramientas que
ayudan a la deteccion y control de descargas de residuos peligrosos. Una de ellas
es el analisis detallado de las propiedades fisicas y quimicas de los contaminantes,
lo cual permite en algunos casos, evaluar el grado de riesgo que presenta para los
organismos acuaticos y de esta forma hacer predicciones con un alto grado de
confiabilidad. Sin embargo, la caracterizacion quimica de los contaminantes es
bastante compleja y costosa, por lo cual se contempla el uso de pruebas bioldgicas
como complemento de los andlisis fisicoquimicos (Gomez et al., 2001). Estas
pruebas ayudan a evaluar la calidad de los efluentes y de esta forma prevenir o

alertar sobre riesgos en el ecosistema (Blaise et al., 1997; Persoone et al., 2003).

En ecotoxicologia se utilizan bioensayos que proporcionan informacion para
la evaluacion del riesgo e investigan los efectos y mecanismos de accién de nuevas
sustancias quimicas. Ademas, se usan modelos ecotoxicoldgicos para la deteccion,
control y monitorizacion de la presencia de contaminantes en el agua, el suelo,

residuos, etc. (Repetto et al., 2001).

Actualmente se utilizan diferentes especies de organismos acuaticos y
terrestre de varios niveles filogenéticos como “indicadores” para determinar los
efectos toxicos de contaminantes vertidos o liberados en el ecosistema, aunque no
es aconsejable realizar bioensayos con un s6lo grupo de organismos o con sélo una
especie para emitir un diagnoéstico en caso de contaminacion hidrica (Blaise et al.,
1997; Castillo et al., 2000). Lo indicado es utilizar una “bateria” de bioensayos que
incluya organismos que representan distintos niveles troficos (descomponedores,
productores y consumidores), de esta forma, se pueden evaluar procesos de

biomagnificacion en la cadena alimenticia y extrapolar los datos experimentales de
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las pruebas de toxicidad a los efectos del ecosistema. En la legislacion de varios
paises como Estados Unidos, Canada y los de la Comunidad Europea, se han
incluido los ensayos con organismos vivos para cuantificar el grado de toxicidad de
efluentes industriales, aguas residuales y/o residuos solidos, para determinar los
limites de descarga y los efectos toxicos sobre la biota (Persoone et al., 2003,
Arensberg et al.,, 1995). Estos bioensayos han sido estandarizados por
organizaciones internacionales de regulacion y control (CEE, ASTM, ISO, WHO,
USEPA) que los utilizan en la evaluacion de la carga toxica de vertimientos al medio

acuatico (Lopez, 2009).

En base a esto, determinar la respuesta toxica de los compuestos metalicos
de forma individual y en mezcla utilizando bioensayos con bioindicadores, nos
puede brindar fiabilidad de resultados y una buena relacién entre el costo-eficacia
de los bioensayos ecotoxicologicos, ademas de aportar informacion ecotoxicoldgica
que permita conocer el tipo de interaccidén que ocurre entre metales, generando una
mejor prediccion de los efectos sobre los organismos acuaticos que habitan dichos
ecosistemas. Por ello, en esta investigacion se propuso determinar el efecto toxico
del sulfato de cobre, cloruro de cadmio y del dicromato de potasio de manera
individual y en mezcla sobre el crecimiento del bioindicador, la microalga verde
Scenedesmus intermedius (Si), un buen representante del primer nivel tréfico y

productor primario.
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2.MARCO TEORICO

A la acumulacion de materia o energia en un sistema dado se le conoce como
contaminacion. Por lo tanto, las sustancias que exceden las concentraciones
naturales en un sistema y le generan dafio, son contaminantes téxicos (Jaramillo J.,
2008). El problema de la contaminacion, que comenzd a hacerse notable ya a
principios del siglo XIX y cabe afadir el problema de la escasez, aspecto que esta
adquiriendo proporciones alarmantes a causa del cambio climatico y la creciente

desertizacion que esta sufriendo el planeta (Barcel6 & Lépez, 2012, 2012).

Los problemas graves en el ambiente aparecen cuando la contaminacién se
extiende en el tiempo y en el espacio, es decir, cuando el nUmero y la clase de los
sistemas o0 sustratos contaminados aumentan y permanecen asi por periodos
prolongados. Siendo asi, como se rompe entonces el equilibrio ecolégico y
aparecen los efectos adversos (Jaramillo J. et al., 2008).

Segun la naturaleza del agente contaminate suele distinguirse entre
contaminacion bioldgica, contaminacion fisica y contaminacién quimica (Jaramillo
J. et al., 2008). Dependiendo del medio en que se acumulen los contaminantes, se
puede hablar de contaminacion del aire, suelo y agua; y en cada caso presenta
caracteristicas propias que requieren medidas de prevencion (Alloway et al., 1997;
Bautista, 1999).

El término “contaminacion atmosférica” hace referencia a sustancias que
ocasionan dafios directos sobre animales, plantas y personas; es decir, ejercen un
efecto local o regional (Spiro & Stigliani, 2004). Los contaminantes emitidos hacia la
atmosfera son producidos de manera antropogénica o son de naturaleza biogénica
(contaminantes naturales) generados por diversas fuentes. A demas, estos
contaminantes se pueden encontrar en forma gaseosa, liquida o sdlida. Por lo tanto,
en la atmosfera existen polvos, materia en particulas, aerosoles, vapor, neblinas,
etc. (Jaramillo J. et al., 2008). Los contaminantes mas comunes son el mondxido de

carbono, diéxido de azufre, los cloroflucarbonos y los Oxidos de nitrégeno
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producidos por la industria y los gases producidos en la combustién de los vehiculos
(Alfaro, 1999).

La contaminacion del suelo se da por la incorporacion de elementos extrafios
en el suelo, de tal forma que, estos generan un efecto nocivo para los organismos
presentes en €l y sus consumidores. Entre los contaminantes del suelo mas
significativos se encuentran los hidrocarburos como el petrdleo y sus derivados, los
metales pesados frecuentes en baterias, los herbicidas y plaguicidas generalmente
rociados a los cultivos industriales y monocultivos y organoclorados producidos por
la industria. Esta contaminacion puede afectar a la salud de forma directa y entrar

en contacto con fuentes de agua potable (San Juan, 2010).

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y
el sostenimiento del medio ambiente, que, como consecuencia del rapido desarrollo
humano y econdmico y del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de
eliminacion, ha sufrido un alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de
sustancias biolégicamente activas, sintetizadas para su uso en la agricultura, la
industria, la medicina, etc., han sido vertidas al medio ambiente sin reparar en las
posibles consecuencias (Barcelé & Lopez, 2012). Por lo que los impactos como la
contaminacion inducen a cambios en la estructura de las comunidades, la funcién
biolégica de los sistemas acuaticos y de los propios organismos que habitan en los
sistemas acuaticos, afectando su ciclo de vida, crecimiento y su condicién

reproductiva (Vazquez et al., 2006).

Una de las medidas para la conservacion del ecosistema implica, evaluar los
efectos sobre la biota que los habita y desarrollar normas de gestion adecuadas en
base a los niveles guia determinados en campo y laboratorios (Baudouin & Scoppa,
1974). De esta manera, empresas productoras y fabricantes de productos quimicos
editan hojas de datos de seguridad de estos productos, cuyo fin fundamental es
transmitir los conocimientos de los datos ecotoxicoldgicos, indispensables en

cuanto a precauciones de manipulacion y vertido de residuos (Riva, 1991).
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2.1 Contaminacion del agua

Se entiende por contaminacion de agua a la introduccion de un exceso de
materia o energia en la hidrésfera, la cual genera un deterioro en la calidad del agua
(Jaramillo J. et al., 2008). La contaminacion del agua se produce por vertimientos
de origen industrial o municipal, residuos agricolas, drenajes de minas vy lixiviados
de rellenos sanitarios los cuales son liberados al medio ambiente sin ningan control
o por fuentes difusas a través de la erosion. Estas fuentes de contaminacion pueden
contener sustancias potencialmente téxicas para la biota acuatica deteriorando las
condiciones en gque sobreviven plantas y animales, con respecto a cambios en su
reproduccion, desarrollo, comportamiento o supervivencia. Adicionalmente, las
transformaciones o interacciones que se pueden presentar entre las sustancias
toxicas y con ligandos organicos e inorganicos pueden producir fenédmenos de
complejacién o especiacion, aumentando o disminuyendo la toxicidad por medio de

efectos de sinergismo, antagonismo o aditividad (Gomez et al., 2001)

La contaminacién de los cuerpos de agua continentales constituyen un serio
problema que afecta las actividades productivas poniendo en riesgo la cantidad y
calidad del agua que se destina, inclusive, para el servicio urbano (Torres B. et al.,
2007).

La medidas legistativas que se han ido adoptando progresivamente para
evitar la contaminacién quimica del agua y los riesgo que se derivan de ella han
contribuido a paliar parcialmente esta situacion. Sin embargo, la creciente demanda
de agua y el descubrimiento continuo de nuevos contaminantes potencialmente
peligrosos dejan clara la necesidad de seguir investigando en todas aquellas areas
que puedan contribuir a proteger la salud humana y la del medio ambiente,
conseguir un uso sotenible del agua y atenuar los efectos de las sequias y el cambio
climatico (Alaece M, 2003).

La aparicién de elementos “no deseables” y toxicos, y la variacién en las

concentraciones de los constituyentes comunes, tienen su origen en el denominado
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“ciclo del agua” (Figura 1). En alguna parte de este ciclo, en el cual confluyen
distintos compartimentos ambientales y actividades humanas, es donde se produce
la contaminacion del agua, o mejor dicho, la alteracion de su calidad. De acuerdo
con este ciclo, las principales vias de entrada de contaminantes en el medio
ambiente acuatico son las aguas residuales, entre las que incluyen las urbanas,
industriales y las de origen agricola. La prevalencia de una u otra depende en gran
medida del tipo de contaminancion de que se trate y del nivel de depuracién o

atenuacion natural (si existe) que experimentan (Barceld & Lopez, 2012).

l Industria ‘
Hogares A
) \
| | \ Alcanta-
Agua potable rillads *m .
\ ‘ Ganaderia ‘

Residuos no I
; /1

residuos

| Potabilizadoras |

.~

Agricultura

Agua subterranea | '

Figura 1. Ciclo del agua (Barcel6 & Lépez, 2012).

Spiro y Stigliani (2004), mecionan que en relacién con la calidad del agua,
existen dos principales fuentes de contaminantes por los cuales pueden introducirse

a la hidrésfera:

e Las fuentes puntuales, son tuberias que descargan directamente en
los cuerpos de agua naturales, tales como descargas de plantas de
tratamiento de agua, descargas municipales, descargas industriales,

plantas hidroeléctricas, etc.
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e Las fuentes no puntuales, introducen contaminantes en las aguas

naturales a través de escurrimientos.

En la actulidad, el problema mas serio proviene de las funentes no puntuales,
ya que estas incluyen emisiones procedentes de vehiculos, escorrentia agricola y
urbana que descarga mediante el arrastre por el agua de lluvia, compuestos
organicos y metales a los rios y lagos (Spiro & Stigliani, 2004). Sin embargo, las
descargas de fuentes no puntuales, por lo general, son mas dificiles de identificar y
regular (Jaramillo J. et al., 2008).

Los efectos que la contaminacion quimica del agua produce son multiples;

entre los mas importantes cabe destacar:

e Accion toxica y cancerigena
¢ Incidencia sobre la produccién de alimentos
e Limitacién del uso del agua con fines recreativos

e Reduccion de las posibilidades de su uso industrial y agropecuario

Los riesgos que siguen a la contamiancion del agua son dificiles de precisar,
ya que muchas veces las dosis toxicas sobre las cuales se trabaja son muy
pequefias, y el problema ain se complica mas por la presencia simultanea de

diversos contaminantes (Barcel6 & Lépez, 2012).

La actual decadencia de la calidad ambiental aunado al sin namero de
compuestos y mezclas a las que estan expuestos los sistemas biolégicos del
planeta, crea la necesidad de determinar el impacto biol6gico en los diferentes

niveles que se pueden presentar (Romero & Canta, 2004).
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2.1.1 Contaminacion del agua por la mezcla de compuestos
metalicos

Existe una relacion muy estrecha entre la evolucion de la biosfera y los
elementos de la tabla periddica, en realidad, todos los organismos, desde sus
primeras etapas evolutivas han aprovechado las propiedades quimicas de muchos
iones metalicos por el desarrollo de sus funciones bioquimicas esenciales. A
consecuencia de esto, estos elementos metalicos, aun en pequefas
concentraciones son imprescindibles para el desarrollo de sus funciones vitales
(Spiro & Stigliani, 2004).

Los sedimentos son un componente ecolégicamente importante en el hbitat
acuatico, y es un reservorio natural de contaminacion (Chapman, 1989). La
existencia de estos sedimentos es debido, tanto a los vertidos incontrolados desde
industrias, como a la utilizacidbn de productos quimicos que van a parar a los
sedimentos una vez que son transportados desde zonas agricolas por las aguas
(Hondal et al., 2003).

Por lo tanto, la contaminacién de los cuerpos de agua radica en la
eutrofizacion, que es causada por la liberacibn de compuestos organicos e
inorganicos al medio (Hernandez & Labbé, 2014), siendo depositados y
concentrados en los sedimentos acudticos. De esta manera, pueden ser un
componente seguro de contaminantes de entrada que progresivamente va
aumentando con la contaminacién acumulada desde fuentes crénicas y de

contaminantes retenidos vario tiempo atras (Hondal et al., 2003).

En la actualidad, la exposicion a elementos metalicos se produce de forma
especifica por un gran namero de actividades industriales y actividades agricolas
que implica la manipulacién de metales (Tabla 1); pero, ademas, la poblacién en
general, entra en contacto con ellos a través del agua, los alimentos y el ambiente
donde su presencia se ha incrementado por la intervencion de la actividad humana

sobre los ciclos hidrogeoldgicos (Ferrer, 2003).
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Tabla 1. Uso de los metales en laindustria (Galindo, 2016).

INDUSTRIA METAL FUNCION
Pinturas Hg, Zn, Pb, Cr, Cd, Co, Ni  Materia prima para pinturas
Textil Zn, Pb, Cr, Cd, Ni Materia prima para pinturas
Galvanizados Zn, Pb, Cr, Cu, Ni Materia prima para pinturas
Papelera Zn, Pb, Cd Materia prima para el proceso
Industria grafica Pb, Cd Materia prima para los tintes
Plasticos Cr, Ni, As Aditivo catalizador
Curtidos y pieles Zn, Pb, Cr Aditivo catalizador

Sin embargo, actualmente tenemos una compresion mecanica limitada de
por qué algunas especies son sensibles a los contaminantes y otras son tolerables.
Para proteger a los organismos que habitan estos ecosistemas, se han establecido
normas y/o regulaciones ambientales basadas en concentraciones totales y
disueltas maximas de los elementos metélicos en forma individual, sin considerar el
papel que juegan los factores ambientales (Gaete & Chévez, 2008). De esta
manera, las pautas de calidad del agua para metales se derivan cada vez mas de
las distribuciones de sensibilidad de especies. Tanto los factores abioticos: como el
pH, la salinidad, etc. y los factores bidticos: como la via de captacion, el tamafio, la
edad del organismo y los procesos internos de desintoxicacion, pueden influir en la
tolerancia de los compuestos metalicos (Levy et al., 2007). Otro factor que puede
afectar la toxicidad individual de un contaminante metalico es la presencia de otros
contaminantes, debido a las interacciones que ocurren en mezcla (sinérgica,

antagonica y aditiva) (Faust et al., 2003; Ren et al., 2004).

Debido a esto, en los ultimos afios ha habido un creciente interés por los
estudios de las interacciones entre los compuestos metélicos, que permita predecir
su impacto sobre los organismos que habitan los ecosistemas acuaticos (Gramatica
et al., 2001, Barata et al., 2006; Gaete & Chavez, 2008).
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2.2Metales cobre, cadmio y cromo, y sus compuestos sulfato de
cobre, dicromato de potasio y cloruro de cadmio importancia en
toxicidad acuatica

El contenido de los metales en la corteza terrestre es inferior a 0.1% vy, en

general, se encuentran en los minerales, rocas, suelo y agua, a concentraciones

usualmente bajas. Sin embargo, las actividades antropogénicas han aumentado sus

concentraciones en el ambiente (Jaramillo J. et al., 2008).

Se llama metales a los elementos quimicos situados a la izquierda y centro

de la tabla periddica (Figura 2). Se clasifican en metales alcalinos y alcalinotérreos

de grupos |y Il A, los metales de transicién en los grupos lll y IV A. En estos grupos

se encuentran metales muy relevantes desde el punto de vista toxicoldgico (Ferrer,

Metales Alcalinos I a I abla Periédica Gases Nobles
1 | Alcalinoterreos Halogenos Grupo Principal |\ ¢
1A A . 8A
u | 2 13 14 15 16 1P [a
100794 | 2A &gl 3A 4A 5A 6A 7A |aoos0
5 Metales de transicion Nzl
C N (o] F Ne
10511 | Toedy | 100067 | 159994 | 18,5984 { 202797 |
13 14 16 17 15
6 7 8 9 10 11 12| 3 S S a | ar
6B Z8B. 2 BB ~. 1B 2B | 269515 | 250855 | 309738 | 3 354527 | 39.948
e = g 31 32 33 31 ES 36
Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
51.9961 | 54.9381 55.847 58.9332 58.693 63.546 6339 69.723 7261 74.9216 78.96 79.904 j}l
12 13 14 15 16 a7 18 1 50 51 52 5 51
Mo Tc Ru Rh Pd Ag cd In Sn Sb Te I Xe
95.94 (98) 10107 102.906 106.42 107868 | 112411 114.818 | 118710 121.757 127.60 126.904 _13—1_29_
74 75 76 77 78 79 50 81 52 83 54 & 56
w Re Os Ir Pt Au Hg Tl Pb Bi Po At Rn
183.84 186.207 190.23 192.22 195.08 196.967 200.59 204.383 2072 208,980 (209) (210) . (222)
106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 114 116 118
Sg | Bh | Hs | Mt
e | e | @ | ee | e | e | em @57 (259 293
59 0 61 62 & 61 5 o6 67 &5 &) 70 71
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140.115 | 140.908 14424 (145) 150.36 151.965 157.25 158.925 162.50 164.930 167.26 168.933 173.04 174.967
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|
. . - 14 -,
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Figura 2. Ubicacion de los metales en la Tabla Periddica.
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Sus caracteristicas quimicas se basan en su estructura electronica que
condiciona las preferencias de enlace en que predominan el enlace metélico, que
se establece entre atomos del mismo elemento. Asi los elementos metalicos dan

lugar a diferentes tipos de compuestos (Ferrer, 2003):

¢ Metales en estado elemental
e Compuestos inorganicos: halogenuros, hidroxilos, oxoacidos.

e Compuestos orgénicos: alquilos, acetos, fenilos.

La actividad humana, el desarrollo de la industria y los procesos naturales de
la Tierra llevan a la liberacion de numerosos metales (Fe, Zn, Cu, Cd, Cr, Ni, Hg,
Pb, La, Li, V), metaloides (As, Te) y nanoparticulas metalicas (Ag, Pt, TiO2, ZnO,
CeOz2, NiO, BaTiOs, Y203, Al203), aunque pueden actuar como factores estresantes
0 moduladores para el crecimiento y metabolismos de diversos organismos (Miazek
et al., 2015).

El término de “metal pesado” hace referencia a cualquier elemento metalico
que tenga una densidad relativamente alta y sea toxico 0 venenoso en
concentraciones incluso muy bajas. Los ejemplos de metales pesados o algunos
metaloides, incluyen el mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo(Cr), talio
(TI), y plomo (Pb), entre otros (Prieto et al., 2009).

Los metales pesados también se encuentran generalmente como
componentes naturales de la corteza terrestre. No obstante, estos no pueden ser
degradados o destruidos facilmente de forma natural o bioldgica ya que no tienen
funciones metabdlicas especificas para los seres vivos (Abollino et al., 2002). Si
bien, los metales pesados tienen una actividad toxica reconocida a concentraciones
altas, los organismos vivos tienen necesidad vital de alguno de ellos, ya que son
necesarios para diversas funciones fisioldgicas (Prieto et al., 2009). Un ejemplo de
ello son los metales como el cobre (Cu) y el zinc (Zn) que son esenciales para la
vida, mientras que otros como el plomo (Pb) y el mercurio (Hg) no tienen una funcion

bioquimica util (Pinto et al., 2003).
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En el ambiente natural, los organismos que viven en sitios con contaminacion
cronica, estan expuestos a bajas concentraciones de metales durante largos
periodos. En otros casos, los organismos pueden exponerse bruscamente a altos
niveles de metales al caer un contaminante en las aguas costeras (Pinto et al.,
2003).

La toxicidad de los metales depende tanto del estado de oxidacion y la forma
(como catidn o anidn), su tendencia a formar complejos con ligandos (Langmuir, et
al., 2005), y sus caracteristicas de hidrosolubilidad o liposolubilidad, que determina
su toxicocinética y por tanto la posibilidad de alcanzar sus dianas. Los principales
sistemas afectados son el gastrointestinal, neuroldgico central y periférico, heméatico

y renal; algunos de los compuestos metélicos son carcinégenos (Ferrer, 2003)

A su vez, los metales pesados se destacan por su toxicidad sobre los
organismos en los ecosistemas acuaticos (Hellawell, 1992), su efecto se relaciona
con una alteracion de la homeostasis de cationes como Ca*?, Mg*?, afectando el
transporte a nivel de membrana celular (Pane et al., 2003). También afectan los
mecanismos de respiracion disminuyendo la tasa de respiracién, ademas, como en
el caso del cobre, este aumenta la fragilidad de la membrana lisosomal liberando

enzimas hidroliticas (Khangarot & Rathore, 2003).

La realidad es que el mecanismo subyacente de la toxicidad de los metales
pesados no siempre esta claro. Sin embargo, dependiendo de su estado de
oxidacion, pueden ser altamente reactivos y, como consecuencia, toxicos para la
mayoria de los organismos. Y de manera mas general, la toxicidad de estos esta
relacionada, al menos en parte, con el estrés oxidativo inducido en los sistemas
vivos (Quinlan et al. 1988; Robinson et al. 1994; Okamoto y Colepicolo 1998;
Adonaylo et al., 1999; Livingstone, 2001; Wang & Shi, 2001). Asi mismo, pueden
promover el dafio oxidativo al incrementar directamente la concentracion celular de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y reducir la capacidad antioxidante celular
(Pinto et al., 2003).

Muchos factores ambientales pueden inducir estrés oxidativo en la célula por

generacion de O2. Por lo tanto, la modulacion de los niveles de antioxidantes
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constituye una respuesta adaptativa importante para soportar condiciones
adversas. De hecho, el mantenimiento de una alta capacidad antioxidante en las
células se ha relacionado con una mayor tolerancia frente a diferentes tipos de
estrés ambiental (Pedrajas et al. 1993; Dat et al. 1998; Thomas et al. 1999; Pinto
et al., 2003).

2.2.1 Cobre

El cobre (Cu), es un oligoelemento abundante que se produce naturalmente
en la corteza terrestre y en las aguas superficiales. Se puede encontrar como un
metal puro en la naturaleza y tiene una alta conductividad térmica y eléctrica. Los
compuestos de cobre se encuentran generalmente como sales de cobre (Il) (US
EPA, 2019).

El Cu, es un metal de transicion de coloracion rojiza y brillo metalico que, este
puede ser facilmente moldeado o forjado. Posee varias propiedades fisicas que
propician su uso industrial en multiples aplicaciones, siendo el tercer metal, después

del hierro y del aluminio, mas usado en el mundo (Yan & Pan, 2002).

Se puede encontrar en mezclas (llamadas aleaciones) con otros metales
tales como latén (aleacién de cobre y zinc) y bronce. También se encuentra como
parte de otros compuestos formando sales. Estas sales de cobre ocurren
naturalmente, pero también son manufacturadas. La sal de cobre mas comun es el
sulfato de cobre (CuSOs). La mayoria de los compuestos de cobre son de color azul-
verde (ATSDR, 2002).

Sin embargo, este metal puede llegar a incorporarse a un sistema de
abastecimiento de agua por medio de residuos industriales que son vertidos sin
previos tratamientos, lo que posteriormente se deposita en lagos, rios y distintos
acuiferos (Prieto et al., 2009) Estos proceso que influyen en el destino del cobre
sobre los sistemas acuaticos incluyen: complejacion con ligandos organicos e

inorganicos, sorcion de oxidos de metales, arcillas, particulas y material organico,
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bioacumulacién y el intercambio entre los sedimentos y agua. Gran parte del cobre
vertido al agua es en forma de particulas y tiende a sedimentarse, a precipitarse o
es absorbido por la materia orgénica, por hierro hidratado, arcilla y éxidos de
manganeso en el agua o por los sedimentos de la columna de agua (Velasco et al.,
2006).

La US EPA (2019), menciona que el cobre se encuentra comunmente en los
sistemas acuaticos como resultado de fuentes naturales y antropogénicas (Tabla
2):

Tabla 2. Tipos de fuentes de contaminacién del Cobre (US EPA, 2019).

Fuentes naturales Fuentes antropogénicas
Depdsitos geoldgicos Actividades mineras y agricultura
Actividad volcénica Manufactura eléctrica
Meteorizacion Lodos de obras de tratamiento de

propiedad publica

Erosién de rocas y suelos Uso de pesticidas

Otra de las fuentes importantes de cobre en el ambiente marino son las
pinturas antiincrustantes, usadas como recubrimiento para cascos de barcos, boyas
y superficies submarinas, y como un contaminante de cubiertas, pilotes y algunas
estructuras marinas que utilizan maderas tratadas con arsenato de cobre cromado
(CCA) (US EPA, 2019).

De esta manera, el cobre es uno de los contaminantes mas importantes y
potencialmente téxicos (Chang & Sibley, 1993). Por un lado, el Cu es importante
para el crecimiento y desarrollo normal de las plantas y especies acuaticas. Participa
en numerosos procesos fisioldgicos, principalmente en el transporte de electrones
en la fotosintesis, el metabolismo de la pared celular y respiracibn mitocondrial
(Yruela, 2009). Es esencial su papel como cofactor para varias enzimas
relacionadas con el estrés oxidativo como: la catalasa, la superoxido dismutasa o la

peroxidasa (Tchounwou et al.,, 2012). Sin embargo, se ha considerado un
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contaminante importante de los cuerpos de agua, clasificandose como
extremadamente téxico (Heath, 1991), representando un riesgo potencial para la
vida acuética, cuando el exceso de Cu esta presente en las células (Strejckova
et al., 2016).

En los organismos presentes en el ambiente acuatico se ha encontrado que,
en el caso de las microalgas, la toxicidad del cobre esta relacionada principalmente
con los iones libres y su sensibilidad varia entre algas (Chang y Sibley, 1993). A
demas, se encontrd que tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular y un
efecto negativo sobre la fotosintesis de las microalgas presentes en estos
ambientes (Strejckova et al., 2016).

2.2.2 Sulfato de cobre (CuSQOa.)

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC),
La nomenclatura quimica del CuSOa es tetraoxosulfato (VI) de cobre (ll) o conocido
comercialmente como sulfato de cobre, otros nombres incluyen sulfato cuaprico,
vitriolo azul (pentahidratado), bluestone (pentahidratado), bonattite (mineral
trinidratado) y calcantina (mineral pentahidratado), sus propiedades se pueden
observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades Fisicoquimicas del CuSQOa4

Estado fisico Polvo azul Q

Punto de fusion 110 °C L ~ 24
Masa molar 159,6 g/mol O S O~ Cu
Densidad 3603 kg/m?

Solubilidad en 20,7 g/100ml (20°C) O

agua .

Figura 3. Estructura quimica del CuSOa4
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El primer uso registrado de cobre como fungicida fue a mediados de la
década de 1700, y se trataron semillas de cereal con sulfato de cobre
pentahidratado para controlar el mal olor. En la década de 1880, el cientifico francés
Pierre Marie Alexis Millardet descubrid las propiedades fungicidas de amplio
espectro del cobre a partir del uso de sulfato de cobre en forma de mezcla de
Burdeos (sulfato de cobre, cal hidratada y agua). El primer registro para un pesticida
que contiene cobre se emiti6 en 1956. Actualmente, 16 ingredientes activos de
cobre tienen registros activos de uso de alimentos sujetos a reevaluacion de
tolerancia y revision de reinscripcion. Asi, la EPA publicé Guias de registro de
pesticidas con sulfato de cobre como ingrediente activo en marzo de 1896, y para
los compuestos de cobre del grupo I, Guias de registro de pesticidas con cobre del

grupo Il como principio activo en abril de 1987 (US EPA, 2009).

El sulfato de cobre disponible comercialmente mas comun es el sulfato de
cobre (ll) pentahidratado (Figura 4), se utiliza principalmente como fungicida,
bactericida, herbicida acuatico, algicida y molusquicida de amplio espectro para

usar en una variedad de cultivos agricolas, ornamentales y césped (US EPA, 2009).

Figura 4. Forma comercial de CuSO4 (Merck)
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Los principales cultivos en los que se usa el sulfato de cobre, incluyen:
citricos, fresa, tomate, pimiento, arroz, avellana, nuez, melocoton, manzana y uva.
El sulfato de cobre como algicida estd aprobado por la EPA (Environmental
Protecion Agency) para uso en acuicultura (Schnick et al., 1986). Aunque no esta
aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) como agente terapéutico, es
usado masivamente para el control de parasitos protozoarios en especies acuaticas
(Straus, 2003), asi como para disminuir la proliferacion de fitoplancton en aguas

eutroficas (Mazon et al., 2002).

La efectividad terapéutica de CuSOs se reduce a medida que la alcalinidad y
la dureza total se incrementan. Por su parte, la toxicidad del cobre aumenta cunado

disminuye la materia organica, la alcalinidad y la dureza (Velasco et al., 2006).

2.2.3 Mecanismo de accion toxica

Los iones de Cu pueden existir tanto en estado culprico oxidado (Cu?*) o
reducido en estado cuproso (Cu*). Como fungicida y alguicida, el idn cuprico se une
a varios grupos, incluyendo grupos sulfuro, imidazoles, carboxilo, fosfato y grupos
tiol, grupos que dan lugar a la desnaturalizacion no especifica de proteinas, que
conducen a fugas celulares (US EPA, 2009).

Si bien, se sabe gue la toxicidad del cobre en las microalgas generalmente
se manifiesta solo después de la captacién de cobre en la célula (Stauber & Davies,
2000), se sabe poco sobre los sitios especificos a los que se une el cobre en la
membrana de la pared celular de algas, la naturaleza del sitio de accion toxica
(ligando bidtico) o el modo exacto de accion del cobre en las microalgas. La

adsorcion del cobre a las células de algas se describe en por la siguiente ecuacion:
Cu (IDLyater + Xcen = Cu(lDXcen + Livater

Donde: L= ligando y Xcel = sitios en la membrana celular (Sunda, 1989). El

cobre se une rapidamente y no especificamente a muchos sitios en la membrana
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celular, incluidos los grupos carboxilico, sulfhidrilo y fosfato (Crist et al., 1990), y

especificamente a los sitios de transporte de cobre (Levy et al., 2007).

En general, la absorcién de cobre a las superficies celulares se considera
rapida, y es capaza de alcanzar un pseudoequilibrio con el cobre en solucion,
mientras que la internalizacion del metal a través de la membrana plasmatica es
mucho mas lenta. Una vez que el cobre se internaliza, el cobre oxida a los grupos
tiol en el citoplasma, lo que lleva a una disminucion de la proporcion del glutation
reducido a oxidado, que a su vez afecta la formacién del huso y la division celular
(Levy et al., 2007).

Tanto los iones de cobre tanto clprico (Cu?*) como cuproso (cu+), pueden
participar en las reacciones de oxidacion y reduccion. En presencia de superdxido
(O2) o agentes reductores como el acido ascorbico o GSH, el Cu?* se puede reducir
a Cu*, que es capaz de catalizar la formacion del radical hidroxilo (OH*) a partir de
peroxido de hidrogeno (H20:2) a traveés de la reaccion de Fenton y las reacciones de
Haber-Weiss (Bremner, 1998; Gaetke & Chow, 2003):

O2+ Cu?* > 02+ Cu*
Cu* + H202 > Cu?* + OH + OH"

El radical hidroxilo es el radical oxidante mas poderoso que probablemente
surja en los sistemas bioldgicos, y es capaz de reaccionar con practicamente todas
las moléculas bioldgicas (Buettner, 1993). Puede iniciar el dafio oxidativo al extraer
el hidrégeno de un carbono que contiene amino para formar un radical proteico
centrado en el carbono y de un acido graso insaturado para formar un radical lipidico
(Powell, 2000).
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2.2.4 Cromo

El cromo (Cr), es un elemento de transicion ubicado en el grupo VI-B de la
tabla periédica. Las formas estables de Cr son las especies trivalentes de Cr (lll) y
hexavalente de Cr (VI), aunque existen varios otros estados de valencia que son
inestables y de corta duracion en los sistemas biolégicos. El Cr (VI) se considera la
forma més toxica de cromo, que generalmente se asocia con el oxigeno como
oxianiones de cromato (CrO.%) o dicromato (Cr207% ). El Cr (Ill) es menos movil,
menos toxico y se encuentra principalmente unido a la materia organica en

ambientes del suelo y acuéticos (ATSDR, 2012).

El cromo es un metal gris, brillante que es extremadamente resistente a los
agentes corrosivos ordinarios. Este metal es abundante en la corteza terrestre y en
los gases de los volcanes. Las concentraciones ambientales se derivan de su
explotacion en las minas, fundicion de minerales que lo contienen y por sus
aplicaciones industriales. Las emisiones de cromo hacia el aire, agua y suelo son

realizadas por diversas actividades antropogénicas (Jaramillo J. et al., 2008):

e La quema de combustibles fosiles

e Produccion de cemento

e Curtido de pieles

e Produccion de acero inoxidable y aleaciones metalicas

e Produccion de quimicos (como colorantes, pigmentos y plaguicidas),

e cromado electrénico

El cromo, también se puede encontrar en muchos productos de consumo
como (ATSDR, 2012):

e Madera tratada de dicromato de cobre
e Cuero curtido con sulfato de cromo
e Utensilios de cocina de acero inoxidables

e Reemplazo de cadera de metal sobre metal
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Por lo tanto, la exposicion del hombre a este metal es principalmente de
naturaleza ocupacional (Jaramillo J. et al., 2008). Sin embargo, el cromo es un
micronutriente esencial en animales y humanos, esta incluido en el complejo
llamado factores de tolerancia a la glucosa (GFC) y es indispensable para el
metabolismo normal de azlcar, lipidos y proteinas de los mamiferos (Mordenti &
Piva, 1997). Por otro lado, el cromo es un metal no esencial para plantas y
microorganismos, pero pueden ser absorbidos por estos. En altas concentraciones,
se comporta como téxico, mutagénico, teratdgeno y carcinogénico (Cervantes et al.,
2001).

La contaminacion de cromo en todo el mundo ha surgido principalmente de
la practica comun de eliminacién de residuos de diferentes industrias con la forma
dominante de Cr(lll) termodinamicamente estable. Sin embargo, la reciente
deteccion de niveles toxicos significativos de Cr(VI) en aguas superficiales y
subterrdneas en diferentes partes del mundo plantean cuestiones criticas
relacionadas con la disposicion actual de los residuos que contienen cromo. A pesar
de la estabilidad termodinamica de Cr(lll), la presencia de ciertos minerales
naturales, en especial los 6xidos de MnOz2, puede aumentar la oxidacion de Cr(lll) a
Cr(VI) en el medioambiente. Este factor es de interés publico, porque a un pH
elevado, Cr(VI) es biodisponible, siendo esta forma muy movil y, por lo tanto,
representa el mayor riesgo de contaminacion de las aguas (Avudainayagam et al.
2003).

2.2.5 Dicromato de potasio (K2Cr207)

El dicromato de potasio es uno de los principales compuestos de cromo. Es
un compuesto inorganico de formula K2Cr207, caracterizado por ser un poderoso
antioxidante. De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), la nomenclatura quimica del K2Cr207 es heptaoxidodicromato de dipotasio

0 conocido comercialmente como dicromato de potasio, otros nombres incluyen
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dicromato potasico, heptaoxidocromato (VI) de potasio o sal dipotasica del acido

cromico. Sus propiedades fisicoquimicas se pueden observar en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del K2Cr,0O7 O O
Estado fisico Cristal anaranjado \\ /O\ //
intenso I K
4(:\ ? DN
Masa molar 294,18 g/mol O . O
Punto de fusién 398 °C + O O +

K K

Figura 5. Estructura Quimica del K,Cr.O7

Solubilidad en agua 130g/L a 20°C

Es un compuesto i6nico con dos iones de potasio (K*) y el ion dicromato
cargado negativamente (Cr207 "), en el que dos atomos de cromo hexavalente (con
estado de oxidacion +6) estan unidos a tres atomos de oxigeno, asi como un atomo
oxigeno puente (Figura 4) (ATSDR, 2012).

29842

Dicromato
3 de Potasio ACS
([ B

Para uso en laboratorio. Curcle
CAS 7773509 UN 3086

Figura 6. Forma comercial del K,Cr,O7 (Fermont).
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Para su uso comercial (Figura 6), este se puede obtener mediante cloruro de
potasio y dicromato de sodio y por tostado de cromito y carbonato de potasio a una
temperatura entre 900 y 1000°C. También se puede obtener por intercambio de

cation a partir del dicromato de sodio y cloruro de potasio.
El dicromato de potasio se utiliza para (Gunnar & Friberg, 1978):

e Preparar soluciones de limpieza fuertes

e Preparar diversos productos tales como ceras, pinturas, colas, etc.
e Se utiliza en las exhibiciones pirotécnicas con tungsteno y hierro

e Curtido de cuero para el calzado

e Como agente oxidante en el proceso de impresion fotogréafica

2.2.6 Mecanismo de accidn toxica

El cromo es uno de los metales pesados mas toxicos, ampliamente
encontrado en aguas residuales, resultante de los desechos de la industria
principalmente (Barnhart, 1997). Los efectos biolégicos del cromo dependen de su
estado de oxidacién. El estado de oxidacion trivalente (Cr Ill) es la forma mas
estable, es esencial para los mamiferos a concentraciones traza y relativamente
inmovil en los sistemas acuaticos, debido a su baja solubilidad en agua. EI Cr (VI)
es considerado la forma més toxica del metal, debido a que atraviesa facilmente las
membranas biologicas y puede ser transportado activamente al interior de las

células por medio del transportador sulfato (ATSDR, 2012).

Los mecanismos de toxicidad del cromo son muy complejos. Estan mediados
en parte por el potencial redox del Cr (VI), que contribuye a la mayor potencia toxica
de este, en relacion con el Cr (lll), ya que una vez que el metal esta en el interior de
las células, el cromo (VI) se reduce rapidamente a cromo (lll). Estas reacciones
comunmente involucran especies intracelulares, como ascorbato, glutatibn o
aminoacidos (ATSDR, 2012)
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Se ha propuesto que la toxicidad del Cr VI se debe a que, al igual que otros
metales, produce estrés oxidativo. En este proceso dentro de las células se general
intermediarios reducidos de cromo que, en presencia de H202, funcionan como

catalizadores de una reaccion tipo Fenton (Figura 7), llevando a la forma de

Electron
Transport
Cd*?
ph*2 Haber-Weiss
Hg*? Cycle
0,
A Mechanism
H20;
H,0 + 1750, GHO H20 +MDAsC
\ 4
HzO + GSSG

Figura 7. Induccidon de ROS en las células causado por metales pesados (Pinto et al., 2003).

especies reactivas de oxigeno (ERO). Conduce el consecuente dafio oxidativo,
produciendo peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas y dafios a los acidos
nucleicos (Gutiérrez & Cervantes, 2008).

La formacion de estos radicales libres, que conducen al estrés oxidativo,
pueden ser responsables de muchos de los efectos nocivos del cromo en las
células, incluida la peroxidacion de lipidos y las alteraciones en la comunicacion

celular, las vias de sefalizacion y el citoesqueleto (Viti & Giovannetti, 2001).

En mamiferos, se cree que los productos de reduccion metabdlica del cromo

(VI) como los radicales libres, Cr (V) y el Cr (lll) recién generado son en parte
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responsables de los efectos cancerigeno. De tal manera que los radicales libres, el
Cr (V) y el Cr (lll) pueden provocar dafios estructurales en el DNA, dafos
funcionales y otros efectos celulares (ATSDR, 2012).

Por otra parte, el Cr (lll) es relativamente inocuo debido a su solubilidad e
incapacidad para atravesar las membranas bioldgicas; dicha especie constituye un
oligoelemento indispensable para los procesos bioquimicos y fisiolégicos en células
superiores, en cantidades muy pequefias. ElI Cr (lll) especificamente tienen
acciones en el metabolismo de la glucosa, el colesterol y los acidos grasos, ademas
de desempefiar un papel importante en diferentes reacciones enzimaticas
(Gutiérrez & Cervantes, 2008).

2.2.7 Cadmio

El cadmio (Cd), es un metal encontrado en la corteza terrestre, presente en
varios tipos de rocas, lodos de sedimentacion, carbones y petréleos. Se obtiene
como subproducto del tratamiento metallurgico del zinc y del plomo (ATSDR, 2002).

El metal es de color blanco plata, brillante, maleable y muy docil. Pertenece
al grupo 1l B de la Tabla periédica y en su comportamiento analitico se parece mas
al zinc que al mercurio. En sus compuestos actia normalmente con el grado de
oxidacion Il (Pinto et al., 2003).

En lo ambiental, el cadmio es un elemento relativamente raro en la litosfera.
Por afinidad quimica, se le encuentra junto al zinc, en proporciéon muy variable. Las
principales fuentes de contaminacion son (Tukaj et al., 2007; Jaramillo J. et al.,
2008):

e Mineria
e La fabricacion de fertilizantes fosfatados
e Laincineracion de residuos de madera, carbon, plasticos

e La combustion de aceite y gasolina
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e EI recubrimiento y revestimiento de otros metales (fierro, acero y
cobre)

e En aleaciones no ferrosas y dispositivos fotovoltaicos

e Pigmentos para vidrios, ceramicas y pinturas

e Como estabilizante de plasticos

e En la produccion de baterias, soldaduras, amalgamas dentales,

lamparas incandescentes y municiones para armas

Los compuestos mas comunes del cadmio son cloruro de cadmio (CdCl2) y
el sulfato de cadmio (CdSOQ4), estos son solubles en agua (ATSDR, 2002).

En el aire, el cadmio (como éxido, cloruro y sulfato) existirh como particulas
0 vapores (de procesos de alta temperatura). Se puede transportar largas distancias
en la atmosfera, donde se depositaré en las superficies del suelo y agua (ATSDR,
2002).

En el suelo, el cadmio y sus compuestos pueden viajar a través del suelo,
pero su movilidad depende de varios factores, como el pH y la cantidad de materia
organica, que variaran segun el entorno local. Generalmente el Cadmio se une
fuertemente a la materia organica, donde estara inmévil en el suelo y sera absorbido
por la vida vegetal, eventualmente, ingresando al suministro de alimentos (Tukaj
et al., 2007).

En el caso de las plantas, la toxicidad del cadmio se manifiesta en la
degradacion de la clorofila, la inhibicion de la fotosintesis y la direccién del
metabolismo a la sintesis de compuestos protectores como la lignina o los
flavonoides (Chmielowska-Bgk et al., 2013).

En el agua, el cadmio existe como el ion hidratado o como complejos
organicos con otras sustancias inorganicas u organicas. Las formas solubles migran
en el agua y las formas insolubles de cadmio son inmdviles y se depositaran y
absorberan en los sedimentos. En microorganismos habitantes de aguas dulces, el
cadmio incluso en concentraciones muy bajas, se caracteriza por ser bioacumulable

y transferirse a lo largo de la cena tréfica (Tukaj et al., 2007).
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2.2.8 Cloruro de cadmio (CdCly)

De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC),
la nomenclatura quimica del CdClz es dicloruro de cadmio o conocido
comercialmente como cloruro de cadmio, otros nombres incluyen cloruro de cadmio

(). Sus propiedades fisicoquimicas se pueden observar en la Tabla 5.

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del CdCl..

Apariencia fisica Solido blanco, higroscépico, inodoro
Densidad 4047 kg/m3; 4,047 g/cm3

Masa molar 183.32 g/mol

Solubilidad en agua 1.48 g/100 g (20 °C)

Punto de fusion 841 K (568 °C)

El cloruro de cadmio es un compuesto cristalino que se presenta en forma
sélida cuya formula quimica es CdClz. Es ligeramente soluble en alcohol y se
disuelve bien en agua y en otros disolventes polares. Entre sus principales
aplicaciones se encuentras (Cavas et al., 2005):

e Fotocopias
e Sintesis de cetonas

e Pigmento inorganico

El cadmio, el metal pesado méas estudiado, es un elemento no esencial, no
beneficioso y con un alto potencial toxico (Tukaj et al., 2007). Se ha demostrado que
presenta efectos cancerigenos en humanos por la de Sustancias Toxicas y Registro
de Enfermedades (Chmielowska-Bak et al., 2013).

2.2.9 Mecanismo de accion toxica

La toxicidad en agua esta controlada por la concentracion de cadmio libre, la

cual a su vez esta condicionada a la dureza del agua. De acuerdo con este hecho,
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los organismos de agua dulce resultan mas afectados que los organismos de aguas
marinas (ATSDR, 2002).

La exposicion a este metal pesado toxico conduce a numerosas alteraciones
en el funcionamiento de las células, como: la generacion de especies reactivas de
oxigeno, trastornos en la estructura y funcionamiento de la membrana, inhibicién de
la respiracion, alteraciones en la homeostasis idnica y perturbaciones en la division
(Ramirez, 2013).

Al menos algunos de los efectos toxicos causados por el estrés de cadmio
podria deberse a su capacidad para imitar iones esenciales divalentes como el Zn?*,
Cu?*y Fe?* para competir por los sitios de unién de los transportadores. Pudiéndose

distinguir dos tipos de mimetismo a nivel celular (Bridges & Zalups, 2005):

e Elmimetismo idnico, es la capacidad de los iones no unidos para imitar
otros iones o elementos. Un ejemplo de tal proceso es la entrada de
cadmio en la célula a través de transportadores predestinados para
elementos esenciales. Por lo tanto, puede conducir a alteraciones en
la homeostasis y distribucion de los minerales.

e El mimetismo molecular, a su vez, consiste en reemplazar a otros

metales en moléculas bioldgicas.

De esta manera, el cadmio, puede alertar las vias de transduccién de sefiales
y contribuir a la citoxicidad de varias maneras. Finalmente, la sustitucién de iones

esenciales por Cd?* puede llevar a (Chmielowska-Bgk et al., 2013):

a. Alteraciones de la estructura de la molécula diana
b. Imitacion de accién del ion esencial y activacion de la molécula
objetivo

c. Liberacion de los metales esenciales

Por otro lado, una de las respuestas mas comunes de los microorganismos
a la exposicion del cadmio es la generacion de especies reactivas de oxigeno. La
acumulacion excesiva de ROS, conduce a un estrés oxidativo que, a su vez, causa

lesiones en diversas moléculas biolégicas, como la peroxidacion de lipidos y el dafio
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oxidativo de las proteinas y al DNA. Estas lesiones conducen a la filtracion de la
membrana, a la homeostasis de iones perturbados, a la inactivacién de las enzimas

y al aumento de la tasa de mutaciones (Scandalios, 2002).

Finalmente, el cadmio no tiene actividad reduccidén-oxidacion, pero puede
reemplazar a los metales activos por redox en moléculas biologicas y, como
consecuencia, aumentar los niveles intracelulares de los metales. Por lo tanto, es
posible que contribuya al estrés oxidativo a través de la liberacion de metales redox
(como el cobre y el fierro), resultantes de su sustitucion en moléculas biologicas
(Chmielowska-Bak et al., 2013).
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2.3 BIOENSAYOS

Segun Paracelso (1493-1541) “a dosis hace el veneno” o sea ninguna
sustancia quimica es toxica si la dosis es demasiada baja, y por otro lado todas las
sustancias quimicas son téxicas si la dosis es suficientemente alta. Efectivamente
la relacién entre la cantidad del contaminante a la cual un organismo esta expuesta
y el grado de los efectos toxicos producidos es uno de los conceptos béasicos de
ecotoxicologia y es la base de la evaluacion del riesgo toxicologico (Huovinen &
Gbmez, 2017).

Los bioensayos de toxicidad son una de las herramientas mas utilizadas en
ecotoxicologia para evaluar la toxicidad y relacionar la concentracion del xenobiético
con la respuesta bioldgica (relacion concentracion-respuesta) (Huovinen & Gomez,
2017). Como disciplina, ha proporcionado protocolos de pruebas estandarizadas
para estudios de toxicidad de especies Unicas representativas de diferentes niveles
taxonomicos (Altenburger etal.,, 1996). En este contexto, los ensayos de
biotoxicidad han adoptado una importancia creciente en la evaluacion de la toxicidad
potencial de muestras medioambientales, puesto que son rapidos y no necesitan la
completa caracterizacion quimica de las mismas (Boluda, R. et al., 2002). Sin
embargo, algunos autores (Pedersen et al., 1988; Ruiz et al., 1997) indican la
necesidad de combinar los ensayos ecotoxicolégicos y quimicos para evaluar dicha
toxicidad potencial y establecer su naturaleza. Estos ensayos aspiran a la prediccion

realista del comportamiento de sustancias toxicas en el medioambiente.

Actualmente, los resultados de los bioensayos son aceptados como
estimaciones conservadoras de los efectos potenciales de las sustancias en el
medio ambiente y se reconoce su utilidad para los programas de monitoreo
ambiental, la construccion de bases de datos para la comparacion de la sensibilidad
de las especies a los contaminantes, asi como para la regulacion de substancias
toxicas (Romero & Cantu, 2004). Asi mismo, las pruebas biologicas pueden ser
utilizadas para evaluar la biodisponibilidad de contaminantes, inclusive en muestras
con mezclas complejas, mediante una gran diversidad de respuestas a distintos

niveles de organizacion biolodgica, que van desde alteraciones bioquimicas,
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moleculares vy fisioldgicas hasta los parametros poblacionales entre muchos otros

aspectos (Ramirez & Mendoza, 2008).

Desde el punto de vista regulatorio las pruebas biolégicas pueden utilizarse
para establecer criterios de calidad ambiental, para controlar descargas de aguas
residuales municipales e industriales, para regular el uso y produccion de sustancias
quimicas y para enjuiciar y defender actividades relacionadas con los
contaminantes. Por ultimo, las industrias pueden incorporar las pruebas biologicas
a su proceso de toma de decisiones con respecto al desarrollo, manufactura y
comercializacion de sus productos (Rand & Petrocelli, 1985). De esta manera, se
han formulado estandares actuales para la emisién e inmisién de contaminantes a
cuerpos de agua, asi como los criterios de calidad del agua para la proteccién de la
vida acuatica (Altenburger etal.,, 1996).Por un lado, la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), ha identificado que varias de las
actividades que son de su competencia, tales como la revision de estudios
ecotoxicoldgicos para el registro de nuevos plaguicidas, el analisis de estudios de
evaluacion de riesgo ecoldgico, la caracterizacion de los residuos industriales, la
evaluacion de la contaminacion por emisiones, fugas, derrames y descargas, entre
otras de compuestos organicos e inorganicos, requieren de procedimientos
estandarizados para medir los impactos que ocasionan sobre los organismos y los
ecosistemas (SEMARNAT, 1999), proporcionando asi la NOM-001-SEMARNAT-
19996 para la descarga de aguas residuales en cuerpos de agua establece los
limites maximos permisibles de contaminantes, con el objetivo de proteger su
calidad y posibilitar sus usos, y es de observancia obligatoria para los responsables
de dichas descargas. A demas, la USEPA, ha desarrollado procedimientos
especificos y detallados para limitar las descargas en funcién de objetivos de calidad
aceptables para el cuerpo receptor. Asimismo, ha elaborado modelos para la
estimacion de concentraciones permisibles de xenobidticos en el ambiente

(Montvydiene & Marciulioniené, 2004).
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Segun Ramirez & Mendoza (2008), existen caracteristicas especificas que

deberian de tener las pruebas ecotoxicologicas y las categorizaron en orden de

importancia de acuerdo a los siguientes aspectos:

e Ser capaces de generar resultados ecolégicamente significativos

e Ser capaces de generar informacion defendible desde el punto de

vista cientifico y legal

e Estar basados en métodos disponibles rutinariamente y ser de amplia

aplicacion

e Ser predictivas de efectos ecoldgicos

e Ser aplicables a una amplia variedad de compuestos

e Ser simples y costo-efectivas

De igual manera, existen criterios que ayudan a la selecciébn de los

bioensayos para las evaluaciones ecotoxicologicas de sustancias quimicas,

categorizandolas en la tabla 1.

Tabla 6. Criterios para la seleccion de bioensayos en el laboratorio para la evaluacion
toxicolégica de sustancias quimicas (Ramirez & Mendoza, 2008).

Factibilidad

De los organismos

Zaida Irazu Téllez Pérez

¢ Bajo costo

e Materiales y reactivos disponibles en la localidad
e Tiempo maximo de desarrollo

e Procedimiento de prueba simpe

e Facilidad en la evaluacion de la respuesta a medir

e Facil obtencién y mantenimiento

¢ Representativo ecoldgico
o De un grupo funcional o taxonémico
o De una ruta de exposicion

Informacion sobre su sensibilidad a una amplia gama
de compuestos téxicos

Respuesta relevante a los compuestos toxicos
Sensibilidad a bajas concentraciones

Informacion sobre su biologia

Condiciones presentes en los ecosistemas mexicanos
Concentraciones quimicas reales a las del medio
ambiente

Técnicamente seguros y no contaminantes
Posibilidad de ser estandarizados
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De la prueba e Buena exactitud, precisién analitica y de aplicacion
universal
¢ Significado ecoldgico de los resultados
e Buenas practicas de laboratorio
o Requerimientos minimos de
sobrevivencia/reproduccién en pruebas y testigos
o Edades o etapas de la vida requeridos al inicio de la
prueba
o Comprobacion de concentraciones nominales

Segun Huovinen & GoOmez (2017), los bioensayos principalmente se
clasifican de acuerdo a la duracién o tiempo de exposicion de estos y del organismo

a utilizar y su ciclo de vida, ademas de los parametros a medir:

e Toxicidad aguda, se produce dentro de un periodo corto generalmente la
respuesta del organismo es rapida a una exposicién a corto plazo que
varia de 24 a 96 horas

e Toxicidad cronica, se desarrolla durante una exposicion prolongada del

xenobiético
Mientras que las respuestas biol6gicas que se miden pueden ser:

e Letales (mortalidad)

e Subletales (Crecimiento)

Por otro lado, segun (Riva, 1991), el disefio de los bioensayos para la
prediccién de riesgo en el ambiente acuatico, debera cuantificar la toxicidad de
acuerdo a los ecosistemas acuaticos o terrestres ademas de los productos de
transformaciéon. Y para observar las posibles interacciones se realizaran las

siguientes pruebas:
e Magnificacion
e Sinergismo
e Antagonismo

e Detoxificacion
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A demas, los bioensayos de toxicidad proveen de estimaciones sobre la
concentracion (CLso 0 concentracion letal media, Clso 0 concentracion inhibitoria) o
dosis (DLso 0 dosis letal media) que es letal para el 50% de los organismos o
poblacion. A demas, ofrecen informacion sobre las concentraciones mas altas que
no generan toxicidad (NOEC) y las mas bajas que causan efecto (LOEC), siendo de
gran utilidad para estimar niveles de exposicion que no implican riesgo (Huovinen &
GOmez, 2017).

La interpretacion de los resultados de bioensayos de toxicidad requiere
considerar ciertas restricciones, tales como la dificultad de extrapolar los resultados
obtenidos en laboratorio con organismos de cultivo a las condiciones naturales
(Huovinen & Gomez, 2017). Es por ello que en un inicio la calidad del agua se evalu6
mediante datos fisicoquimicos, donde estos analizan basicamente los efectos de la
contaminacion a corto plazo. Sin embargo, desde principios del siglo pasado,
mediante investigaciones, se encontré que los organismos indicadores de calidad
del agua determinan los efectos de los impactos en el ecosistema acuatico a través
de un tiempo mas prolongado. La informacion biolégica generada, a partir de los
también llamados bioindicadores, no reemplaza los andlisis fisicoquimicos, pero si
reduce costos por lo que estos estudios son importante en el monitoreo de la calidad

del agua (Vazquez et al., 2006).

2.4 BIOINDICADORES

La mayoria de los procedimientos utilizados en toxicologia son llevados a
cabo sobre mamiferos, pero esta creciendo la presién publica para minimizar la
utilizacién de vertebrados en ensayos de ecotoxicidad (Walter et al., 1998; Repetto
et al., 2001) y el interés cientifico en promocionar el estudio de los efectos de las
sustancias quimicas sobre organismos terrestres (incluyendo vegetales) y
ambientes acuaticos. Las alternativas mas prometedoras en ecotoxicologia abarcan

la utilizacién de unos pocos organismos con sensibilidad limitada y/o que no estan
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protegidos por la legislacion. Estos incluyen bacterias, hongos, algas, plantas y

animales invertebrados (Repetto et al., 2001).

Dicho lo anterior, los bioindicadores pueden definirse como especies o
comunidades que particularmente, por su presencia, proporcionan informacién
sobre el entorno fisico y/o quimico circundante en un sitio en particular (Bellinger &
Sigee, 2015). La determinacién de una especie como bioindicador requiere de
conocimiento previo respecto a su composicion comunitaria bajo condiciones
normales, incluyendo el ciclo de vida de las especies, su estacionalidad y sus
variaciones naturales, de manera que sea posible comparar las condiciones antes
y después de una perturbacion ambiental (Vazquez et al., 2006). En el contexto del
cambio, los bioindicadores pueden ser considerados como marcadores de alerta
temprana que reflejan el estado de "salud" de un sistema acuatico (Bellinger &
Sigee, 2015).

La base de las especies individuales como bioindicadores reside en su
preferencia o tolerancia por habitats particulares, su sensibilidad, especificidad y
facil monitoreo mas su capacidad para crecer y superar a otras especies en
condiciones particulares de la calidad del agua (Vazquez et al., 2006; Bellinger &
Sigee, 2015). En cada regidon existen especies facilmente identificables en las
alteraciones causadas por el hombre. La declinacién puede deberse a la mala
calidad del agua, a la degradacion del habitad o a la combinacién de estos dos
factores (Vazquez et al., 2006).

De acuerdo con Roldan (1999), existen caracteristicas ideales que debe

cumplir un bioindicador:

e Deben ser abundantes, de amplia distribucion y faciles de recolectar

¢ Relativamente faciles de identificar, si se comparan con otros grupos
menores

e Ser sedentarios en su mayoria y reflejar las condiciones locales

e Ser apreciables a simple vista

e Se podran cultivar en el laboratorio
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e Varian poco genéticamente

¢ Responderan rapidamente a los tensores ambientales

La ventaja del uso de bioindicadores como herramienta para determinar la
calidad del agua e implementar acciones sobre la recuperacion son variadas
(Vazquez et al., 2006):

e La facil colecta y registro de informacion biologica puede realizarse
por personas ajenas a la biologia

e Las comunidades biologicas reflejan las condiciones del sistema
(fisicas, quimicas, biologica y ecolégica)

e El biomonitoreo permanente de las comunidades resulta ser
econdémico comparado con los analisis fisicoquimicos

e La informacion resultante puede expresarse por medio de indices

biéticos que expresan la calidad del agua mediante escalas numéricas

Existen muchos tipos de bioensayos que son accesibles y pueden realizarse
en el campo o en el laboratorio y monitorearse de forma automatica o manual. Los

organismos que participan en tales ensayos incluyen (Kokkali, 2011):

e Algasy plantas
e Microorganismos

e Invertebrados

Los efectos adversos de los productos quimicos en los organismos acuaticos
con el objetivo de evaluar y predecir los impactos en los ecosistemas acuaticos.
Como disciplina de especies Unicas representativas basadas en laboratorio con
zooplancton y fitoplancton (Altenburger et al., 1996).

2.4.1 El fitoplancton
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El fitoplancton abarca el muy diverso grupo polifilético de los protistas
fotosintéticos microscopicos (algas) y las cianobacterias. Las primeras células de
fitoplancton (cianobacterias marinas), probablemente aparecieron hace casi 3 mil
millones de afios (Hedges et al., 2001). Desde entonces, el fitoplancton ha sido
sometido a una diversificaciéon dramatica (como fundador del linaje de las plantas
terrestres) y numerosos eventos de extincion, y conquisto el reino del agua dulce.
Hoy en dia, representan aproximadamente la mitad de la productividad primaria de
la Tierra (Falkowski et al., 2004, Katz et al., 2004).

La composicion del fitoplancton afecta profundamente a la comunidad de los
ciclos biogeoquimicos de muchos elementos, como carbono, nitrégeno y fosforo, ya
que los principales grupos funcionales tienen diferentes necesidades y modos de
adquisicién de estos elementos (Falkowski et al., 2004). Muchas cianobacterias son
capaces de fijar nitrdgeno atmosférico y aumentan en la columna de agua (Howarth
et al., 1988; Capone et al., 1997; Herrero y Flores 2008).

Las diatomeas tienen una mayor eficiencia de captura de carbono en el
océano profundo, debido a que sus conchas de silice hacen que se hundan mas
rapido que otros grupos de fitoplancton (Smetacek, 1999), con un efecto directo
sobre el clima global (Falkowski et al., 1998). Grupos de fitoplancton también
difieren en su comestibilidad y el valor nutricional de los niveles tréficos superiores
(Sterner y Elser, 2002). Finalmente, muchas especies de fitoplancton pueden
producir toxinas que afectan negativamente a la calidad del agua y a niveles troficos

superiores (Anderson et al., 1998, Huisman et al., 2005).

Debido a que la composicion del fitoplancton afecta al funcionamiento de los
ecosistemas acuaticos y al clima global, es importante entender los factores que
rigen la dinamica del fitoplancton. Inducido por el hombre, el cambio global es
probable que rapidamente altere la estructura de la comunidad fitoplanctonica
(Litchman et al., 2006) y, por tanto, la necesidad de comprender la reorganizacion
del fitoplancton de la comunidad en el cambio climatico se hace alin mas urgente.
Méas alla de estas preocupaciones practicas, muchas de las preguntas

fundamentales de la ecologia han sido formuladas y contestadas utilizando el

Zaida Irazu Téllez Pérez 37|Pagina



QFB UMSNH 2019

fitoplancton como un sistema modelo. La llamada “Paradoja del Plancton” de

Hutchinson (1961), que se hacia la pregunta de por qué muchas especies de
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Figura 8. Exclusion competitiva. Crecimiento de poblaciones de Paramecium (P. Aurelia

y P. caudata) en cultivos separados (a) y cultivos combinados (b) (Hernandez, 2015).
fitoplancton pueden coexistir s6lo en unos pocos recursos, en contra del principio
de exclusion competitiva (Figura 8). Pues bien, ello derivé a que el fitoplancton fuera
una de las primeras aplicaciones de la teoria de la competencia de los recursos
(Tilman, 1977, 198 2; Tilman et al., 1982).

Igualmente, los principios fundamentales de la interaccion trofica, como
depredador-presa o depredador-clave también se han abordado con frecuencia en
el fitoplancton (Leibold, 1996). Los principales avances en la estequiometria
ecoldgica se hicieron usando un fitoplancton-zooplancton de ecosistemas de agua
dulce (Sterner y Elser, 2002). El fitoplancton es un excelente sistema modelo para
abordar cuestiones ecologicas tan fundamentales debido a su pequefio tamafo,
tiempos cortos de generacién, un gran numero de poblacién, y la facilidad de
manipulacion en condiciones controladas de laboratorio. Ademas, de que es el
primer eslabon que soporta la cadena trofica acuatica (Figura 9), representando la
base de la produccién fotosintética de gran parte del Oz y fijacién de CO2 del planeta.
De esta manera, cualquier alteracibn sobre el fitoplancton produciria un

desequilibrio potencial en los niveles tréficos superiores con consecuencias
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negativas para la estabilidad del ecosistema (Franklin et al., 2000; Cortés et al.,
2018).

Consumidores
secundarios

Consumidores Primarios
(Zooplancton)

Productores
(Fitoplanton)

Figura 9. Cadena tréfica.

2.4.2 Microalgas verdes

Las algas estan ampliamente presentes en ambientes de agua dulce, como
lagos y/o rios, donde tipicamente estan presentes como microorganismos, aunque
relativamente poco visibles, tienen una gran importancia en el medio ambiente de

agua dulce (Bellinger & Sigee, 2015).

El término “alga” no es estrictamente un término taxondmico, sino que se usa

como una etiqueta inclusiva para varios filos diferentes, estos organismos incluyen
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tanto procariotas (células que carecen de un ndcleo unido a la membrana) como
eucariotas (células con un nucleo mas organulos tipicos unidos a la membrana)
(Bellinger & Sigee, 2015) como las microalgas verdes, las microalgas rojas, las
diatomeas y los dinoflagelados o las cianobacterias procariotas (Miazek et al.,
2015).

Estos microrganismos fueron los responsables del cambio en la composicion
de la atmésfera primitiva hace unos 3500 millones de afios, aumentando el nivel de
oxigeno, originando una atmosfera rica en este gas, que ha permitido el desarrollo
de la vida tal como la conocemos. Son responsables de al menos de la productividad
primaria del planeta (Agah et al., 2009).

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que utilizan la luz solar
para convertir el CO2 de la atmésfera en carbono orgénico. Atendiendo a la fuente
de energia y de carbono de las microalgas se pueden cultivar en distintos modos
(Miazek et al., 2015):

e Autotrdéfico: utilizan luz, natural o artificial, como fuente de energia y
CO2 como fuente de carbono.

e Mixotrofica: las microalgas realizan la fotosintesis, pero en presencia
de una fuente de carbono organico.

e Heterotrofico: La energia y el carbono se obtiene de la oxidacion de
sustratos organicos. No todas las especies de microalgas pueden
crecer en heterotrofia, ya que los costes de operacion y riesgos de

contaminacion son elevados.

Debido a su posicion clave como productores primarios en sistemas
ecologicos acuaticos, las microalgas son indicadoras sensibles del cambio
ambiental y, por tanto, son especies de prueba importantes para la evaluacion

reguladora de metales (Levy et al., 2007).

Dentro de los ecosistemas de agua dulce, las algas aparecen como
organismos de flotacion libre (plancténicos) o asociados a sustratos (en gran parte

bénticos) (Bellinger & Sigee, 2015). Son organismos simples, sin diferenciacion en

Zaida Irazu Téllez Pérez 40|Pagina



QFB UMSNH 2019

raices, tallos y hojas, y sus 6rganos sexuales no estan encerrados dentro de
cubiertas protectoras. En términos de fisiologia, son fundamentalmente autotrofos
(obtienen todos sus materiales de fuentes inorganicas) y generan compuestos de
carbono complejos a partir de dioxido de carbono y energia luminosa (Tuchman,
1996).

Las algas de agua dulce proporcionan dos tipos principales de informacion

sobre la calidad del agua (Bellinger & Sigee, 2015):

e Informacion a largo plazo, en el caso de un lago templado, por
ejemplo, la deteccion de una intensa floracion de microalgas es
indicativo de un estado preexistente de alto contenido de nutrientes.

¢ Informacion a corto plazo, como el cambio ambiental. La deteccién de
un cambio en los afios subsecuentes desde un bajo a un alto dominio

de microalgas puede indicar un cambio en el estado eutrofico.

En el ambiente de agua dulce, las algas verdes (Chlorophyta) varian en
tamafio desde organismos unicelulares microscopicos hasta grandes colonias
globulares y extensos crecimientos filamentosos. Se caracterizan por una
coloracién verde fresca debido a la presencia de clorofilas como la clorofila ay b
(Tabla 7), que no estan ocultas por pigmentos accesorios como el -caroteno y
otros carotenoides. En los casos en que las algas tienen una exposicion excesiva
alaluz los pigmentos carotenoides pueden ser fotoprotectores y aparecer en niveles
altos, oscureciendo las clorofilas y dando un color rojo brillante al alga (Bellinger &
Sigee, 2015).

Tabla 7. Tipo de clorofila presente en microalgas y cianobacterias (Miazek et al., 2015)

Tipo de clorofila Variedad de microalga Taxonomia
a,b Chlorella vulgaris Microalga verde
a,cl,c2 Phaeodactylum tricornutum Diatomea
a,cl,c2 Kryptoperidinium foliaceum Dinoflagelada
a,cl,c3 Karenia mikimotoi Dinoflagelada
a,d Acaryochloris marina Cianobacteria
a,f Halomicronema hongdechloris Cianobacteria
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Ademas de su pigmentacion caracteristica, Bellinger & Sigee (2015),
mencionan que las algas verdes también tienen una serie de divisiones citologicas

distintivas:

e Los flagelos, cuando estan presentes, se presentan en pares. Estos
son de igual longitud sin pelos tubulares tripartitos y tienen una
estructura similar. Algunos géneros tienen cuatro o incluso ocho
flagelos, pero esto es inusual.

e Los cloroplastos varian en forma, tamafio y numero. Tienen una doble
membrana externa, sin reticulo endoplasmatico periplastidal.

e La produccion y el almacenamiento de la reserva fotosintética
(almidén) ocurren dentro del plastido, con granulos frecuentemente
agrupados alrededor del pirenoide. En todas las algas eucariotas, el
material de almacenamiento se produce principalmente en el

citoplasma general.

Aunque la motilidad se asocia normalmente con la posesion de flagelos,
algunas algas pueden moverse sin la ayuda de flagelos por la secreciéon de mucilago
de la superficie. En muchas algas, la presencia de mucilago en la superficie, es
importante para aumentar el tamafio global de las células/colonias e influir en la
forma (Bellinger & Sigee, 2015).

Las preferencias de habitat de las algas verde contemporaneas, son
frecuentemente Utiles para proporcionar informacion sobre las caracteristicas
fisicoquimicas del medio ambiente acuético. Las algas verdes filamentosas, por
ejemplo, a menudo dominan ambientes estresados por la eutrofizacion cultural, la

acidificacion y la contaminacion por metales (Cattaneo et al., 1995).

El tamafio y la forma, junto con otras caracteristicas fenotipicas importantes,
son claramente importantes en la clasificacién e identificacién de las especies de
algas. A nivel funcional y ecoldgico, el tamafio y la forma también son importantes

en términos de intercambio de solutos y gases, absorcion de luz, tasas de

Zaida Irazu Téllez Pérez 42 |Pagina



QFB UMSNH

O]

3
Sphere: V = =A /6
Sphaerocystis schroeteri

k;

ol

i
Ellipsold : V = AB /6
Scenedesmus bijuga, Euglena

9]

B
Rod: V==AB /4 Two cones: V=AB /12
Melosira granulata, Cyclotella Ankistrodesmus falcatus
A
A
— s

B

Single cone: V= xAB /12
Hom of Ceratium hirundinella

Rk

Irregular: V=B8CA — B + /4. B)
Achnanthes BIC — face/side view

Ellipsold/cone: V = [x8 (A+B/2))

Rhodomonas minuta, Synura

2L

2
Irregular: V=xAB /9
Peridinium

2019

crecimiento y division celular, sedimentacion en la columna de agua y motilidad de

células/colonias (Sigee, 2004).

Las microalgas demuestran una amplia gama de formas y varian en varios
ordenes de magnitud en tamafio (Figura 10). La estimacion de biomasa tradicional
mas comunmente utilizada para microalgas es el biovolumen celular, que se calcula
para microalgas a partir de dimensiones lineales medidas microscépicamente
(Hillebrand et al., 1999). La unidad medida de biovolumen depende del tamafio y la
forma, que varia mucho de una especie a otra, incluso entre diferentes individuos
(Sun, 2003).

Las células de microalgas son capaces de sintetizar numerosos compuestos
en cantidades mas altas, como respuesta a condiciones de estrés tales como alta
temperatura, alta salinidad, falta de nutrientes y también estrés por metales. Sin
embargo, las condiciones de estrés también pueden tener efectos negativos en el

crecimiento de las microalgas (Miazek et al., 2015).
Figura 10. Ejemplos comunes de formas estandar para el célculo de
biovolumen de microalgas (Bellinger & Sigee, 2015)

Por otro lado, los metales a bajas concentraciones pueden estimular el
crecimiento y la produccion de compuestos objetivo, pero la sobredosis de metales

tiene efectos perjudiciales y letales en los cultivos de microalgas. La respuesta de
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las células microalgales a la presencia de metales depende de muchos factores,
como las condiciones de cultivo, la disponibilidad de nutrientes, la presencia de
compuestos organicos y la capacidad de tolerancia de determinadas cepas (Miazek
et al., 2015).

La acumulacion de metales en células de microalgas consiste en dos

mecanismos (Figura 11):

e La adsorcion de metales en la superficie de la pared celular que
contiene grupos funcionales (carboxilo, hidroxilo, fosfato, amino,
sulfhidrilo)

e La absorcion de metales dentro de las células mediante sistemas de

transporte de metales

Los metales en las células de microalgas pueden causar la formacion de
especies reactivas de oxigeno, que interactian con los lipidos, proteinas y acidos

nucleicos, resultando en su degradacion.

o w

@ Metal ion

@ Binding group

Vacuole

Figura 11. Mecanismo y diferentes grupos funcionales que participan en la biosorcién de
iones metéalicos en microalgas (SH-, COO-, OH-, PO43-, etc.) (Zeraatkar et al., 2016).

La mayoria de los estudios sobre aguas dulces, han utilizado la comunidad
fictoplancténica para la evaluacion ambiental contemporanea, ya que es la principal
biomasa de algas, se toman muestras facilmente en sitios a lo largo de estos
ecosistemas y muchas especies plancténicas tienen preferencias ecoldgicas
definidas. Asi como la determinacion de la biomasa del fictoplancton es importante

ya que proporciona informacién sobre la productividad primaria del sistema acuatico
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y la cantidad del material organico disponible para el consumo del resto de la cadena
trofica (Bellinger & Sigee, 2015)

2.4.3 Scenedesmus intermedius

Imperio Eucariota
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Filum Chlorophyta C
Clase Clorophyceae 4 )
Orden Sphaeropleales (. o.
Familia Scenedesmaceae 4 - )
Género Scenedesmus (o
Especie Scenedesmus - \_)
intermedius

Tabla 8. Taxonomia de Scenedesmus
intermedius (Guiry, 2019).

Scenedesmus intermedius es un .

fictoplancton  representante de las -
microalgas verdes, en la clase Clorophyceae de familia Scenedesmaceae y de
género Scenedesmus, como se muestra en la Tabla 8. Es uno de los géneros de
algas eucariotas de agua dulce mas comunes, especialmente en aguas eutroficas

e hipertroficas (Quevedo et al., 2008).

Scenedesmus intermedius se localiza en poblaciones unicelulares y

pequefias colonias de rapido crecimiento. Sus células tienen forma cilindrica (o con

Figura 12. Colonia de Scenedesmus intermedius.

forma elipsoidal o fusiforme) y generalmente mas largas que anchas (Figura 12).
Miden 3.5 um a 12.5 um de altura y 1.6 um a 7.5 um de didmetro. Las células
pueden existir en forma unicelular, aunque también se encuentran con frecuencia
en la cenobia de 2, 4 u 8 células unidas por las paredes laterales (Bellinger & Sigee,
2015).

Las paredes celulares estan compuestas en su mayor parte de celulosa. Las

capas de celulosa intervienen total o parcialmente en la estructura de las células
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hijas. En el interior de la célula aparecen los cloroplastos de uno hasta numerosos
cloroplastos, en ellos puede aparecer organulos mayormente esféricos: los
pirenoides, constituidos fundamentalmente por proteinas pudiendo estar rodeados
0 no de almidon. La matriz del pirenoide puede encontrarse atravesada por
tilacoides. También cuentan con un nucleo y vacuolas que aparecen generalmente

en las células mas viejas (Hernandez & Labbé, 2014).

Para Si, la reproduccion es mediante autoesporulacion (asexual), ocurre
principalmente mediante el rompimiento o gelatinizacion de la pared celular
materna. Asi, las hijas crecen juntas en un nuevo cenobio en el interior de la célula
madre (Quevedo et al., 2008).

Bajo condiciones de estrés o ante la presencia de pastores, las células de
Scenedesmus pueden dividirse en dos subgéneros: Scenedesmus sin espinas y
Scenedesmus con espinas. Aunque en el primer caso, las células cuentan con
paredes de células gruesas y mucilago, lo que puede hacerlas resistentes a la
digestion. Las espinas que llegan a formas las células es un mecanismo para

desalentar la depredacion (Figura 13) (Bellinger & Sigee, 2015).

15 um

Figura 13. Scenedesmus sp. (Bellinger & Sigee, 2015).
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3. HIPOTESIS

La presencia de compuestos metélicos como Sulfato de cobre (CuSOa),
Cloruro de cadmio (CdCl2) y Dicromato de potasio (K2Cr207) en forma individual y
en mezcla generan una respuesta toxica sobre ecosistemas acuaticos y cambios en

el volumen celular para el bioindicador Scenedesmus intermedius.

4. JUTIFICACION

El sulfato de cobre, cloruro de cadmio y el dicromato de potasio son
sustancias quimicas con gran contenido en metales, las cuales son ampliamente
usadas por diferentes sectores, tanto de la industria como de la agricultura, y son
causa de la generacién de grandes concentraciones residuales al ser vertidas de
forma constante sin ningun tipo de tratamiento previo al medio acuatico, provocando
gue se acumulen en el ambiente. La proteccién de los ecosistemas acuaticos se
basa en normas ambientales que considera las concentraciones maximas
permisibles de las sustancias quimicas individualmente. Sin embargo, en la realidad
existen mezclas complejas en las que se producen multiples interacciones entre los
constituyentes (i. e. aditiva, sinérgica, antagonica), siendo este punto donde existe
un gran vacio de informacién. Este problema ha atraido un amplio interés publico y
de agencias regulatorias, como la Environmental Protection Agency (EPA).
Ademas, aportar datos para mejorar la evaluaciéon de la ecotoxicidad acuéatica,
también es una necesidad incluida en el IPCS (Programa Internacional de
Seguridad de las Sustancias Quimicas), y hoy se reconoce que los estudios
realizados sobre la toxicidad de metales aun son insuficientes, y siguen siendo una

prioridad.

En los estudios toxicoldgicos se utilizan bioensayos para la obtencion de
datos, por medio de la relacion contaminante-respuesta bioldgica, de tal manera
que, la importancia de utilizar especies planctonicas como bioindicadores en ellos

permite, no sélo el desarrollo de metodologias alternativas a los tradicionales
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ensayos con mamiferos, lo cual evita la presion publica para minimizar la utilizacion
de vertebrados en ensayos de ecotoxicidad, si no que al pertenecer a los primeros
niveles de la cadena tréfica (productores), los datos proporcionados posibilitan
alertas tempranas de peligros ambientales causados por la contaminacién ya que

estos datos pueden extrapolarse a niveles troficos superiores.

En la legislacién de varios paises como Estados Unidos, Canada y los de la
Comunidad Europea, entre otros, se han incluido los ensayos con microorganismos
vivos para cuantificar el grado de toxicidad de efluentes industriales, aguas
residuales y/o residuos sélidos, para determinar los limites de descarga y los efectos
toxicos sobre la biota, en concreto el alga Scenedesmus intermedius, perteneciente
al fitoplancton, y utilizada como bioindicador esta incluida dentro de las especies
recomendadas por los protocolos definidos por varias instituciones de
estandarizacion como la OECD por su alta sensibilidad a un considerable numero
de xenobidticos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la respuesta toxica de los compuestos metalicos: Sulfato de cobre
(CuSO0a), Dicromato de potasio (K2Cr207) y Cloruro de cadmio (CdClz), en forma
individual y en combinacion en el medio acuatico utilizando como bioindicador la

microalga verde Scenedesmus intermedius.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar la toxicidad a corto plazo de Sulfato de cobre (CuSOs),
Dicromato de potasio (K2Cr207) y Cloruro de cadmio (CdCl2) a través
de la Clso a los 6 dias de exposicidén sobre la microalga Scenedesmus
intermedius.

e Determinar la concentracion a la cual no se observé efecto (NOEC) a
los 6 dias de exposicién de Sulfato de cobre (CuSQa4), Dicromato de
potasio (K2Cr207) y Cloruro de cadmio (CdCl2) sobre Scenedesmus
intermedius.

e Determinar el efecto sinérgico, antagénico o aditivo de la mezcla de
los tres compuestos metalicos sobre el bioindicador Scenedesmus
intermedius.

e Comparar el volumen celular de la microalga Scenedesmus
intermedius sobre un control, ICso y NOEC a los 6 dias de exposicion
de Sulfato de cobre (CuSOas), Dicromato de potasio (K2Cr207) y

Cloruro de cadmio (CdCl2) en forma individual y en mezcla.
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6.MATERIAL Y METODOS

6.1 Sustancias de ensayo

Las sustancias de ensayo utilizadas:

e CuSO4 (MERCK), se realizaron disoluciones en agua destilada del
xenobiotico para la obtencién de concentraciones 0.75 mg/L - 3.5 mg/L

e CdCl2 (Sigma-Aldrich), se realizaron disoluciones en agua destilada
del xenobidtico para la obtencion de concentraciones 0.015mg/L -
1.25mg/L

e K2Cr207 (Fermont), se realizaron disoluciones en agua destilada del

xenobidtico para la obtencion de concentraciones 0.25mg/L — 5mg/L

6.2 Material biologico

Se utilizé la microalga verde Scenedesmus intermedius (Si), el cual fue
obtenida de la coleccién de cultivos de microalgas del laboratorio de Toxicologia

Ambiental de la Facultad de Quimico Farmacobiologia, UMSNH.

6.3 Ensayos de inhibicion de crecimiento

Para la determinacion del efecto inhibitorio de crecimiento 50 (Clso) se basé
en la metodologia descrita por la Directriz 201 (OECD, 2011), que consiste en
establecer la inhibicion de crecimiento al 50% de la poblacién de la microalga

Scenedesmus intermedius expuesta a un xenobidtico durante 6 dias.

Se utilizaron tubos de doble cierre estériles de polipropileno (Sarstedt, AG &
Co. Germany), estableciendo 12 réplicas por cada concentracion ensayada y un
control sin exponer al xenobiotico. Inicialmente, en cada tubo se incluydé una

concentracion de 10° cel mL™? en volumen total de 3mL de BG-11. Las células de la
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microalga Scenedesmus intermedius se obtuvieron de cultivos madre, las cuales se
mantuvieron en un cultivo axénico a 21°C y periodo de luz-obscuridad de 12:12h a
una intensidad foténica de 60 umol m2 s’ en matraces de cultivo (Greiner; Bio-
One; GmbH, Germany), con 20 mL de medio de cultivo BG-11 (Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). La concentracion de la microalga Si para los
bioensayos se ajustd por recuento sobre cAmara de Neubauer (BlauBrand, GmbH
+ CO KG, Germany) en microscopio optico (Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Germany).

Los sets fueron expuestos a las concentraciones crecientes del xenobidtico.
Los tubos control y los tubos expuestos al toxico se mantuvieron durante todo el
ensayo a 21°C e iluminacion en un ciclo de 12:12h de luz-oscuridad. A los 6 dias de

ser expuestas al xenobidtico se midié la biomasa celular en camara de Neubauer.

6.4 Determinacion de volumen celular

Fue obtenida la altura, didmetro y volumen de 30 células de Scenedesmus
intermedius directamente medidas usando un sistema de andlisis de imagen por
observacion a 100x en microscopio Optico (Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Germany) por medio de una camara para microscopio (AmScop Microscope Digital
Camera, Model Number: MU1000, FMAO050, 5mm, 10MP, Color CMOS) e
interpretacion por el software (AmScope versiéon 3.7.3377, United Scope LLC, Irvine
CA, U. S)), del cultivo axénico, NOECsd) y Clsod), de los compuestos individuales y

en mezcla.
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7.ANALISIS DE DATOS

7.1 Analisis estadistico para la obtencidn de Clsoed) Y NOEC 64)

Las ICso se obtuvieron por la curva de Concentracion—Respuesta a través de
regresion lineal, mostrando la media muestral y su respectiva desviacion estandar
de cada valor con una n=12. Sometiendo los datos al test de normalidad por la
prueba de D’Agostino y Pearson. La comparacion de las Clso de ambos compuestos
se realiz6 por t-student no pareado, considerando un grado de significancia p<0.05.
Se utilizoé el paquete estadistico GraphPad Prim v7.0 (Graph-Pad Software Inc.,
USA).

7.2 Determinacion de las interacciones de las combinaciones de
los productos quimicos

El propésito de este ensayo es la determinacion del efecto sinérgico, aditivo
y/o antagonico que puedan presentar las distintas combinaciones de dos o mas
sustancias quimicas a través de sus ICsosd), basandonos a través de la metodologia
descrita por (Chou, 2006), por evaluacion cuantitativa en la combinacién de dos o
mas sustancias de acuerdo a la potencia de cada producto; si dos o0 mas sustancias
de acuerdo a la potencia de cada producto; si dos xenobidtico que presentan
mecanismos similares o son mutuamente excluyentes se presentan en un indice de
Combinacién IC<1 mostrando un efecto sinérgico, pero si por el contrario dos
xenobidtico presentan mecanismos totalmente distintos y son independientes se
presentan en un indice de Combinacion IC>1, exhibiran entonces un efecto

antagonico, o en su caso cuando IC=1 se mostraria un efecto aditivo.

Se realizé a través de un sistema de algoritmos basados en el indice de
Combinacién de (Chou & Talalay, 1984) y su respectivo grafico Fa-IC (Respuesta-

indice de Combinacion), mediante el programa informatico CompuSyn v 1.0.
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7.3 Determinacién de diferencias morfolégicas en volumen celular

Para la determinacion de diferencias morfolégicas en volumen celular
exhibidas, se evaluaron a través de los modelos geométricos propuestos por
Hillebrand et al., (1999) y Sun & Liu, (2003). Scenedesmus intermedius muestra
una forma prolate spheroid (modelo 2H) (Tabla 9) para el célculo de su volumen
celular se basa de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Ecuacién 1. Calculo del volumen celular (V) de acuerdo con el modelo prolate
spheroid (2H) (Hillebrand et al., 1999; Sun & Liu, 2003)

V—n b?
_6 a

Tabla 9. Modelo geométrico prolate spheroid para la determinacion del volumen celular en
Scenedesmus intermedius (Hillebrand et al., 1999; Sun & Liu, 2003).

Cédigo de forma Forma simulada

prolate spheroid

2-H

o

Los célculos estadisticos de volumen celular son realizados por medio de un
ANOVA de 1 via por el test Dunnett en el paquete estadistico Graphpad Prims v7.0
(Graph-Pad Software Inc., USA).
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8.RESULTADOS

8.1 Respuesta de sulfato de cobre (CuSOg), dicromato de potasio
(K2Cr207) y cloruro de cadmio (CdCl.) sobre Scenedesmus
intermedius

La Agencia de Proteccibn Ambiental propone categorizar las sustancias
contaminantes para el ambiente acuatico para pruebas de toxicidad aguda dentro

de la cual, se encuentras 4 categorias (Clso expresado en mg/L):

e Categorial, se encuentran las sustancias con una Clso <1 mg/L, es decir, en
sustancias altamente téxicas para organismos acuaticos.

e Categoria ll, se encuentran las sustancias con una Clso de 1-10 mg/L, para
las sustancias que son toxicas para ambientes acuaticos.

e Categoria lll, se encuentran las sustancias con una Clso de 10-100 mg/L,
estas son sustancias peligrosas para el ambiente acuatico.

e Categoria IV, se encuentran las sustancias no toxicas con una Clso igual o
mayor que 100 mg/L, es decir, son consideradas como sustancias que no

representan riesgo nocivo para los organismos acuaticos.

De acuerdo a lo anterior, en la Tabla 10, se muestran los valores de la
NOEC@d) y la Clsoeg)y para CuSO4, K2Cr207 y CdClz, de acuerdo con estos
resultados, el CuSOa4 y el CdCl2 se categorizan como sustancias altamente toxicas
para el ambiente acuatico (Categoria I), mientras que el K2Cr207 entra dentro de la
categoria ll, como sustancia que es toxica para el ambiente acuético por la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA).

Con relacion a lo anterior, en la Grafica 3, se puede observar la respuesta
de la concentracion-respuesta en forma lineal del efecto de los xenobioticos sobre
el crecimiento de la microalga Scenedesmus intermedius, donde el CdCl2 mostro

una mayor toxicidad ante la microalga, seguido por el CuSOa4 y el K2Cr207.
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Tabla 10. Valores de la ICso y NOEC de los xenobidticos sobre Scenedesmus intermedius a

6d de exposicion

COMPUESTO CuSOs4 K2Cr207 CdCl2
Clso (6d) 0.71mg/L 1.19 mg/L 0.13mg/L
(L.C. al 95%) (0.22-1.05) (0.58-2.25) (0.033-0.32)
NOEC sd) 0.062mg/L 0.173mg/L 0.00245mg/L
(L.C. al 95%) (0.00087-0.21) (0.020-0.37) (0.0000143-0-014)
r 0.96 0.99 0.99

8.2 Respuesta de la mezcla de sulfato de cobre (CuSOQOa,
dicromato de potasio (K2Cr207) y cloruro de cadmio (CdClz) sobre
Scenedesmus intermedius

Los resultados obtenidos de los datos de toxicidad para las mezclas binarias
de los productos quimicos, mostraron que para la mezcla de CdCl2/K2Cr207 dieron
un efecto antagonico en diferentes magnitudes, ya que el indice de combinacién
(IC) en los datos presentados de la fraccién afectada (Fa) indican que son mayor a
uno, inhibiendo asi la respuesta téxica de ambos compuestos (Tabla 11, Grafica 2-
A). Este mismo comportamiento resultdé para la mezcla de K2Cr207/CuSQOa4 (Tabla
11, Grafica 2-C).

En cambio, la mezcla de CdCl2/CuSO4 mostré6 una ligera interaccion
antagonista entre las sales metalicas (IC10%>1), no obstante, para la IC50% la
respuesta de las sales metélicas resulto en la suma de los efectos individuales en
la mezcla (efecto aditivo), sin embargo, la mezcla mostré una tendencia al aumento
de la toxicidad que produce sinergismo en concentraciones mas altas (Tabla 11,
Gréfica 2-B).
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Finalmente, el combo de las tres sales metdlicas resultd mostré efectos
antagonicos (IC>1) en las diferentes magnitudes, permaneciendo en el mismo plano

de fuerza antagdnica mostrada en la Grafica 2-D.

Tabla 11. Valores del indice de combinacion (IC) de las mezclas binarias de los

productos quimicos

Mezcla CdCl2/K2Cr207

%Fa IC EFECTO
10 15.47
25 5.94
50 2.75 Antagonico
75 1.74
95 1.45
100 2.26
Mezcla CdCl2/CuSOa4
10 2.26 Antagonico
25 1.50
50 1.06 Aditivo
75 0.81
95 0.55 Sinérgico
100 0.18
Mezcla K2Cr207/CuSOa4
10 26.60
25 17.85
50 12.15 Antagonico
75 8.44
95 4.94
100 2.59

Nota:* Los rangos de IC y los efectos se perfeccionan a partir de los descritos por Chou (1991). IC<1, IC=1
y IC>1 indican sinergismo, efecto aditivo y antagonismo respectivamente (Chou, 2006).

Zaida Irazu Téllez Pérez 56| Pagina



QFB UMSNH 2019

27 1.0

S
(3]
1

Log IC CdCl,/CuSO,
& o
° °

Log IC Cdclzl’ch r207
g

14

LOg IC K2C|’207ICUSO4
it
Log IC CdCL,/K,Cr,0,/CuS04
o
1

2 . : -2 T T
0 50 100 0 50 100

Y%Fa %Fa

Gréfica 1. Fa-Log IC. Efectos de las mezclas binarias de productos quimicos en el indice
de Combinacién (IC). (A) y (B), representan la combinacién del cloruro de cadmio con
dicromato de potasio y sulfato de cobre. (C), representa la combinaciéon de dicromato de
potasio con sulfato de cobre. (D), representa el efecto de la mezcla de los tres productos
guimicos en el indice de combinacion.

Por otro lado, en la Tabla 12, se pueden observar los valores de Clsoeq) de
las mezclas de los compuestos metalicos, confirmando que la mezcla de
CdCl2/CuSO4 presentd mayor toxicidad seguido por las mezclas de CdCl2/K2Cr207
y K2Cr207/CuSOg4, siendo el combo de CdCl2/K2Cr207/CuSOa el que presento una

menor toxicidad

Acorde con lo anterior, en la Figura 14 se muestran los diferentes
poligonogramas con las respuestas de las interacciones toxicolégicas de las sales
metalicas en combinaciones binarias, representado de una forma cualitativa las
interacciones a diferentes niveles de la Fa (la fraccion afectada, representa el efecto

sobre la microalga). La linea verde delgada, representa el efecto aditivo. La linea
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verde solida, representa el afecto sinérgico. La linea punteada roja, representa el
efecto antagonico, y el grosor de las lineas representa la intensidad de la

interaccion.

Tabla 12. Comparacién entre mezclas con respecto ala mezcla de las 3 sales metalicas

MEZCLA ICs0(6d) Mg/L (L.C. 95%) Ecuacion

CdCl2/K2Cr207 1.23 (0.89-1.69) ™ Y = 1.527X - 0.1402
r=0.98

CdCl2/CuSO4 0.67 (0.44-1.01) ™ Y = 1.148X + 0.1975
r=0.98

K2Cr207/CuS0Os4 9.24 (6.65-12.65) " Y = 1.526X - 1.474
r=0.98

CdCl2/K2Cr207/CuSOa4 9.44 (9.43-9.45) Y= 1'?_2?0;)1'489

NOTA: *** Diferencias muy significativas con una p>0.0001 con respecto al combo "s Diferencias no
significativas con respecto al combo.

En resumen, como se muestra en la Gréfica 3, la mezcla binaria de
CdCl2/CuSOaresultdé con mayor toxicidad seguido por las mezclas de CdCl2/K2Cr207
y K2Cr207/CuSOg, siendo el combo de los tres compuestos el que presentd menor

toxicidad.

Polygonogram at Fa = 0.0050 Polygonogram at Fa=10.1
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Polygonogram at Fa =025 Polygonogram at Fa=0.3
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Polygonogram at Fa=0.73 Polygonogram at Fa =093
Zd cd
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Figura 14. Poligonograma para los tres xenobiéticos en la mezcla en ICso sobre
Scenedesmus intermedius. Fa correspondiente al efecto de (a) 0.50%, (b) 10%, (c) 25%, (d)
50%, (f) 75%, (g) 95% y (h) 100%.
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Grafica 2. Efecto medio de la mezcla binaria de los xenobiéticos sobre Scenedesmus
intermedius. a) y b), efecto de la mezcla binaria de CdCl, con K»Cr,O7 y CuSO4 respectivamente,
comparados con larespuesta individual de los xenobiéticos. c), efecto de la mezcla binaria de
K2Cr,07/CuSO, comparado con larespuesta individual de los xenobiéticos. d), Efecto de la mezcla
de los tres xenobiéticos comparandolo con la respuestaindividual de estos.

Zaida lrazu Téllez Pérez 60|Pagina



QFB UMSNH 2019

8.3 Andlisis de morfologia celular de Scenedesmus intermedius

Para calcular el biovolumen para las células de la microalga verde
Scenedesmus intermedius se utilizé la ecuacion 1, que fue propuesta por Hillebrand
et al., (1999) y Sun & Liu, (2003). Se obtuvo el volumen para las células control, asi
como para las expuestas a la 6d-NOEC vy la ICsoed) de sulfato de cobre, dicromato
de potasio y cloruro de cadmio de manera individual y el combo de estos.

Tabla 13. Comparacion del biovolumen calculado parala 6d-NOEC y la
ICso6d) de los xenobidticos sobre S. intermedius

Control CuSO4 K2Cr207 CdCl» Combo
ICso(6d) 39.40 42.11 s 65.39 ** 110.10%** 146.30***
NOEC sd) 42.69 38.56 " 56.47 ™ 42.68 "s 03.32***

NOTA: *** Diferencias muy significativas con una p>0.0001 con respecto a control. **Diferencias significativas
con una p>0.001 con respecto a control. " Diferencias no significativas con respecto a control.

Segun los datos obtenidos para las mediciones de las células de
Scenedesmus intermedius, mediante el andlisis estadistico, se puede observar que
en el caso del biovolumen de las células expuestas a la ICsoed) ¥ a la 6d-NOEC el
sulfato de cobre no presentd diferencias significativas con respecto a control, en
cambio, el dicromato de potasio y cloruro de cadmio en comparacién con las células
control, presentan poco significativas y significativas respectivamente (Tabla 13,
Gréfica 4 y Grafica b).

Sin embargo, en el caso del combo de las tres sales metalicas se observé un
aumento del volumen de las células del 73% ante la exposicion de las Clsoed) Y un
54% para la exposicion a la NOECed) comparadas con las células control (Tabla 13,

Grafica 4 y Grafica 5).
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Grafica 4. Diferencias entre el biovolumen de las células de S.
intermedius expuestas a la ICsosq) de 10s tres xenobidticos de manera
individual y en combo.
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Grafica 3. Diferencias entre el biovolumen de las células de S.
intermedius expuestas a la NOECq) de los tres xenobidticos de manera
individual y en combo.

NOTA: *** Diferencias muy significativas con una p>0.0001 con respecto a control. **Diferencias significativas
con una p>0.005 con respecto a control. " Diferencias no significativas con respecto a control.

Por otro lado, se pueden observar las diferencias morfoldgicas de las células
de S. intermedius en la Figura 16-B, Figura 17-D, Figura 18-F y Figura 19-H, se
pueden observas las células expuestas a las Clso de sulfato de cobre, dicromato de
potasio, cloruro de cadmio y el combo de estos, respectivamente. Por otro lado, en
la Figura 16-C, Figura 17-E, Figura 18-G y Figura 19-l se pueden observas las
células de la microalga expuestas a la NOECq) de las sales metélicas de manera

individual y el combo de estos.
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Figura 15. Célula control de Scenedesmus intermedius.

Figura 16. B), Célula de S. intermedius expuesta a la ICsgeq) de CuSOa. C), Células
de S. intermedius expuestas ala NOECq) de CuSOg4

Figura 17. D), Célula de S. intermedius expuesta a la ICsoeq) de KoCr205. E), Células de
S. intermedius expuestas ala NOECq) de K2Cr207.
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Figura 18. F), Célula de S. intermedius expuesta a la ICsosq) de CdCl». G), Células de S.
intermedius expuestas a la NOECq) de CdCl..

Figura 19. H), Célula de S. intermedius expuesta a la ICsoeq) del combo de los tres
xenobioticos. 1), Células de S. intermedius expuestas a la NOECq) del combo de los tres
xenobioticos.

En resumen, de acuerdo con los datos obtenidos del volumen de las células
de Scenedesmus intermedius, se infiere que, a concentraciones bajas de las sales
metalicas de manera individual, las células de Scenedesmus intermedius utiliza
estos como fuente de metales esenciales, mientras que, a concentraciones altas,
lleva a la célula a una posible apoptosis por el aumento en su volumen celular,
confirmando asi el efecto de hormesis de los xenobiéticos en la microalga. En

cambio, las células de S. intermedius expuestas a la mezcla de los tres xenobibticos,
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mostré un aumento significativo en el volumen tanto en bajas como en altas

concentraciones, debido al efecto téxico de los estos xenobidticos (Grafica 6).
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Grafica 5. Diferencias entre el biovolumen de las células de S. intermedius
expuestas ala NOECq) y ICsoeq) del combo de los xenobidticos

NOTA: *** Diferencias muy significativas con una p>0.0001 con respecto a control.
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9.DISCUSION

Una de las principales causas del deterioro del medio ambiente lo constituye
la contaminacion por metales debido al alto nivel de toxicidad que ellos representan
para la salud humana; lo cual se acentla por su persistencia y la acumulacion en
los organismos, ya que se trata de compuestos que no se biodegradan facilmente
(Carballo etal., 2012), esto plantea una grave amenaza para los organismos
acuaticos (incluso a concentraciones minimas) ya que tienen la capacidad de
bioacumularse y biomagnificarse a lo largo de la cadena tréfica (Monteiro et al.,
2011). De tal manera que, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (EPA) y el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA) consideran a los metales pesados dentro de los diez grupos de
xenobidticos prioritarios para ser estudiados y tomar acciones en su control y
disposicion (Jaramillo J. et al., 2008). En los sistemas acuéaticos, las microalgas
constituyen el principal componente del fitoplancton que soporta la cadena tréfica,
de esta manera, un cambio, sea cualitativo o cuantitativo, producido por un
contaminante, podria repercutir drasticamente en el ecosistema (Cordero et al.,
2014).

En este contexto, los bioensayos ecotoxicologicos, han sido recomendadas
como herramientas indispensables en las evaluaciones de impacto ambiental que
genera cualquier tipo de contaminante incluidos los metales pesados y en la
obtencién de autorizaciones gubernamentales para realizar actividades productivas,
tanto por los expertos del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA) y por la Organizacion Mundial de la Salud (Franklin et al., 2002). Entre los
parametros que pueden indicar un efecto toxico de los agentes contaminantes sobre
los organismos, el méas estudiado y utilizado es la inhibicién de crecimiento de las

microalgas (Vazquez et al., 2006).

De tal manera que, la evaluacion de la toxicidad de los compuestos
metalicos en este estudio se realiz0 sobre un bioindicador representante del
fitoplancton (Scenedesmus intermedius). En la actualidad, la base fisiologica de los

efectos interactivos entre metales y microalgas no es bien conocida, y aun no
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existen suficientes estudios donde se mida el efecto de la interaccion en términos

de union celular, captacion de metales y toxicidad. (Franklin et al., 2002).

Por otro lado, existe una numerosa cantidad de factores que tienen influencia
sobre la respuesta de toxicidad de los metales en los organismos acuaticos. En
primera instancia éstos pueden dividirse en factores de tipo fisicoquimicos y de tipo
bioldgicos. Los primeros involucran a todos aquellos parametros que afectan a la
especiacion quimica de los metales, con la presencia de otros metales y de otros

contaminantes (plaguicidas, hidrocarburos del petréleo).

Los factores bioldgicos que influyen o que tienen relacion con los efectos de
los metales estan estrechamente vinculados con las condiciones propias de los
organismos como son la edad, talla, peso, sexo, estadio, madurez gonddica,
capacidad de adaptacion, habitos alimenticios, entre otros (P4ez-Osuna, 2005). Por
otro lado, la captacion y toxicidad de los metales pesados sobre los organismos
acuaticos estan influidos no solo por su concentracién, sino que también son
relevantes el tiempo de exposicion y los factores bioticos y abiéticos del ambiente
(Castafié, et al., 2003). Un aspecto importante relacionado con los organismos a
prueba es el efecto hormesis, ya que los bioindicadores al desempefiarse como
productores en la cadena tréfica (como las microalgas), podrian estar acumulando
sustancias toxicas en su interior y el riesgo estaria asociado directamente con los
organismos consumidores, debido a que se estarian generando procesos de

biomagnificacién, los cuales repercutiran en la poblacién humana.

Una valoracién del riesgo toxico, originada por CuSOs4, K2Cr207 y CdClz, de
manera individual y en mezcla, sobre fitoplancton representativo de los ecosistemas
acuaticos dulces a través de la microalga Scenedesmus intermedius, ha sido
realizada en el presente estudio. Para ello, la importancia de estos productores
primarios, tanto en la cadena tréfica como en la valoracion del riesgo ambiental, se

ha tenido en consideracion dentro de los ecosistemas acuaticos.

En este estudio, se obtuvo la Clsosd) para sulfato de cobre (CuSOa4) de 0.71

mg/L (0.22-1.05) sobre la microalga Scenedesmus intermedius que, de acuerdo con
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la EPA, se encuentra en la categoria | como sustancia muy toxica para el ambiente

acuatico.

En un estudio realizado por Yan & Pan, (2002), donde utilizaron las
microalgas de agua dulce: Scenedesmus obliquus, Chlorella pyrenoidosa y
Closterium lunula, para obtener la Clso a 96 horas de exposicion al cobre, las cuales
fueron de 0.05mg/L, 0.068mg/L y 0.2mg/L respectivamente. Estos resultados
muestran una gran similitus con los resultados de este estudio, mantiendose dentro

de la categoria | por la EPA.

Otro estudio realizado por Franklin etal.,, (2002), donde obtuvieron la
toxicidad del cobre sobre el crecimiento de la microalga Chlorella sp. obteniendo
una ICso a 48h de 0.09mg/L y una Clso a 72h de 0.11mg/L del sulfato de cobre,
donde también es considerado altamente toxico para el medio acuatico.

En otro estudio realizado por Cordero et al., (2014), donde utilizaron como
bioindicador a Tretaselmis Chuii, una microalga de gran distribucion en los
ecosistemas marinos, obtuvieron una Clso a 48 horas de exposicion de 6.4mg/L. En
dicho estudio, se observé que a bajas concentraciones se produjo una mayor
densidad celular que la inicial al bioensayo, sugiriendo una activacion celular. Este
comportamiento puede estar relacionado con la utilizacion del cobre como

micronutriente y la diferencia del ambiente acuatico de las microalgas.

Por otro lado, existe una variedad de estudios del cobre en diferentes
organismos de agua marina encontrados en la literatura. Un ejemplo es el estudio
realizado por Cortés et al., (2018), donde estudiaron la toxicidad aguda del sulfato
de cobre sobre Artemia franciscana, que es un microcrustaceo representante del
zooplancton como primer consumidor de la cadena trofica, obteniendo una LCso a
24 horas, la cual fue de 28.91 mg/L. Claramente se puede observar que la
sensibilidad de crustaceo es menor a la del fitoplancton, sin embargo, es de
destacar la importancia de los estudios de toxicidad en diferentes representantes de

la cadena tréfica
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Otro estudio realizado por Gaete & Paredes, (1996), donde estudiaron la
toxicidad aguda del cobre sobre D. magna (cladocero de agua dulce), obteniendo
una LCsoan) de 60 mg/L, comparandolo con el estudio realizado por Gaete &
Chévez, (2008), donde utilizaron como bioindicador a D. obtusa, obtuvieron una ICso
a 24horas de 15.8mg/L. Las diferencias entre ambos estudios pueden deberse al

tipo de compuesto utilizado en los ensayos.

En la Tabla 13, se puede observar de manera mas simplificada la
recopilacion de las ICso y las CLso de la exposicion de cobre en diferentes

organismos acuéticos obtenidos de diferentes estudios realizados sobre la toxicidad

del cobre.
Tabla 14. ICso de cobre ante la exposicion de diferentes especies
Especie Concentracion Formade cobre  Tiempo Referencia
(mg/L) utilizada de
ensayo
Scenedesmus 0.05mg/L Cu Cls0-96h (Yan & Pan,
obliquus, 2002)
Chlorella 0.068mg/L Cu Cls0-96h (Yan & Pan,
pyrenoidosa 2002)
Closterium 0.2mg/L Cu Cls0-96h (Yan & Pan,
lGnula 2002)
Chlorella sp 0.09mg/L CuSOq Cls0-48h  (Franklin et al.,
2002b)
Chlorella sp 0.11mg/L CuSOs4 Clso-72h  (Franklin et al.,
2002a)
Tretaselmis 6.4mg/L CuSO4 Cls0-48h (Cordero
Chuii et al., 2014)
Artemia 28.91mg/L CuSOa4 CLso-24h  (Cortés et al.,
franciscana 2018)

Zaida Irazu Téllez Pérez 69|Pagina



QFB UMSNH 2019

D. magna 60mg/L Cl2Cu CLso-24h (Gaete &
Paredes,

1996)
D. obtusa 15.8mg/L CuSO0a4+5H20 CLso-24h (Gaete &

Chavez, 2008)

Se puede observar claramente que el cobre es uno de los metales mas
estudiados de manera individual. Pdez-Osuna (2005) comenta que existe una
variabilidad de los resultados que se encuentran en la literatura, ya que la toxicidad
del cobre es atribuida principalmente al i6n Cu (ll), el cual puede llegar a formar
complejos facilmente con una gran variedad de sustancias que se hallan, tanto en
aguas limpias y contaminadas. También, es absorbido con cierta facilidad por el
material suspendido (oxidihidroxilo de hierro y manganeso, minerales arcillosos,
materia organica, entre otros). Esta propiedad y las dificultades relacionadas con la
separacion de las especies quimicas influyen y tiene que ver con la variabilidad de

los resultados.

Por otro lado, se obtuvo la Clsoed) para dicromato de potasio (K2Cr207) de
1.19 mg/L (0.58-2.25) sobre la microalga Scenedesmus intermedius que, de
acuerdo con la EPA, se encuentra en la categoria Il como sustancia toxica para el

ambiente acuatico.

Los estudios de toxicidad del cromo son escasos, sin embargo, los datos
disponibles abarcan una gran variedad de especies, dentro de los estudios previos
no se encontré datos con S. intermedius. Pero, de acuerdo con los organismos de
aguas dulces se encuentra las microalgas Chlorella pyrenoidosa y Selenastrum
capricornutum que fueron utilizadas en un estudio realizado por (Mo et al., 2016),
donde obtuvieron como resultado una ICsowesn) de 0.61 mg/L y 0.696mg/L
respectivamente. En otro estudio realizado por (Sanchez-Fortun et al., 2009), donde
utilizan como bioindicador la microalga Dictyosphaerium chlorelloides obtuvieron
una Clso a 72 horas exposicion de 1.64mg/L. El andlisis toxicolégico estandar

demuestra claramente que las microalgas son muy sensibles al efecto del cromo. A
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pesar de esto, la evidencia en la literatura demuestra la existencia de algun tipo de
variabilidad entre las especies de las microalgas y por ende la diversa sensibilidad
observada en los resultados. Sin olvidar el tiempo de los ensayos que puede ser un

factor para la presente diversidad de los resultados.

En la Tabla 14, se puede observar de manera mas simplificada la
recopilacion de las ICso de la exposicion de cobre en diferentes organismos

acuaticos obtenidos de diferentes estudios realizados sobre la toxicidad del cromo.

Tabla 15. ICso de cromo ante la exposicion de diferentes especies

Especie Concentracion Forma de Tiempo Referencia
(mg/L) cromo utilizada de ensayo
Chlorella 0.61mg/L K2Cr207 96h (Mo et al.,
pyrenoidosa 2016)
Selenastrum 0.696mg/L K2Cr207 96h (Mo et al.,
capricornutum 2016)
Dictyosphaerium 1.64mg/L Cr 72h (Sanchez-
chlorelloides Fortdn et al.,
2009)

La capacidad del cromo de inhibir la fotosintesis ha sido reportada
previamente para algunas algas. Los efectos dependen tanto de la naturaleza del
organismo (tamafio celular, estructura de la pared celular y reacciones redox) y de
la duracion de la exposicion (Chen et al., 2003; Pinto et al., 2003; Zayed & Ferry,
2003).

En este estudio, se obtuvo la Clsoed) para cloruro de cadmio (CdCl2) de 0.13
mg/L (0.033-0.13) sobre la microalga Scenedesmus intermedius que, de acuerdo
con la EPA, se encuentra en la categoria | como sustancia muy toxica para el

ambiente acuatico.

Los estudios de toxicidad del cadmio disponibles en la literatura abarcan una

gran variedad de especies, dentro de los estudios previos no se encontré datos con
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S. intermedius. Pero, de acuerdo con los organismos de aguas dulces se encuentra
la microalga Chlorella pyrenoidosa que fue utilizada en un estudio de Mo et al.,
(2016) donde obtuvieron como resultado una Clsoweh) de 0.017mg/L. De acuerdo
con el estudio realizado por Vera etal.,, (2001), donde utilizaron la microalga
Chaetoceros gracilis, obtuvieron una Clsosdy de 0.000591mg/L.  Otro estudio
realizado por Franklin etal.,, (2002) obtuvieron una Clsoz2ny de 0.00085mg/L

utilizando como bioindicador a la microalga Chlorella sp.

De este modo se puede observar la diferencia entre la sensibilidad de los
organismos al téxico, sin embargo, se sigue manteniendo una respuesta toxica

elevada para estos microorganismos como primero eslabones de la cadena trofica.

Entre los estudios de toxicidad del cadmio para organismos de agua marina
se encuentra el estudio realizado por Cordero et al., (2014), donde utilizaron como
bioindicador a Tetaselmis Chuii, una microalga de gran distribucion en los
ecosistemas marinos, obtuvieron una Clso a 48 horas de 5.44mg/L. En dicho estudio,
se observo el efecto hormesis, es decir, que a bajas concentracion se produjo una
mayor densidad celular que la inicial del bioensayo. Se ha considerado que el
cadmio puede actuar como un micronutriente cuando se encuentra en
concentraciones traza y existe limitacion en el ambiente de micronutrientes
esenciales. Sin embargo, estos resultados difieren con los obtenidos en el estudio
realizado por Romero et al., (2002), quienes de igual manera utilizaron la microalga
Tetaselmis Chuii, ademas de la microalga Chaetoceros sp (diatomea marina),
donde obtuvieron una ICso a 96 horas de exposicion, las cuales fueron de 0.63mg/L
y 0.56mg/L respectivamente. Las diferencias en estos estudios pueden deberse al

tiempo de exposicion y al tipo de bioindicador utilizado.

En la Tabla 15, se puede observar de manera mas simplificada la
recopilacion de las ICso de la exposicion de cobre en diferentes organismos

acuaticos obtenidos de diferentes estudios realizados sobre la toxicidad del cadmio.
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Tabla 16.Clso de cadmio expuesto a diferentes especies

Especie Concentracion Forma de Tiempo de Referencia
(mg/L) cobre utilizada estudio
Chlorella 0.017mg/L CdClz 96h (Mo et al.,
pyrenoidosa 2016)
Chaetoceros = 0.000591mg/L Cd 5d (Vera et al.,
gracilis 2001)
Chlorella sp. 0.00085mg/L CdS04.8H20 72h (Franklin
et al., 2002b)
Tetaselmis 0.63mg/L CdClz 96h (Romero
Chuii et al., 2002)
Chaetoceeros 0.56mg/L CdClz 96h (Y. Romero
sp. et al., 2002)
Tetaselmis 5.44mg/L CdClz 48h (Cordero
Chuii et al., 2014)

Segun Vera et al., (2001), las diferencias de senilidad al cadmio entre las
diferentes especies de microalgas, dependeran de las caracteristicas de la pared y
membrana celular (permeabilidad), de los mecanismos de detoxificacién, de la

accion toxica y del grado de bioconcentracion.

En general, al comparar todos los resultados encontrados en la literatura
tanto de los compuestos de cobre, cromo y cadmio, se puede afirmar que el cadmio
y cobre presenta mayor toxicidad que el cromo, ya que las concentraciones letales
medias en microorganismos de agua dulce, el cadmio y cobre son mucho menores

gue las del cromo.

En cuanto a la mezcla de metales, la proteccion de los ecosistemas acuaticos
se basa en normas ambientales que considera las concentraciones maximas
permisibles de las sustancias quimicas individualmente, un ejemplo de ellos es la
NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles de

contaminantes en las descargas de aguas residuales y bienes nacionales (DOF,
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1996). Sin embargo, en la realidad existen mezclas complejas en las que se
producen mudltiples interacciones entre los constituyentes, en este sentido al
combinar dos 0 mas agentes quimicos puede causar interacciones con respuestas
aditivas, de sinergismo y/o antagonismo (Gaete & Paredes, 1996; Gaete & Chavez,
2008). De tal manera que la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) recomienda
una evaluacion de estas interacciones toxicologicas entre los componentes toxicos.
Sin embargo, en la literatura, el conocimiento sobre el potencial toxicolégico de las
interacciones es limitado, asi como su aplicabilidad directa a mezclas asociadas con

sitios de aguas residuales peligrosas (Cortés et al., 2018).

No obstante, ha habido informes aislados sobre efecto sinérgico o la
neutralizacion de los metales pesados especificos en los sistemas biologicos (Chu
& Chow, 2002), por ejemplo, copépodos Amphiascus tenuiremis (Hagopian-
Schlekat, et al., 2001) y nematodo C. elegans (Power & De Pomerai, 1999).
Diferentes estudios indican efectos aditivos de metales y compuestos orgénicos
cuando se encuentran en forma mezcla (Warne & Hawker, 1995; 1996; Sharma, et
al., 1999).

Los resultados obtenidos en este estudio por las mezclas binarias dieron
como resultado: una respuesta antagonica con un IC>1 para las dos mezclas
binarias de dicromato de potasio con cloruro de cadmio y sulfato de cobre
(CdClI2/K2Cr207 y K2Cr207/CuS0Oa) sobre Scenedesmus intermedius, en cambio la
mezcla binaria de cloruro de cadmio con sulfato de cobre (CdCl2/CuSQa) sobre la
microalga, mostro una respuesta antagonica-aditiva-sinérgica con un IC<l y

eventualmente un IC>1.

Al comparar los resultados obtenidos de las mezclas de sales metalicas en
este trabajo con otros autores, se encontré un déficit de informacion referente a las
mezclas utilizadas en este estudio. Sin embargo, en un estudio realizado por Mo
etal.,, (2016), donde evaluaron el efecto toxico de la mezcla binaria de
CdCl2/K2Cr207 durante 96 horas sobre Chlorella pyrenoidosa y Selenastrum
capricornutum, donde en el primer caso, la microalga presento un efecto sinérgico

a altas concentraciones mientras que a bajas el efecto fue antagonico. Mientras que
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la segunda microalga, presentd un efecto sinérgico de diferentes magnitudes. Por
otro lado, los mismos autores, realizaron un estudio de la mezcla binaria de
CdCI2/Ni(NO3)2 donde obtuvieron un efecto sinérgico a bajas concentraciones y
posteriormente, a altas concentraciones se inhibi6 el efecto toxico en las microalgas
(S. capricornutum y Chlorella pyrenoidosa). En este caso, los resultados indican
diferencias con los establecidos en este estudio, estas diferencias pueden deberse
principalmente al tiempo de exposicion y a la diferencia ente los bioindicadores

utilizados.

Otro estudio realizado por Franklin et al., (2002), donde obtuvieron un efecto
considerado menos que aditivo (antagdénico) con respecto a la mezcla de
CuS04/ZnS0O4 en el crecimiento de Chlorella sp. En contraste con el efecto
producido por la mezcla de CuSO4/CdSO4 que resultd en una respuesta aditiva
sobre el mismo bioindicador, en estudios de 72 horas. Carballo et al., (2012),
sugiere que si las combinaciones de mezclas son sinérgicas o antagénicas depende
de si un metal facilita la captacién del otro o si compiten por los mismos sitios de
transporte en la membrana celular. En otra instancia, Bao et al. (2008), informaron
que las mezclas de compuestos metalicos con agentes oxidantes podrian ser
altamente reactivas, y el efecto aditivo esta relacionado con una mejora en la

produccion de especies de la capacidad antioxidante celular.

Por otro lado, existe una variedad de estudios encontrados en la literatura de mezcla
de compuestos donde utilizan bioindicadores diferentes a las microalgas. Un
ejemplo de ello, es el estudio realizado por Gaete & Chavez, (2008), con Daphnia
obtusa, donde determinan el tipo de interaccion que se da entre ZnCl2/CuSO4 donde
se obtuvo una respuesta sinérgica por parte del cobre en concentraciones altas.
Mientras que cuando el zinc se encuentra en alto porcentaje en la mezcla, provoca
un efecto antagonico. Esto es similar a lo observado Utgikar et al. (2004), que
describen una interaccion sinérgica entre el cinc y el cobre sobre la bacteria Vibrio
fischer, que es atribuible al cobre. La interaccién antagdnica podria estar

relacionada con la electronegatividad de los metales en mezcla como también la
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similitud de la interaccion de los iones metalicos con los sitios activos en los

organismos (Fargasova, 2001).

Otro estudio realizado por Cortés etal., (2018), donde utilizan como
bioindicador a Artemia franciscana, obtienen como resultado de la mezcla binaria
de CuSO4/KMnO7 un efecto aditivo, sin embargo, el resultado obtenido de la mezcla
de NaCIO/CuSO4 muestra una tendencia en el aumento de la toxicidad produciendo
sinergismo en concentraciones mas altas. Esta diferencia podria ser atribuible la
diferencia de sensibilidad y caracteristicas fisiolégicas entre los organismos y la

duracion de los estudios.

Se debe destacar que los metales toxicos afectan comunidades plancténicas,
provocando alteraciones en la fotosintesis, crecimiento, inhibicién de la actividad
enzimatica y la respiracion celular (Yan & Pan, 2002). Por lo tanto, se destaca la
importancia de considerar que la accion conjunta de agentes quimicos se debe
tomar en cuenta en el desarrollo de criterios de calidad de agua
ecotoxicoldégicamente relevantes, ya que los estudios actuales generalmente los

consideran en forma individual (Logan & Wilson, 1995).

En la Tabla 17, se puede observar de manera mas simplificada la
recopilacion de los efectos ante la exposicion a las mezclas de las sales metélicas

en diferentes organismos acuaticos obtenidos de diferentes estudios.

Tabla 17. Efectos de las mezclas de compuestos expuestos a diferentes bioindicadores

Mezcla Bioindicador Respuesta Tiempo Autor
de
estudio
CdCl2/K2Cr207 Chlorella Antagonico- 96h Mo et al.,
pyrenoidosa Sinérgico (2016)
CdClI2/K2Cr207 Selenastrum Sinergico 96h Mo et al.,
capricornutum, (2016)
CdClI2/Ni(NO3)2 Chlorella Sinérgico - 96h Mo et al.,
pyrenoidosa Antagonico (2016)
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CdCI2/Ni(NO3)2 Selenastrum Sinérgico - 96h Mo et al.,
capricornutum, Antagonico (2016)
CuS04/ZnS0O4 Chlorella sp. Antagonico 72h Franklin et al.,
(2002)
CuS04/CdS0O4 Chlorella sp. Aditivo 72h Franklin et al.,
(2002)
ZnCl2/CuSO4 Daphnia obtusa Sinérgico* Gaete &
Chévez,
(2008)
Cu/Zn Vibrio fischer, Sinérgico* Utgikar et al.
(2004)
CuSO4/KMnO7 Artemia Aditivo Cortés et al.,
franciscana (2018)
NaClO/CuSO4 Artemia Sinergico Cortés et al.,
franciscana (2018)

*Efecto sinérgico por parte del cobre a altas concentraciones en la mezcla.

En este estudio, se obtuvo el volumen celular para la microalga
Scenedesmus intermedius a concentraciones en las cuales no se observo efecto
toxico (6d-NOEC), el cual indic6 que en general, que no existen cambios
significativos con respecto a control, ante la exposicién de forma individual de sulfato
de cobre, dicromato de potasio y cloruro de cadmio. Sin embargo, la NOEC(sq) para
la mezcla de las sales metdlicas, si presento una diferencia significativa con
respecto a control. Por otro lado, La exposicién de sulfato de cobre de manera
individual a altas concentraciones (Clso), no tuvo un aumento en el volumen de las
células, pero, la exposicion de la microalga al dicromato de potasio y cloruro de
cadmio de manera individual y las mezclas de los tres compuestos, a altas

concentraciones, indico un aumento significativo con respecto a control.

Los estudios de volumen celular para microalgas, en la actualidad son

escasos en el caso de los estudios con metales. Sin embargo, en un estudio
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realizado por Romero et al., (2002) donde utilizaron las microalgas Chaetoceros sp.
y Tetraselmis sp. como bioindicadores para determinar las variaciones en la
morfologia celular, las cuales mostraron un aumento del volumen significativo al
exponerlas a altas concentraciones de cadmio durante 6 dias con respecto a control.
El cual coincide con el estudio realizado por Bolafios et al. (1992), quienes
mostraron un notable deteriodo y aumento de tamafo de células de la cianobacteria
Anabaena sp. después de 96h de exposicion a 1.5mg/L de cadmio. De igual
manera, Stokes et al. (1973) observaron cambios morfologicos significativos de

aumento de tamafio en Chlorella sp. y Scenedesmus sp.

Estas similitudes en cuanto a los efectos del cadmio, probablemente se
deban a la accion de este metal para actuar a nivel de la membrana citoplasmaética,
uniéndose a ésta por el caracter de atraccion polar produciendo un desacoplamiento

en la permeabilidad, provocando un aumento en el volumen celular (Rivera 1995).
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10.CONCLUSIONES

La evaluacién sobre la toxicidad de CuSOas, K2Cr207 y CdCl2 de manera
individual sobre Scenedesmus intermedius, demuestra que son téxicos para
organismos productores de la cadena trofica, y por ende su uso y vertido
indiscriminado al medio ambiente representa un riesgo potencial para el

ecosistema.

La respuesta de las mezclas binarias de CdCl2/K2Cr207 y K2Cr207/CuSOa4
indica que sus efectos se inhiben en combinacion, siendo menos toxica que la
respuesta individual de sus componentes; sin embargo, la mezcla binaria de
CdClI2/CuSOag indica que conforme las concentraciones de los dos xenobidticos va
en aumento, sus efectos tdxicos son mayores en combinacién que a los que se

observaron individualmente sobre la microalga.

La medicion del volumen celular sobre la microalga arrojo datos
complementarios para comprender mas a fondo el efecto toxico aun en bajas
concentraciones de las sales metalicas, confirmando el efecto toxico que estos
presentaron. Sin embargo, la informacién que existe en la actualidad sigue siendo
insuficiente, advirtiendo la necesidad de un mayor numero de pruebas respecto a
los efectos a largo plazo de estos xenobidticos y precisar el tipo de interaccién con
otro tipo de contaminantes en mezcla para obtener resultados mas representativos

de la potencialidad toxica de los contaminantes.
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11. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda el estudio de las sales
metalicas utilizadas en este estudio en conjunto con otros contaminantes, ya que se
requiere de la consideracion de las mezclas de los agentes quimicos y su impacto
en los ecosistemas, para poder establecer o actualizar normas que ayuden a

disminuir el impacto de los metales como contaminantes.
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