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EFECTO TOxIco INDIVIDUAL ¥ EN MEzCLA ANTE Los conNTAMINANTES NG
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

ABREVIATURAS:

ASTM: Asociacion Americana de Ensayo de Materiales

CAT: Catalasa.

ERO: Especies reactivas de oxigeno.

FA: Fraccion afectada

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
GPx: Glutatién peroxidasa

IARC: International Agency for Research on Cancer

IC: indice de combinacion

Clso: Concentracion inhibitoria 50%

IDR: indice de reduccion dosis

IOMC: Programa Interorganizacional para el Manejo Adecuado de las Sustancias Quimicas
LPO: Lipoperoxidacion.

NOEC: Concentracion a la cual no se observa efecto

NOM: Norma Oficial Mexicana

OECD: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos

PNUMA: Programa de las Naciones Unidad para el Medio ambiente.

SOD: Superoxidasa dismutasa.

US EPA: Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos

UVL: umbral de valor limite.
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EFECTO TOXIcO INDIVIDUAL Y EN MEzCLA ANTE LOS coNTAMINANTES NG
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

GLOSARIO:

Abidtico: No relacionado con organismos vivos.

Absorcién: Proceso de entrada o transporte, activo o pasivo, de una sustancia al interior

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

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

concentracion de la sustancia en los mismos.

Adicion. La respuesta a una combinacioén de dos o mas productos quimicos es la suma
aritmética de las respuestas individuales esperadas.

Aguas residuales: Son las aguas de composicién variada provenientes de las descargas
municipales, industriales, comerciales, agricolas pecuarias, domésticas y en general de

cualquier otra.

Agudo: Exposiciones o efectos a corto plazo. 1. En toxicologia experimental, estudios de
corta duracién, normalmente de 24 h, o de dos semanas 0 menos, iniciados por la
administracion de una dosis Unica. ant.Crénico. 2. En clinica médica, patologia subita y
severa con curso rapido.

Antagonismo: La respuesta a una combinacion de dos o mas productos quimicos es
menor que la suma de las respuestas individuales esperadas. (a) Funcional: se produce
cuando dos productos quimicos se contrarrestan entre si produciendo efectos opuestos
sobre la misma funcion fisiolégica. (b) Quimico: reaccién entre dos compuestos que
generan un producto menos téxico. (c) Disposicional: se produce cuando el ADME
(Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion) de una sustancia quimica se altera de
forma que la concentracién y/o la duracion de la sustancia en el 6rgano diana se ven
disminuidos. (d) 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.

Antropogénico: Causado o influido por actividades humanas

Biodegradable: Destruccion in vivo o in vitro de una sustancia, por accion enzimatica.
Puede caracterizarse como: 1. Primaria. La alteracion de la estructura quimica de la
sustancia que supone la pérdida de una propiedad especifica. 2. Aceptable desde el punto

de vista ambiental. Se eliminan propiedades indeseables del compuesto. 3. Total. La
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EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS cONTAMINANTES HINEENEE
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO
sustancia se transforma completamente en moléculas o iones simples (como diéxido de
carbono, metano, nitrato, amonio, agua, etc.). En ocasiones los productos de

biodegradacién pueden ser mas nocivos que la sustancia degradada.

Bioensayo: Procedimiento para evaluar la actividad bioldgica, la presencia o la cantidad
de una sustancia (téxico, toxina, hormona, antibiético, etc.) mediante la medida de sus
efectos sobre un organismo o cultivo celular en comparacién con una preparacion estandar
apropiada.

Bioindicador: Pardmetro que puede utilizarse para identificar un efecto téxico en un
organismo, y puede permitir la extrapolacion interespecies. 2. Indicador que sefiala un
acontecimiento o una situacién en una muestra o sistema biolégico y proporciona una

medida de la exposicion, el efecto o la susceptibilidad.

Biomagnificacion: Secuencia de procesos que conducen a aumentar la concentracion de
una sustancia en un organismo con respecto a la del medio que se lo ha aportado. Se suele

aplicar a los ecosistemas mas que a los individuos.

Biomasa: 1. Cantidad total de material biético, usualmente expresado por unidad de
superficie o de volumen, en un medio, como agua, suelo, etc. 2. Materia producida por

crecimiento de microorganismos, plantas o animales
Biota: La totalidad de los organismos vivos

Cadena trofica: 1. Secuencia de transferencia de materia y energia en forma de alimento
de organismo en organismo en niveles tréficos ascendentes o descendentes. 2. Serie de
organismos que se alimentan unos de otros, en cuya sucesion se transmiten y concentran,

entre otras, sustancias toxicas
Carcinogenocidad: Capacidad para inducir cancer.

Concentracion inhibitoria: Proporcion de una sustancia en un medio que origina una
inhibicion determinada (p. ej. de crecimiento, de movimiento, etc.), en un sistema de

ensayo; la CI-50 causa el 50% de la inhibicion maxima.

Dragado: Operacion que consiste en la limpieza de rocas y sedimentos en los cursos de

agua, lagos, bahias o accesos a puertos.
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EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

Ecotoxicologia: Estudio de los efectos toxicos de los agentes fisicos y quimicos sobre las

poblaciones y comunidades de los ecosistemas; abarca las formas de transferencia de

estos agentes y sus interacciones con el ambiente.

Escorrentia: Corriente de agua que se vierte al rebasar su depdsito o cauce naturales o

artificiales

Fitoplancton: organismos acuaticos autétrofos del plancton, que tienen capacidad
fotosintética y que viven dispersos en el agua.

Genotoéxicidad: Capacidad para causar dafio al material genético; el dafio puede ser de

tipo mutageno o carcinégeno.

Lixiviacién: Extraccion sélido-liquido, es un proceso en el que un disolvente liquido pasa
a través de un sélido pulverizado para que se produzca la disoluciéon de uno o mas de los

componentes solubles del sélido.

Maxima concentraciéon admisible (aceptable o permisible) (MAC, en inglés).
Concentracioén que si es inhalada diariamente (en el caso de personas que trabajan 8 horas,
cinco dias a la semana, o durante 24 horas en caso de la poblacién general), y que segun
los conocimientos actuales no parecen inducir dafio apreciable, ni durante la vida laboral,
ni posteriormente, ni en siguientes generaciones. t. rel. limite permisible de exposicién,
valor umbral limite (TLV).

Metalotioneina: Proteina de bajo peso molecular y rica en cisteinas se encuentra presente
en todos los tejidos, principalmente en higado y riflones (donde se acumula mas cadmio en

el organismo), funciona principalmente atrapando iones de cadmio.

Mutagénesis: Introduccion de cambios heredables (mutaciones) del genotipo en una célula
como consecuencia de alteracion o de pérdida de genes o de cromosomas (o de parte de

ellos).

Oligoelemento: Elemento quimico que se halla en muy pequefias cantidades en las células

de los seres vivos y es indispensable para el desarrollo normal del metabolismo.

Plancton: Organismos, principalmente microscépicos, que flotan en aguas saladas o

dulces, més abundantes hasta los 200 metros de profundidad, aproximadamente.

Sinergismo. Efecto que se produce cuando los efectos de la combinacion de dos productos

guimicos son mucho mayores que la suma matematica de sus efectos en forma individual
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Tetragénicidad: Capacidad potencial para producir malformaciones o defectos en la

descendencia. 2. Es una manifestacion de toxicidad en la reproduccién, caso particular de

la embrio/fetotoxicidad, demostrada por la produccion o el incremento de la frecuencia de

malformaciones estructurales, congénitas, no-hereditarias, en la progenie, visualmente

detectables al nacimiento.

Téxico: 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 accién

depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales.

Umbral de valor limite: Representa la maxima concentracién a la cual un organismo puede

ser expuesto continuamente sin sufrir trastornos

Zooplancton: Fraccién del plancton constituida por seres que se alimentan, por
ingestién de materia organica ya elaborada
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RESUMEN

El vertido de aguas residuales conlleva frecuentemente a altas concentraciones de metales
pesados provenientes del uso antropdgenico, entre ellos son habituales el cromo y cadmio,
estos llegan a alcanzar a los diferentes ecosistemas acuéticos ocasionando un gran
impacto contaminante, lo cual representa un peligro potencial no sélo para la poblacion sino
también para el medio ambiente. Teniendo en cuenta que la produccion mundial de cadmio
y Cromo se haido incrementando en los Ultimos afios, se ha considerado realizar un estudio
sobre la toxicidad de estos elementos, utilizando cloruro de cadmio y dicromato de potasio
en su forma individual y en mezcla empleando bioensayos como herramientas de
diagnostico para determinar el efecto sobre organismos de prueba bajo condiciones
experimentales especificas y controladas. Un efecto nocivo evaluado por medio de ensayos
biolégicos normalizados puede indicar niveles de peligrosidad trasladables y asimilables a
organismos que forman parte de los sistemas naturales y la biocenosis; por ello en nuestro
estudio hemos utilizado un bioensayo de toxicidad aguda a través de la valoracion de la
Clsp, usando como bioindicador un representante del fitoplancton, la microalga
Scenesdemus intermedius. Las microalgas al pertenecer al primer eslabén en la cadena
tréfica como productores son idoneas para los estudios de ecotoxicidad acuatica. Los
resultados obtenidos de la (Clso) a 96 horas mostraron que el cloruro de cadmio Clso de
0.522 mg L fue més toxico que el dicromato de potasio Clsode 6.64 mg L entrando este
en la categoria Il, mientras que el cloruro de cadmio se encontraria en la categoria |, dentro
de la clasificacion de sustancias toxicas o contaminantes en ambientes acuéaticos de
acuerdo a la EPA. Mientras que los resultados de la mezcla del cloruro de cadmio/dicromato
mostraron como resultado una Clsode 6.44 mg L™ a 96 horas con una respuesta antagonica,
aunque a medida que aumentan las concentraciones la respuesta se vuelve sinérgica. Es
por este que se llego a la conclusién que la presencia de altas concentraciones de metales
téxicos como el Cd y el Cr supone un riesgo potencial, afectando asi los niveles superiores

de la cadena tréfica primaria.

Palabras clave: Toxicidad aguda, Scenesdemus intermedius, Dicromato de potasio,
Cloruro de cadmio, Mezcla, Antagonica.
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ABSTRACT:

The discharge of wastewater frequently leads to high concentrations of heavy metals from
anthropogenic use, including chromium and cadmium, which reach the different aquatic
ecosystems, causing a high level of contamination that represents a potential danger not
only for population but also for the environment. Taking into consideration that the global
production of cadmium and chromium has been increasing in recent years, it has been
considered to do toxicity studies of these elements, using cadmium chloride and potassium
dichromate in their individual and mixed form, using bioassays as diagnoses tool to
determinate their effect into proof organisms under specific and controlled experimental
conditions. A harmful effect can indicate levels of dangerousness that can be transferred
and assimilated to organisms which are part of natural ecosystems and biocenosys. For this
reason, the propose in our study were use an acute toxicity bioassay through the
assessment of the Clsg, using the microalgae Scenesdemus intermedius as a bioindicator
to determine the toxicity of these compounds under specific and controlled experimental
condition, as Microalgae belonging to the first link in the trophic chain as producers are ideal

for aquatic ecotoxicity studies.

The results obtained at 96 hours showed that the cadmium chloride Clso 0.522mg L* was
more toxic than the potassium dichromate was of Clsy 6.64mg L. According to the EPA
classification for toxic substances and pollutants in aquatic environments potassium
dichromate reached the category Il, while the cadmium chloride was considered to be in
category | both of them being toxic for the environment. While the results of the cadmium
chloride / dichromate mixture results in an ICso 6.44 mg L at 96 hours with an antagonistic
response, although as the functions increase, the response becomes synergistic. This is
how it was concluded that the presence of the functions of toxic media such as Cd and Cr
the potential risk, affecting the upper levels of the primary trophic chain.

Keywords: Acute toxicity, Scenesdemus intermedius, Potassium dichromate,

Cadmium chloride, Mixture, Antagonist.

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

1. INTRODUCCION

La contaminacion de cuerpos de agua (rios, lagos, océanos y agua subterranea) ocurre
cuando los contaminantes son descargados directamente o indirectamente en cuerpos de
agua sin un adecuado tratamiento que remueva los componentes dafinos. Particularmente
peligrosa es la contaminacion provocada por las altas concentraciones de algunos metales
pesados por sus efectos adversos causados por la persistencia y el fenbmeno de
biomagnificacion (Topolian, 1999). El termino "metales pesados” se aplica a cualquier
elemento metalico que tenga una densidad relativamente alta y que sea toxico, aun en bajas
concentraciones (Lenntech, 2004). Al contrario de muchos contaminantes organicos los
metales pesados generalmente, no se eliminan de los ecosistemas acuaticos por procesos
naturales debido a que no son biodegradables (Forstner & Wittman, 1979); aunque hay que
enfatizar que existen entre los metales pesados (plomo, cadmio, cromo, mercurio, zinc,
cobre, plata, entre otros) constituyen un grupo de gran importancia, ya que algunos de ellos
son esenciales para las células (Zn, Fe, Cu), pero dependiendo de la concentracion pueden

resultar toxicos (Spain, 2003).

Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse. La bioacumulacion
se define como un aumento en la concentracién de un producto quimico en un organismo
Vivo en un cierto plazo de tiempo, comparada a la concentraciéon de dicho producto quimico
en el ambiente (Angelova, lvanova, Delibaltova, & lvanov, 2004)). En un pequefio grado se
pueden incorporar a organismos vivos (plantas y animales) por via del alimento y lo pueden
hacer a través del agua y el aire como medios de translocacién y dependiendo de su

movilidad en dichos medios (Lucho, Alvarez , Beltran, Prieto, & Poggi , 2005)

La absorcién de metales pesados por los organismos fitoplanténicos es generalmente el
primer paso para la entrada de estos en la cadena tréfica. La absorcion y posterior
acumulacion depende de la concentracion. Por lo tanto, el estudio de la toxicidad de metales
en los ecosistemas acuaticos es de gran interés, ya que estos pueden llegar a producir
efectos negativos sobre la biota normal acuatica. En la actualidad, el monitoreo ambiental
recurre a una terna de técnicas de diagnéstico, complementarias entre si, que se indican a

continuacion:
a) monitoreo de efectos biolégicos con ensayos de toxicidad.
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b) monitoreo biolégico de campo.
¢) medicién de parametros quimicos convencionales en descargas y cuerpos receptores.

Las microalgas pueden ser utilizadas para la deteccion de contaminantes y evaluacién de
ecotoxicidad, ofreciendo la utilidad de ser usadas en bioensayos ecotoxicolégicos como
bioindicadores para dar informacion debido a que es el primer eslabén de la cadena tréfica
en el medio acuatico y desempefia un papel vital en la estabilidad del ecosistema acuatico.
Son ademés esenciales para indicar la calidad del medio ambiente acuatico. Como
organismos unicelulares que son poseen una menor superficie celular y por tanto reduccion
en gasto energético, algunas se reproducen de forma asexual y otras por gametogénesis
dependiendo de las condiciones en que se encuentren; Ademas de que son capaces de
generar biomasa a partir de CO; y luz. Se puede afirmar que el deterioro de los ecosistemas
se ve reflejado en cambios en la calidad del agua y en las comunidades presentes y que
las comunidades algales, como grupos potenciales para evaluar impactos temporales en el
medio, son idéneas para los estudios ya que presentan ciclos de vida cortos y estan
influenciados por variables, que no tienen efecto sobre organismos heterotréficos
(Reynolds,1984).

Por ello en esta investigacion se plante6 establecer la toxicidad aguda de dos compuestos
metalicos el cloruro de cadmio y dicromato de potasio en su forma individual, utilizando la

microalga Scenesdemus intermedius como bioindicador a través del estudio de la Clso (g6h).
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2. ANTECEDENTES

El hombre ha dependido de los recursos que la naturaleza le proporciona, desde sus
origenes hace més de tres millones de afios, y ha tenido la capacidad de transformar su
ambiente a escala muy por encima de cualquier otro organismo del planeta. No fue sino
hasta muy recientemente que el hombre comenzé a preocuparse acerca del impacto de sus
transformaciones en el ambiente (INECC, 2007), esto fue debido a que, desde muy
temprano en la historia, existia la percepcién de que la naturaleza no sélo era capaz de
absorber cualquier tipo de perturbacion, sino que ademas se constituia en un enemigo a
vencer. Transformar a la naturaleza de acuerdo a las necesidades del hombre se

consideraba un signo de desarrollo econémico y social (Jordan, 1998).

Las actividades antropogénicas han generado una gran variedad de contaminantes, los
cuales han ocasionado el deterioro de los distintos compartimientos ambientales,
incluyendo el agua, el aire, el suelo y el sedimento, asi como la biota asociada y por ende
de los ecosistemas. Estos efectos dependen de la concentraciéon en la que se encuentran
las sustancias, de su persistencia y de su biodisponibilidad, pudiendo ocasionar desde
efectos no letales, como el desplazamiento temporal de algunas especies, hasta la muerte

de poblaciones enteras (Ramirez & Mendoza, 2008).

Los efectos de la contaminacién comenzaron a ser principalmente visibles a partir de la
Revolucion Industrial (1830-1890), cuando la produccion en masa, asi como el
hacinamiento de las personas en las ciudades, provocéd condiciones insalubres que
produjeron muertes masivas, enfermedades crénicas y degenerativas, ademéas de la
devastacion de bosques y rios (Neuzil & Kovarik, 1996). Esta situacion se vio magnificada
posteriormente por la llamada “Revoluciéon Quimica”, la cual proporcioné la utilizaciéon de
miles de sustancias para fabricar productos de consumo diario, sin la realizacion de
estudios cientificos para conocer los posibles efectos de la mayoria de estas sustancias en
el hombre y el medio ambiente (PBS,2001).

La investigacion formal de los efectos adversos de los contaminantes sobre los organismos
se inicia en la década de los afios 30, a través del desarrollo de estudios para determinar
la relacion causa-efecto entre la presencia de contaminantes quimicos en el agua y sus

efectos biologicos en poblaciones de peces. Estos estudios se enfocaron en su mayoria a
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confirmar si un contaminante, del que se tenia sospecha, era el agente causante de un

dafio que ya habia ocurrido y se basar6n en pruebas de mortalidad de los organismos

(Pruebas de toxicidad aguda) (Ramirez & Mendoza, 2008).

Sin embargo, el esfuerzo de eliminar la contaminacion provocada por el hombre del medio

ambiente natural, no han podido seguir el ritmo de la creciente cantidad de materiales de
desecho y ademas una poblacion creciente agrava alin mas la situaciéon. De esta forma el
ser humano se expone constantemente a las sustancias quimicas presentes en el ambiente
a través del aire y el polvo que respira, del agua de consumo y de la ingesta de alimentos
contaminados con agroquimicos u otras sustancias que se han depositado desde la
atmosfera o estan presentes en el agua de riego. Dependiendo de su magnitud, frecuencia
y duracion, la exposicidon a sustancias quimicas puede producir efectos negativos muy
diversos como trastornos en el sistema respiratorio, sistema nhervioso y alteraciones
hepaticas. También pueden ocurrir dafios en los sistemas cardiovascular, inmunologico y
hormonal, asi como efectos reproductivos y teratogénicos, mutaciones y cancer. La
exposicién a sustancias téxicas es especialmente preocupante en los nifios debido a que
se encuentran en pleno desarrollo y son, por lo tanto, particularmente vulnerables (Ize et al.
2010).

En general, se considera como “contaminante” al exceso de materia o energia (calor) que
provoque dafio a los humanos, animales, plantas y bienes, o bien, que perturbe
negativamente las actividades que normalmente se desarrollan cerca o dentro del agua. De
esta forma no existe una divisibn precisa entre las aguas contaminadas y las no
contaminadas; a pesar de la dificultad para definir la contaminacion, es claro que ésta

provoca el abatimiento o muerte de la flora y fauna (Jiménez, 2001).

2.0.1 TIPOS DE CONTAMINACION

= Contaminacion del agua: es la incorporacion al agua de materias extrafias, como
microorganismos, productos quimicos, residuos industriales, y de otros tipos o
aguas residuales. Estas materias deterioran la calidad del agua y la hacen inutil para

los usos pretendidos.
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= Contaminacion del suelo: es la incorporacion al suelo de materias extrafias, como
basura, desechos toxicos, productos quimicos, y desechos industriales. La
contaminacion del suelo produce un desequilibrio fisico, quimico y biolégico que

afecta negativamente las plantas, animales y humanos.

= Contaminacion del aire: es la adicién dafina a la atmosfera de gases toxicos, CO,
u otros que afectan el normal desarrollo de plantas, animales y que afectan

negativamente la salud de los humanos.

2.0.2 CONTAMINACION AMBIENTAL SEGUN EL CONTAMINANTE

¢ Contaminacién quimica: refiere a cualquiera de las comentadas en los apartados

anteriores, en las que un determinado compuesto quimico se introduce en el medio.

¢ Contaminacién radiactiva: es aquella derivada de la dispersion de materiales
radiactivos, como el uranio enriguecido, usados en instalaciones médicas o de
investigacion, reactores nucleares de centrales energéticas, municién blindada con
metal aleado con uranio, submarinos, satélites artificiales, etc., y que se produce por
un accidente (como el accidente de Cherndbil), por el uso o por la disposicién final

deliberada de los residuos radiactivos.

¢ Contaminacion térmica: refiere a la emision de fluidos a elevada temperatura; se
puede producir en cursos de agua. El incremento de la temperatura del medio

disminuye la solubilidad del oxigeno en el agua.

¢ Contaminacién acustica: es la contaminacion debida al ruido provocado por las
actividades industriales, sociales y del transporte, que puede provocar malestar,

irritabilidad, insomnio, sordera parcial, etc.

¢ Contaminacién electromagnética: es la producida por las radiaciones del espectro

electromagnético que afectan a los equipos electronicos y a los seres vivos.

¢ Contaminacién luminica: refiere al brillo o resplandor de luz en el cielo nocturno
producido por la reflexion y la difusion de la luz artificial en los gases y en las
particulas del aire por el uso de luminarias 0 excesos de iluminacion, asi como la
intrusion de luz o de determinadas longitudes de onda del espectro en lugares no

deseados.
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¢ Contaminacién visual: se produce generalmente por instalaciones industriales,

edificios e infraestructuras que deterioran la estética del medio.

2.0.3 LA CONTAMINACION ACUATICA

La importancia de los ecosistemas de agua dulce es pasada por alto por muchas personas.
Debido a que estos son cuerpos muchos mas pequefios que los océanos, pero importantes
de todos modos, los ecosistemas de agua dulce incluyen lagos, rios, arroyos y riachuelos.
Todos ellos de descarga su agua en los océanos, por lo a partir de la desembocadura de
los rios. Una de las principales caracteristicas del agua dulce son que en ellas existe una
abundante cantidad de nutrientes y minerales (con un minimo de sales minerales disueltas
especialmente cloruro de sodio), es por eso que tatos tipos de plantas y animales son

capaces de prosperar en tales ubicaciones.

Las cianobacterias o algas azules y verdes se encuentran en la mayoria de los ecosistemas
de agua dulce y muchos animales dependen de estos organismos para alimentarse en ese
entorno. Debido que proporcionan cantidades adecuadas de alimentos para aves, anfibios

y muchos otros seres vivos de estos ecosistemas.

El deterioro de los ecosistemas debido a la contaminaciéon es un problema critico de
nuestros tiempos. La creciente cantidad de contaminantes en zonas costeras se produce
como consecuencia del vertimiento de desecho industrial, urbano, la activada agricola,
minera y portuaria, representando un peligro inminente para el hombre y el medio ambiente.
La activad antropogénica es una constante amenaza para la estabilidad de los ecosistemas
y en este sentido, los sistemas acuaticos son receptores de toda clase de residuos
antropogénicos de naturaleza organica e inorganica, dependiendo de las condiciones
bidticas y abibticas (propiedades fisicoquimicas) del ecosistema se pueden generar formas
organicas e inorganicas de tales residuos. Detectdndose, ademas la presencia de
compuestos toxicos (Fargasova, 1997), generalmente considerados agresivos por su

persistencia en los sedimentos (Visviki y Rachlin, 1991).
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Tabla 1 Clasificacion de los agentes contaminantes del agua.

Agentes contaminantes del agua

Impurezas bioldgicas Impurezas inorganicas Impureza organicas
o Bacterias e Suciedad y e Oloresy sabores
e Virus sedimentos ¢ Plaguicidas y
e Parésitos e Solidos disueltos herbicidas
¢ Metales toxicos e Productos quimicos
e Radiactividad organicos toxicos.

e Amianto e Cloro

EQE
@@@ il se-sdd

wos Eopwoquetes Espanios el o oy~

Las presencias de compuestos toxicos en ecosistemas acuaticos son capaces de causar
dafio reversibles e irreversibles como letalidad de la biota. Los efectos que producen estan
en funcién del tipo de sustancias, concentracion y metabolismo. En general, son
alteraciones morfologicas, congenicas, mutagénicas (producen cambios genéticos),
carcinogénicas o toxicas. Una caracteristica relevante es que son acumulables y su efecto
se manifiesta solo después de un cierto periodo de exposicién. Entre una concentracion
tolerable y una letal hay un nivel intermedio en donde se presenta efectos secundarios; este
valor inferior corresponde al Umbral de Valor Limite (UVL) y representa la maxima
concentracion a la cual un organismo puede ser expuesto continuamente sin sufrir

trastornos. El UVL se utiliza para definir los estandares de contaminacién (Jiménez, 2001).

La complejidad de los ecosistemas acudticos junto con su alta variabilidad inherente y la
influencia de multiples estresantes sugiere que, la medicién de una sola o pocas variables,
sea adecuada para estimar los efectos sobre la biota de mdltiples factores con el fin de

establecer las bases mecanisticas de estos efectos (Botello, 2005).

De esta manera el crecimiento econémico y la globalizacién han originado evidentes

beneficios, pero al mismo tiempo han provocado la aparicién de nuevos riesgos. Induciendo

a la poblacién a la exposicion de sustancias y preparados quimicos peligrosos, tales como,

compuestos metalicos que son liberados en el ambiente tanto por fuentes naturales como
_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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antropogénicas, especialmente por las actividades mineras e industriales. Ellos se filtran a

las aguas subterrdneas moviéndose a lo largo de la red de los cursos de agua y

eventualmente alcanzando a los acuiferos o son llevados por las corrientes superficiales y

por lo tanto resultando en la contaminacion del agua y consecuentemente el suelo (Aldecoa,

et .al.Sf).

Algunos metales tienen un rol biolégico como elementos de traza, pero los efectos toxicos
de muchos de ellos en la bioguimica son motivo de gran preocupacion, debido a que se
combinan con proteinas y enzimas para formar biotoxicos estables, con lo cual mutilan sus
estructuras e impidiendo las bioreacciones de sus funciones. Ademas, algunos metales

también tienden a la bioacumulacion que persiste a lo largo de la cadena trofica.

El agua de consumo puede transmitir numerosas enfermedades producidas por agentes
microbioldgicos y quimicos. Los brotes de enfermedades hidricas son causados por
contaminantes quimicos, ya sea por contaminantes del agua de origen o bien debido a las
caracteristicas del abastecimiento, con lo cual puede representar un riesgo sanitario(Vargas
Marcos, 2005)..

2.0.4 PRINCIPALES CONSECUENCIAS DE LA CONTAMINACION
ACUATICA

Generacion de enfermedades infecciosas o toxiinfecciosas en las personas (c6lera,
hepatitis, cancer, disenteria, entre otras enfermedades) procesos carcinogénicos,
etc.

Toxicidad en las especies de los diferentes ecosistemas.

Debilitacién en el sistema inmunoldgico y efectos nocivos en el desarrollo de las

especies marinas.
Contaminacion del agua dulce, el cual es apto para el consumo humano.

Disminucién en diversas actividades de recreo, asi como la disminucién en la

produccion de materia prima alimenticia.
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2.1 CONTAMINACION ACUATICA POR METALES PESADOS

Las sustancias quimicas pueden encontrarse en los compartimentos ambientales aire, agua
y suelo de manera natural (por ejemplo, arsénico en el agua) o porque son emitidas por
actividades industriales de extraccion y explotacion (como es el caso del mercurio en
actividades mineras) (ver gréfica 1). En general, cada sector industrial se asocia a un grupo
especifico de contaminantes quimicos y de residuos toxicos. Por ejemplo, los metales se
vinculan con la produccién de cemento, la mineria y la combustion de carbon, las dioxinas
y los retardantes de flama con procesos de produccion y reciclaje de productos electrénicos
y los colorantes mutagénicos con la industria texti (PNUMA 2012). La liberacion de
sustancias quimicas toxicas puede ocurrir por fugas y derrames accidentales o descargas
directas a rios, lagos o mares. La disposicion inadecuada de residuos, cuyos lixiviados
contaminan suelos y acuiferos, es una fuente importante de contaminantes. La presencia
de sustancias toxicas en los compartimentos ambientales también puede ser causada por
una actividad intencional como es la aplicacibn de plaguicidas y fertilizantes que
posteriormente se dispersan en agua, suelo y aire (PNUMA 2012).

Una tercera forma de contaminacion inorganica consiste en la presencia de metales
pesados en el medio ambiente. Los metales pesados son, en sentido estricto, los que tienen
una densidad superior a 5 g/cm®. Esto es cierto para las cinco especies principales de
mercurio, plomo, cadmio, cromo y arsénico. Sin embargo, otros elementos como el zinc y
el aluminio tienden a afectar también a los organismos vivos, y cada vez es mas claro que
los metales ligeros estan cargando el medio ambiente acuético tan fuerte como su

capacidad mas pesada (Potters, 2013).

CONTAMINACION POR METALES PESADOS
Municipal
5%

Grafica. 1 Porcentaje del

Agricultura grado de contaminacion
21%
por metales pesados

debido actividades
antropogénicas.
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9%
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La introduccion de contaminantes metalicos en el sistema acuatico tiene varias fuentes,

algunas de las cuales se presentan en

Incineracién
la Fig. 1, en donde se incluyen Fundicién —_ ]
g y Gases de AIRE < .
procesos de fundicion y combustién de escape ¢ i
. . _ . . g
combustible a través de la lluvia apjcacisn Caida (con erosion)
atmosférica, contaminacion por fugas, e T :
’ “ p g ’ residuales L SISTESMA E
afluentes y actividades de vertido, TERRESTRE '
; . Fugas de A - -3
forma de escorrentia de sistemas  efluentes [j o LI
., L'\xivia_t:jc’)n Irrigacion Flujo de biota :
terrestres donde la acumulacion e 1 H
L, o L N :
ocurri6 por la aplicacion atmosférica en -
P P AGUA FRESCA '
la tierra de materiales de aguas - — o>
. o | -
residuales y la lixiviacion de basura. Corriente derio Fuiodebiora | §
Por otro lado, los cuerpos de agua ' Yo o
contaminados conducen a muchas ESTUARIO
] : o D _—
vias hacia la contaminacion por I i S
metales de los ecosistemas terrestres, Mezi'adol fodet s, |
. . . ¥ oo
por ejemplo, a través del riego, las !
actividades de dragado y el flujo de OCEANO W
biota (Fbrsmer & Wittmann, 2012)' Fig. 1 Rutas de contaminantes metalicos al medio

ambiente (Goldberg, 1976)
Los metales estan naturalmente presentes en el

medio ambiente, aunque normalmente en su forma oxidada, por ejemplo, en minerales o
en material biolégico. Sin embargo, la humanidad ha ideado un gran numero de
aplicaciones interesantes para metales y aleaciones, mejorando la propagacion mundial de
la contaminacién por metales (incluso en aquellos lugares que nunca han visto mineria o
procesamiento de metales). Ademas, los metales son elementos quimicos y no se pueden

degradar (como los azucares en CO; y H;0), solo se reciclan de un organismo a otro.

Metales esenciales como Zn, Cu, Cr®*, Se, Ni, Al, que tienen funciones biolégicas benéficas
para el crecimiento y productividad en el ecosistema, no obstante, son toxicos en
concentraciones altas. Ejemplos de tales metales se enumeran en la Tabla 2. Tanto el

consumo excesivo como la escasez de metal tienen efectos nocivos sobre un organismo.
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Tabla 2. Metales esenciales y toxicos

Esenciales ( fisioldgicos) o No esenciales

Esenciales No esenciales
Zinc Cadmio

Hierro Niquel
Magnesio Plomo

Cobre Aluminio
Cobalto Arsénico

Algunos metales son biolégicamente importantes

— Funcionan como cofactores.
— Componentes integrales de enzimas (Mg) y moléculas biologicamente
activas

Ejemplos. Fe?*: hemoglobina, citocromos. Mg?*: Clorofila

Ejemplos de metales toxicos:

(Pb) Sintesis del hemo y sintesis de la clorofila.

(Hg?* o MeHg, Pb) Neurolégicos: dafio mental, entumecimiento y visién tinel.
(Cd) Nefrotoxicidad, interrumpe la entrada del calcio y osteoporosis

Tabla 3. Metales esenciales para organismos (Potter G. 2013)

Metal Funcion biolégica

Potasio Ayuda a preservar las propiedades electroquimicas sobre la membrana
plasmatica.

Sodio Ayuda a preservar las propiedades electroquimicas sobre la membrana
plasmaética.

Calcio Segundo mensajero

Necesario en el funcionamiento del musculo.
Necesario en la sintesis del hueso.
Magnesio Cofactor en muchos ATPasas.
Central ion en el grupo clorofila hemo.
Zinc Cofactor en muchas enzimas: carboxipeptidasa, alcohol deshidrogenasa y

anhidrido carboénico.
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Parte de la transcripcion del factor del zinc.
Hierro Central ion en el grupo hemoglobina hemo.

Cofactor en el consumo de la vitamina C

Manganeso  Cofactor en muchas enzimas.

Cubre Cofactor en muchas enzimas redox y citocromo oxidasa.

selenio Cofactor esencial en la actividad de antioxidantes enzimas como glutation
peroxidasa.

Cobalto Sintesis de vitamina B12

Otros metales (Hg, Cd, Pb) no son esenciales: constituyen solo una carga para el organismo
y tienen un efecto nocivo sobre su metabolismo. Tan pronto como sus niveles en la célula
u organos de un organismo superen un umbral critico, el organismo sufrird una serie de

sintomas, que en dltima instancia conduciran a mayores dosis, hasta la muerte (figura 3).

A

\ Death /

Region of toxicity

N

Region of no
effect

effect

Non-essential metals
Essential metals

~
>

Threshold of safety

dosage
Fig. 2 Curva dosis- respuesta para metales esenciales y no esenciales ( Potter G. 2013).

La peligrosidad de los metales pesados es mayor al no ser quimica ni biolégicamente
degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en el ambiente durante cientos de
afios. Ademas, su concentracion en los seres vivos aumenta a medida que son ingeridos
por otros, por lo que la ingesta de plantas o animales contaminados puede provocar
sintomas de intoxicacion. A pesar de las abundantes pruebas de estos efectos nocivos para
la salud, la exposicion a los metales pesados continGa y puede incrementarse por la falta

de una politica consensuada y concreta.
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2.2 METALES CADMIO Y CROMO, Y SUS
COMPUESTOS. TOXICODINAMIA

Las sales solubles en agua de los metales pesados son muy téxicas y acumulables por
los organismos que los absorben, los cuales a su vez son fuente de contaminacioén de las

cadenas alimenticias al ser ingeridos por alguno de sus eslabones.

2.2.1 CADMIO

El cadmio (Cd, nimero atomico 48, masa atomica
111,40), significa calamina, nombre que recibia
antiguamente el carbonato de cinc. El elemento
cadmio lleva este nhombre porque fue descubierto
en Alemania en 1817 por Friedrich Stromeyer

como una impureza en el carbonato de zinc

(Ramirez, 2002). Este no se halla en el ambiente Fi9- 3 El cadmio se encuentra enla
naturaleza, en la corteza terrestre, y se ha

como un metal puro, es méas ablUndante en la usado para la fabricacion de baterias y otros

productos. (Instituto Nacional del Cancer de
naturaleza en forma de 6xidos complejos, sulfuros EE. UU)
y carbonatos en el zinc, plomo y minas de cobre
(Garcia & Cruz, 2012) . Se obtiene como subproducto del tratamiento metallrgico del zinc
y del plomo, a partir del sulfuro de cadmio; en el proceso hay formacién de 6xido de cadmio,
compuesto muy toxico. Ademas de contaminar el ambiente desde su fundicion y refinacion,

contaminacion también por multiples aplicaciones industriales (Ramirez, 2002).

El cadmio es un elemento altamente toxico para el ser humano y estéa clasificado por la
IARC (por sus siglas en inglés “International Agency for Research on Cancer”) en el grupo

| (cancerigeno comprobado en humanos).

Uno de los mayores agentes toxicos asociado a contaminantes ambiental e industrial, pues

retne cuatro de las caracteristicas mas preocupantes en un téxico:
1. Efectos adversos para el hombre y el medio ambiente
2. Bioacumulacién
3. Persistencia en el ambiente
4. Es facilmente acarreado por corrientes de agua o viento.
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Las principales fuentes de contaminacién son: la mineria, la metalurgia de metales no

ferrosos, la metalurgia del hierro y acero, la fabricacion de fertilizantes fosfatados, la

incineracion de residuos de madera, carbén o “plasticos”, la combustidn de aceite y gasolina

y las aplicaciones industriales de cadmio.

La concentracion de cadmio en aire de areas industriales varia de 9.1 a 26.7 pyg/m? frente
a 0.1 a6 ng/ m*en el aire de areas rurales. El tiempo de permanencia del cadmio en suelos
es de hasta 300 afios y el 90% permanece sin transformarse. El cadmio llega al suelo de
los terrenos agricolas por deposicién aérea (41%), con los fertilizantes fosfatados (54%),
por aplicacion de abono de estiércol (5%) y, frecuentemente por efluentes que contienen
residuos liquidos y sélidos de plantas hidrometallrgicas de cadmio. Se ha encontrado que,
en suelos contaminados, los niveles de cadmio alcanzan valores de hasta 1mg de Cd/g y

el agua de rios contaminados puede contener hasta 0.14 mg de Cd por L (Ramirez, 2002).

El cadmio siendo el miembro medio del subgrupo peridédico que consiste en Zn, Cd y Hg
revela propiedades intermedias. Los tres elementos muestran una profunda capacidad de
combinarse con grupos tiol SH™ (y ligando que contienen imidazol); la estabilidad de tales

complejos aumenta en los érdenes de Zn <Cd <Hg.

Cd y Hg compiten y desplazan al Zn en los procesos metabdlicos. Esto, por supuesto,
conduce a la secuencia de estabilidad absoluta que se explica mejor sobre la base de que
el sulfhidrilo es un donante blando, el cadmio y el mercurio son aceptores blandos, mientras
gue el zinc es un caso limite. Sobre la premisa de que los aceptores blandos prefieren
unirse a los donantes blandos, el desplazamiento de zinc se explica de forma inmediata
(Forstner & Wittmann, 2012).
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2.2.2 CLORURO DE CADMIO

El cloruro de cadmio se emplea como fungicida, componente de los bafios galvanoplasticos,
colorante en pirotecnia, aditivo en las soluciones de estafiado y mordente en la tincién e
impresién de textiles. También se utiliza para la produccion de determinadas peliculas
fotograficas, para la fabricacidbn de espejos especiales y para el recubrimiento de tubos

electrénicos de vacio

Propiedades fisicas y quimicas

Formula CdCl;

Estado Solido, blanco,
fisico higroscaopico, inodoro
Peso 183.32 g/mol

molecular

Densidad 4047 kg/m?3, 4,047 g/lcm?®
Punto de 841K (568 ° C)

fusion

Solubilidad Monohidratado: 119.6
en agua 0/100 mL (25 °C)

Fig. 4 Modelo de barras y esferas del cloruro de cadmio
(Anatolievich,2014)

Tabla 4. Propiedades Fisicoquimicas del cloruro de
cadmio

El cloruro de cadmio es muy resistente a la corrosion y se utiliza para su electrodeposicion
en otros metales, especialmente el acero y el hierro. Los tornillos, las tuercas de seguridad,
los pestillos y diversas partes de los aviones y vehiculos de motor estan tratados con cadmio
con el fin de protegerlos de la corrosion. Actualmente, solo el 8 % de todo el cadmio refinado
se utiliza para el galvanizado y los recubrimientos. Los compuestos de cadmio se utilizan
también como pigmentos y estabilizadores de plasticos (30% de su uso en los paises
desarrollados) y en ciertas aleaciones (3%). Las baterias pequefias, portatiles y recargables
de cadmio que se utilizan, por ejemplo, en los teléfonos méviles representan un uso del
cadmio cada vez mayor (en 1994, en los paises desarrollados, el 55 % de todo el cadmio

se utilizé en la fabricacion de baterias) (Nordberg, 2011).

El cadmio es un metal pesado toxico que puede causar numerosas alteraciones en el
funcionamiento de la célula. La exposicién al cadmio conduce a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), trastornos en la estructura y funcionamiento de la membrana,

inhibicion de la respiracion, alteraciones en la homeostasis ionica, perturbaciones en la
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division celular e inicio de apoptosis y necrosis. Este metal pesado es considerado un
carcinégeno por la Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades. Al
menos algunos de los efectos toxicos descritos podrian resultar de la capacidad del cadmio
para imitar otros iones divalentes y redes de transduccion de sefiales de alerta
(Chmielowska-Bak, Izbianska, & Deckert, 2013).

2.2.3.1 Mecanismo de accion toxica

El cadmio es considerado un genotoxico porque, aunque es incapaz de generar
directamente radicales libres, participa en la formacion de superoxido, hidroxilo y éxido
nitrico. La accion toxica del cadmio se debe a su afinidad por radicales de los grupos —SH,
— OH, carboxilo, fosfatil, cisteinil e histidil y a su actividad competitiva con otros elementos

funcionalmente esenciales como zinc, cobre, hierro y calcio.

Esto se da por dos tipos de mimetismo que pueden distinguirse a nivel celular: iénico y
molecular. EI mimetismo iénico es la capacidad para imitar iones no unidos u otros iones o
elementos. Mientras que el mimetismo molecular, a su vez, consiste en recolocacion de
otros metales en las moléculas biolégicas. EI mimetismo molecular del cadmio puede alertar
a las vias de transduccion de sefial y de contribuir a la citotoxicidad del Cd de varias

maneras (Chmielowska-Bak et al., 2013).

Los mecanismos moleculares de la toxicidad de cadmio no son completamente conocidos
hasta el momento; entre las respuestas toxicas el Cd presenta en primer lugar la alteracion
y competencia por los sitios de unién con metales esenciales especialmente el Zn, Fe, Cu
y Ca, desplazandolos para unirse a los grupos tiol con la consecuente depleciéon de
proteinas, enzimas (ej. glutation peroxidasa, la superoxido dismutasa) y factores de
transcripcién (Mera et al., 2016). Aunque el Cd carece de actividad redox, indirectamente
induce estrés oxidativo (Cailliatte et al., 2009), y se presenta tanto como un ion hidratado
como en complejos ibnicos organicos e inorganicos. Las formas solubles del metal (en
asociacion con cloruros, sulfhidrilo, hidroxilo y grupos tiol) gobiernan en gran medida la
actividad bioldgica del Cd; mientras que las formas insolubles en union a sulfatos e hidréxido
son inmdviles y absorbidas por el sedimento al depositarse en él (Vig, 2003; Faroon et al.,
2012). Se ha demostrado que la concentracion total disuelta del Cd tiende a incrementarse
si se encuentra en forma ionica y varia con la concentracién de Carbono Organico Disuelto
(COD) (Fotovat & Naidu, 1998; Vig, 2003). En este contexto, las microalgas unicelulares

son un componente fundamental de los distintos ecosistemas acuaticos, puesto que
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constituyen el primer eslabén que soporta a la cadena tréfica acuética, representando la
base de la produccion fotosintética de gran parte del O y fijacion de CO; del planeta. De
esta manera, cualquier alteracion sobre el fitoplancton produciria un desequilibrio potencial
en los niveles troficos superiores con consecuencias negativas para la estabilidad del
ecosistema (Franklin et al., 2000). En este contexto, los metales téxicos al afectar a las
comunidades planctonicas, provocan alteraciones en la fotosintesis, crecimiento, inhibicion

de la actividad enzimética y la respiracion (Yan & Pan, 2002), (Cortés-Téllez A. et al 2017).

Esto ocurre debido a que el cadmio es capaz de mimetizar a estos cationes divalentes en
el sitio de union de uno o mas acarreadores de proteinas y/o canales que transportan estos
metales (Ca 2*, Fe y Zn) a manera de obtener la entrada en las células diana; ocasionando
gue el Cd?* pueda imitar a las especies catidnicas divalentes de uno o mas metales
nutritivos en el sitio de union de una o mas de estas proteinas trasportadoras; puede formar
un complejo coordinado covalente con ciertas biomoléculas que contienen grupos sulfhidrilo
como el glutation(GSH) o cisteina(Cys) ;(Bridges & Zalups, 2005) asimismo una de las
principales entradas del cadmio a la célula esta dada por los canales de calcio, tomando en
cuenta que Cd?'y el calcio tienen un radio iénico similar, el metal puede introducirse

libremente por esta via a las células.

Los complejos que contienen Cd pueden servir o comportarse como imitadores moleculares
de aminoacidos enddgenos, oligopéptidos, aniones organicos o cationes organicos en el

sitio de transportadores de membrana de estos sustratos.

Una de las proteinas importantes en una intoxicacion por cadmio es la metalotioneina; esta
proteina de bajo peso molecular y rica en cisteinas se encuentra presente en todos los
tejidos, principalmente en higado y rifiones (donde se acumula méas cadmio en el
organismo), funciona principalmente atrapando iones de cadmio (Nava-Ruiz & Méndez-
Armenta, 2011) . La endocitosis mediada por receptor de un complejo de Cd?*- proteina,
como CdMT o Cd-albumina, también parece ser un mecanismo importante por el cual el

Cd?* es captado por algunas células epiteliales (Bridges & Zalups, 2005).

La alteraciéon en la homeostasis del calcio intracelular lleva a la célula a una liberacién del
calcio mitocondrial y reticulo endoplasmico; produciendo alteraciones en el metabolismo,
interfiriendo con vias de sefializacion dependientes de calcio, con sefiales de transduccion
entre las células, dafio a las membranas, bloqueo de canales dependientes de voltaje,

regulacion génica y bloqueo de la liberacién de neurotransmisores. Uno de los mecanismos
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de toxicidad mas reportado por el cadmio es el incremento de lipoperoxidacién (LPO) y
generacion de radicales libres en cerebro y otros 6rganos; estudios in vitro e in vivo han
demostrado que es capaz de incrementar la LPO por medio del aumento de radicales libres,
ademas del radical superoxido, el radical hidroxilo y radicales del 6xido nitrico que también
pueden ser generados en diversos 6rganos y sistemas. El cadmio reemplaza al hierro o
cobre en diferentes proteinas, por lo que estos iones al quedar libres ingresan al ciclo de
Haber Weiss catalizando la reaccion de Fenton causando un incremento en el estrés
oxidativo. Estos efectos tratan de ser detenidos por mecanismos de defensa antioxidante
en el cerebro y otros 6rganos; sin embargo, diversos reportes han mostrado que la actividad
de los sistemas antioxidantes glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT), superéxido
dismutasa (SOD) son disminuidas en presencia de cadmio, por lo que existe incremento
significativo en la LPO en cerebro de ratas en desarrollo, lo que no se presenta en adultos,
mostrando que los animales en desarrollo son mas susceptibles a los efectos toxicos del
metal (Nava-Ruiz & Méndez-Armenta, 2011).

El mecanismo de accién del cadmio en plantas y algas se da por la absorcién de Cd?* en
las células vegetales, manifestandose en la degradacion de clorofila, inhibicion de la
fotosintesis y la direccién del metabolismo para las sintesis de compuestos de proteccion,
como lignina o flavonoides, debido a su capacidad para imitar iones esenciales. Un ejemplo
de alteraciones en la estructura molécula diana resultantes de mimetismo cadmio incluyen
interrupcion de complejos / cadherina B-catenina que conducen a la liberacion de B-catenina
y la activacién de la sefializacion de Wnt / B-catenina, y la sustitucion de Mg?* en clorofila
causando alteraciones en la estructura y actividad de los fotosistemas (Chmielowska-Bak
et al., 2013).
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2.2.3CROMO

El Cromo (Cr) es un metal, numero
atémico 24, del grupo VIB de la tabla
periddica y peso molecular 51,996. Blanco
plateado, brillante, duro y quebradizo,
resistente a la corrosion. Se encuentra en
estados de oxidacion +2, +3, +6. El estado

hexavalente Cr® el mas importante

toxicolégicamente, lo presentan los

] o o Fig. 5 Cristales de cromo de alta pureza (Dayan A.D.
cromatos, dicromatos y el acido cromico. Es 2001).

un oligoelemento presente en el organismo

en forma trivalente Cr *3, indispensable en el metabolismo de la glucosa, colesterol, acidos
grasos y cristalinos, involucrado en otros multiples procesos biol6gicos en organismos
superiores. Hombre y animales estan expuestos al Cr por via inhalatoria (aire, humo del
tabaco), por la piel o por ingestién (productos agricolas, agua). EI mayor peligro profesional
ha sido el procesamiento del metal de cromita para producir cromatos Cr*® (Cuberos,
Rodriguez, & Prieto, 2009).

El cromo en forma trivalente es uno de los elementos traza menos téxicos. En general, el
cuerpo de los mamiferos puede tolerar entre 100 y 200 veces el contenido corporal total de
Cr*3 sin efectos perjudiciales. Los compuestos de Cromo** son aproximadamente 100 veces
mas téxicos que las sales de Cr*3. La acidez estomacal conduce a la reduccién de Cr ** a

Cr +3, de la cual la absorcién gastrointestinal es inferior al 1% (Forstner & Wittmann, 2012).

El cromo *® es un elemento altamente toxico para el ser humano y esta clasificado por la

IARC en el grupo | (cancerigeno comprobado en humanos) (M. Roxs, & Gaitan, 2004).
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2.2.4 DICROMATO DE POTASIO

El dicromato de potasio es un compuesto inorganico de formula K,Cr,O- caracterizado por
ser un poderoso agente oxidante. Es un compuesto iénico con dos iones potasio (K+) y el
ion dicromato cargado negativamente (Cr.0O7-), en el que dos atomos de cromo hexavalente
(con estado de oxidacién +6) estan unidos a tres &tomos de oxigeno, asi como un atomo

de oxigeno puente (Potassium Dichromate Formula, S.F.).

Propiedades fisicas y quimicas

Formula K2Cr207
Estado fisico Solido, anaranjado
intenso, inodoro, sabor

I-::" metalico

\‘"\ _,.r-""D"‘H / Peso molecular 294,18g/mol
I I::\-:}‘_-\. Densidad 4047  kg/m®, 4,047
D.r-""f ? D glcm?
G‘ 'D Punto de 671,15K (398 ° C)
- -

I{ I{. fusion
Solubilidad en 130g/L a20°C
agua

Tabla 5 Propiedades Fisicoquimicas del Dicromato

El dicromato de potasio se produce

naturalmente en forma mineral como

lopezita, un mineral muy raro. El compuesto es
téxico y altamente cancerigeno. El Dicromato
de potasio o0 sodio reacciona explosivamente
con hidrazina. Una gota de hidroxilamina
anhidra sobre dicromato de potasio en polvo

produce una explosion violenta (Potassium
Bichromate, 2016). Los agentes oxidantes,
como el cromato y el dicromato de potasio,
pueden reaccionar con los agentes reductores para generar calor y productos que pueden

ser gaseosos (causando la presurizacion de los recipientes cerrados).

El dicromato de potasio y sodio, se utiliza en la industria del cromo, en la fabricacion de

pigmentos y tintes, en curtiembres, en la preparacion de antisépticos, en el laboratorio de

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

cristaleria de limpieza y como valorante entre otros. Por lo tanto, la principal fuente de

liberacion de cromo en los ecosistemas acuaticos estd relacionada con la aplicacién

industrial de este metal (Rocha et al., 2015).

La incineracion y las emisiones de los automdviles crean contaminacion ambiental con
pequefias particulas de Cr (VI) y Cr (lll), lo que conduce a la exposicion por inhalacion de
bajo nivel por grandes segmentos de la poblacion general y aumenta los niveles de Cr en
las aguas superficiales, la mayor parte de casos graves de contaminacion antropogénicas
de agua potable se da por los vertidos de Cr téxico (VI) por las torres de refrigeracion y
eliminacion inadecuada de millones de toneladas de mineral de cromo procesados de forma
incompleta. La presencia de Cr (VI) en el agua potable también puede resultar de la
oxidacién de origen natural Cr(lll) por monéxidos de bimessita ( mineral comdn que recubre

granos y fracturas en rocas que estan enriquecidos en cromita)(Zhitkovich, 2011).

El Cr (VI) es un componente oxidante a pH altamente acido donde cualquier molécula
orgéanica con grupos oxidables puede promover su reduccién a Cr (lll). Aunque en general
el Cr (VI) es un componente persistente en muchas fuentes de agua debido a su bajo

contenido orgénico y la falta de suficiente acidez para catalizar la reduccion a Cr (111).

2.2.4.1 Mecanismos de accion téxica
insoluble

Cr-3

F TN

.y :
uman Cr-6 — Cancer risk
activities concerns

A

soluble

Fig. 6 origen e interconversion de diferentes formas de Cr en el agua. Ruta 1 es la fuente global méas
importante de Cr (VI) mientras que la ruta 2 se describe el proceso natural mas importantes de la formacion de
Cr (VI) (Anatoly Zhitkovich 2011).

La potencia toxica del cromo depende del estado de oxidacion del a&tomo de cromo, con

cromo (VI) mas potente que el cromo (lll). Los mecanismos de toxicidad y carcinogenicidad
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del cromo son muy complejos. Estan mediados por reactivos intermedios durante la
reduccion intracelular de cromo (VI) a cromo (lll) y reacciones oxidativas, y parcialmente
mediados por cromo (lll) que es el producto final de la reduccién del cromo intracelular (V1)
y forma complejos nocivos con el objetivo critico macromoléculas (Chen y Shi 2002; Costa
2003; Costa y Klein 2006; Ding y Shi 2002; Jeejeebhoy 1999; Levina y Lay 2005; Liu y Shi
2001, O'Brien et al 2003; Paustenbach y otros 2003; Salnikow y Zhitkovich 2008,
Shrivastava et al 2002; Yao et al 2008; Zhitkovich 2005). ElI cromo (lll) puede formar
complejos con péptidos, proteinas y ADN, lo que produce enlaces cruzados ADN-proteina,
roturas de cadenas de ADN vy alteraciones en las vias de sefializacion celular, que

contribuyen a la toxicidad y carcinogenicidad de los compuestos de cromo.

La mayor potencia téxica del cromo (VI) en relacion con el cromo (lll) probablemente se

relaciona con dos factores:

1. El mayor potencial redox de cromo (VI) (Levinay Lay 2005; Reddy y Chinthamreddy
1999).

2. La mayor capacidad del cromo (VI) para ingresar a las células (Costa 2003).

Las diferencias en la estructura molecular contribuyen a una mayor captacion celular de
cromo (VI) en comparacion con el cromo (lll) (Costa 2003; Costa y Klein 2006a). A pH
fisiologico, el cromo (VI) existe como el anidon cromato tetraédrico, que se asemeja a las
formas de otros aniones naturales (por ejemplo, sulfato y fosfato) que son permeables a
través de canales de membrana no selectivos. El cromo (l1l), sin embargo, forma complejos
octaédricos y no puede entrar facilmente a través de estos canales. Por lo tanto, la menor
toxicidad para el cromo (Ill) puede deberse en parte a la falta de penetracion a través de
las membranas celulares. Se deduce que la reduccion extracelular de cromo (VI) a cromo

(Ill) puede dar como resultado una penetracion reducida de cromo en las células, y, por lo
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tanto, una toxicidad disminuida.
A
Monomers Oligomers Polymers
I 1 [ 1 ]
3+ 2+ 4+
H,0 —r HO _] Hz0 H.O —l
OHy -’h,t! AMHQ OHz I anHO OHp N,{Cl oWNOH gy, | a0 Precipitati
r —_— r — B r - — TECIPHEIUOI'I
——————
o, | w0 on, " | 0 : o, | e T | N T
Ha0 pH4 H,0 pH3 H.O H,0 pH=5
CriH,0), CHOH)H012% Cr(OH)s(Hy0)+
B
2. D
BT < {pH 4 o ]
" ” funm:cntmtiun tL,l !;l
S Cr.,, —3 A w PR
o o oW f T
o//{} \G.O 0,/;'/ \0_0 o oZ 'é 2 é_ )
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502 Cro* Cry 042
sulfate anion chromate anion dichromate amon

Fig. 7 Especies acuosas de Cr (Ill) y Cr (VI). (A) Hidrdlisis y polimerizacién de hexaacuachromium (lll). Los
valores de pH de transicion son aproximados. (B) Estructuras de sulfato, cromato y dicromato (Anatoly
Zhitkovich 2011)

El mayor potencial redox de cromo (VI) contribuye a la mayor potencia téxica del cromo (VI)
en relacién con el cromo (Ill) (Levina y Lay 2005), porque una vez que se toma en las
células, el cromo (VI) se reduce rapidamente a cromo (lll), con cromo (V) y cromo (IV) como
intermedios. Estas reacciones cominmente involucran especies intracelulares, tales como
ascorbato, glutation o aminoacidos (Aiyar et al., 1991; Blankenship et al., 1997; Capellmann
et al., 1995; Hojo y Satomi, 1991; Kim y Yurkow, 1996; Lin et al., 1992.; Liu et al, 1997b;
Mao et al, 1995; Wiegand et al., 1984; Zhitkovich et al., 1996). Se ha demostrado que el
cromo (VI), el cromo (V) y el cromo (IV) estan implicados en el ciclo oxidativo tipo Fenton,
generando especies radicales de oxigeno (Aiyar et al., 1991; Chen et al., 1997; Liu et al.
1997b; Luo et al. 1996; Mao et al. 1995; Molyneux y Davies 1995; Tsou et al. 1996). Se cree
gue la formacion de estos radicales, que conduce al estrés oxidativo, puede ser responsable
de muchos de los efectos nocivos del cromo en las células, incluida la peroxidacion lipidica
(Bagchi et al., 2002a; Hojo et al., 1999, 2000) y alteraciones en comunicacion celular, vias
de sefalizacion y citoesqueleto (Chen et al., 1997). El estrés oxidativo inducido por cromo
(VI) resulta en la generacion de especies reactivas de oxigeno se ha demostrado en

estudios in vitro que resulta en la induccién e inhibicion de los factores de transcripcion, -
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NF-kB y AP-1, activacion de p53, activacion de factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1),

detencion del ciclo celular y apoptosis dependiente de p53 (Yao et al., 2008). Los radicales

bloqueadores pueden bloquear el dafio celular por la exposicién a diversos compuestos de

cromo, reforzando alin mas la hipotesis de que los radicales de oxigeno juegan un papel

clave en la toxicidad del cromo (Hojo et al., 2000).

Dosa-indapandant Linsar dase-dapendeanca

. . crivill
Cr{VI} ingestion 10-2D% Cr{V]) escapes * Chromosomal damage
via waler —W  gaatic delosification Cr-ONA adducts —{i- | Mutations —p Tumos

crv
ROS /"
DNA oxidation

Sublinearhigh-dose
Fig. 8 Riesgos genotoxicos de Cr (VI) ingerido (Anatoly Zhitkovich, 2011)

Se cree que los productos de la reduccion metabdlica del cromo (VI) (radicales libres y
cromo (V) y (V) y el cromo recientemente generado (Ill) son en parte responsables de los
efectos carcinogénicos observados en estudios humanos y animales. La interaccion de
radicales libres, cromo (V), cromo (IV) y cromo (Ill) con ADN puede provocar dafio
estructural en el ADN, dafio funcional y otros efectos celulares (Levina y Lay 2005). Los
tipos de dafio estructural inducido por cromo incluyen rupturas de cadenas de ADN (Aiyar
et al., 1991), ADN-proteina reticula (Aiyar et al., 1991), enlaces cruzados entre ADN-ADN
(Xu et al., 1996), aductos de ADN de cromo y aberraciones cromosémicas (Blankenship et
al., 1997). El dafio funcional incluye la detencién del ADN polimerasa (Bridgewater et al.,
1994a, 1994b, 1998), la detencién de la ARN polimerasa, la mutagénesis y la expresion
génica alterada. Sin embargo, las roturas de doble cadena de ADN pueden no deberse a la
formacion de radicales libres, sino a la formacién de aductos ternarios de cromo-ADN, que
conducen a errores de reparacion y a horquillas de replicacién plegadas (Ha et al., 2004).
Las roturas de doble cadena también pueden provocar alteraciones en la comunicacion
celular y efectos sobre las vias de sefalizacion y el citoesqueleto. Ademas, los resultados
de estudios recientes en células de pulmén humano sugieren que la inestabilidad
cromosOmica es un mecanismo importante en el desarrollo de canceres de pulmon;
especificamente, cromosoma inducido por cromo a inestabilidad parece estar mediada a
través del centrosoma y el bypass del punto de control del ensamblaje del huso (Holmes et
al., 2006; Wise et al., 2006a).
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La ubicacién de la deposicion de particulas en el pulmén y la disolucién extracelular de
compuestos de cromo (VI) (por ejemplo, solubilidad) también son consideraciones
importantes con respecto al mecanismo de carcinogénesis inducida por cromo (VI). En los
trabajadores que estan expuestos al cromato, el andlisis de sus tejidos bronquiales muestra
mayores concentraciones de cromo en las areas de bifurcacion bronquial en comparacion
con otras areas en los bronquios (Ishikawa et al., 1994a). Ademas, los resultados de la
autopsia muestran que algunas lesiones bronquiales precancerosas se originaron en las
bifurcaciones bronquiales (Ishikawa et al., 1994b). La solubilidad de los compuestos de
cromo (VI) también puede jugar un papel en la potencia carcinogénica, con la disolucién
extracelular del compuesto de cromo critico para la actividad (Wise et al., 2004). Esta
hipétesis estd respaldada por datos in vitro que sugieren que los iones de cromo
extracelulares son el clastogen proximo en las células de ovario de hamster chino (Wise et
al., 2004).

El cromo (Ill) también puede interactuar con el ADN para formar aductos / complejos y
enlaces cruzados ADN-proteina que interfieren con la replicacion y transcripcion del ADN,
y pueden promover la expresion de genes reguladores como el factor nuclear-kp o pueden
inhibir genes reguladores como GRP78 (O'Hara et al., 2003). La interrupcién de estas vias
por otros compuestos ha sido implicada en la carcinogénesis. El dafio estructural y funcional
puede llevar a la detencion del crecimiento (Xu et al., 1996) y la apoptosis (Carlisle et al.,
2000; Singh et al., 1999). Numerosos estudios muestran que el cromo puede inducir la
apoptosis (He et al., 2007); aunque el mecanismo por el cual el cromo induce la apoptosis
no se entiende completamente, se cree que implica estrés oxidativo y activacion de la
proteina p-53 (Pulido & Parrish 2003).
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2.3 BIOENSAYOS, TIPOS Y APLICACION

En el campo de la toxicologia y la ecotoxicologia es necesario determinar el efecto que
produce uno o varios compuestos quimicos (presuntamente téxicos) a los individuos de una
determinada especie; asi como su capacidad de acumulacion en los tejidos vivos y, en
general, su comportamiento en el compartimiento biético del ecosistema. Los experimentos

disefiados para este fin son los denominados bioensayos. La FAO define el termino
bioensayo como: «Test en los cuales un tejido vivo, organismo o grupo de organismos, se
usan como reactivos para la determinacion de la potencia de alguna substancia activa

fisiol6gicamente».

Los bioensayos toxicoldgicos tienen por finalidad determinar las concentraciones de un
toxico dado que ocasionen efectos dafinos o nocivos en un organismo modelo. Estos

efectos pueden incluirse en las siguientes categorias:
> Afectacion del término de vida
» Alteracion de la tasa de crecimiento
» Cambios de los parametros reproductivos (Reish y Oshida, 1987).

» La seleccion del tipo de prueba a emplearse dependera de los objetivos del ensayo,
la disponibilidad de los recursos, los requerimientos de los organismos de prueba,
las caracteristicas de la sustancia a evaluar y de los objetivos y alcances particulares

del estudio (Rodriguez y Esclapés, 1995).

Este tipo de experimentos se puede utilizar para determinar la toxicidad de contaminantes
para diferentes especies de organismos, registrando la mortalidad que producen, u otros
efectos no letales (subletales) que ponen en peligro la supervivencia de los individuos o de
las poblaciones en el medio natural, como por ejemplo efectos negativos sobre el

comportamiento, la reproduccién o el metabolismo.

En un sentido mas amplio, los bioensayos incluyen también test de acumulacion de los
téxicos en los organismos, diferenciandose entre las diferentes vias de entrada de los
xenobidticos. Mientras que los animales terrestres acumulan contaminantes principalmente
a través del alimento, el medio acuatico se pueden distinguir tres procesos bien

diferenciados: bioconcentracion, bioacumulacion, y biomagnificacion.
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El potencial bioindicativo de organismos de bajo nivel tréfico se ha investigado cada vez

mas para evaluar los posibles riesgos ambientales asociados con la trasferencia de

contaminantes a lo largo de diferentes redes troficas, lo que justifica el uso de los las

microalgas como bioindicadores (Gallego, 2003)

La bioconcetrancion es el proceso por el que un compuesto entre en un organismo acuatico
desde el agua a través de las agallas o de los tejidos epiteliales como consecuencia de un
simple equilibrio quimico de participacion entre los tejidos y el agua. La bioacumulacién
incluye tanto la bioconcentracion como los procesos de entrada de residuos quimicos a
través de la comida. Por su parte, la biomagnificacién hace referencia a la totalidad de
procesos por los cuales la concentracion tisular de un compuesto quimico bioacumulado se
incrementa a medida que este material pasa a través de dos o mas niveles tréficos. Aunque
la comida es, la principal via de entrada de contaminantes en las especies terrestres, en la
mayoria de los organismos acuaticos predominan los procesos de bioconcentracion
(Gallego, 2003).

2.3.1 TIPOS DE BIOENSAYOS

Ensayos de respuesta directa. Bioensayos de toxicidad:

1. Bioensayos agudos: Cuantifican las concentraciones letales de un xenobiético a
una especie en particular. El valor calculado se denomina concentracion letal media
(CL50), y representa la concentracion que causa la muerte al 50 % de la poblacion
experimental, en un tiempo determinado (generalmente 48 o 96 horas) (Esclapés,
1999).

1.1 De tipo estético: Se efectua sin la renovacion continua del flujo constante de las
diluciones sometidas al ensayo (FAO, 1981).

1.1.1 Sin renovacion: los organismos se exponen a la misma solucién de prueba

el tiempo de duracién del ensayo (Esclapés, 1999).

1.1.2 Con renovacion: los especimenes se someten a una preparacion fresca de
la misma concentracion inicialmente empleada, periédicamente
(generalmente cada 24 horas) (Esclapés, 1999). Tal renovacion puede ser

necesaria cuando importantes sustancias téxicas se deterioran, o son
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absorbidas, o se pierden por cualquier otra razén, con suficiente rapidez para

influir considerablemente con los resultados del ensayo (FAO, 1981).

1.2 De flujo continuo: Circula continuamente una corriente de sustancia de prueba
nueva en contacto con los individuos experimentales (Esclapés, 1999). Se realizan
con la renovacion continua o casi continua de las diluciones sometidas al ensayo,
con el fin de mantener casi constantes las concentraciones de las sustancias
toxicas activas (FAO, 1981).

2. Bioensayos crénicos: Estiman la concentracion efecto media (CE50), la cual es la
concentracion de la sustancia de prueba que causa un efecto al 50% de la poblacion
experimental, al cabo de un tiempo determinado; depende del estadio de vida
considerado o del ciclo de vida del organismo empleado. Alternativamente, un
ensayo definitivo puede utilizarse para estimar el tiempo requerido para producir un
efecto al 50% de los organismos (TE50), a una concentracion especifica (Esclapés,
1999).

3. Bioestimulacion: Se mide la facultad de las aguas residuales o de las sustancias
guimicas de estimular la multiplicacion y el desarrollo de algas, efecto este de
eutroficaciobn que frecuentemente se traduce en una superabundancia o
proliferacion de algas (FAO, 1981)

4. Bioensayos de repelencia: Trata de medir en el laboratorio las reacciones de
escapes de los animales acuaticos frente a un contaminante. Al organismo utilizado
(generalmente pez o crustaceo de buen tamafio) se le ofrece la oportunidad de elegir
entre aguas "contaminadas" y aguas "limpias" en un tubo o tanque pequefio; el
gradiente de interfaz puede ser brusco. Los aparatos y procedimientos miden
también, por lo general, cuando existe la atraccién hacia el contaminante. Para las
especies con motilidad el escapamiento puede ser a veces la respuesta subletal
clave, de naturaleza mas sensible y mas significativa que el deterioro de la
reproduccion medido mediante ensayos de toxicidad cronicos. Sin embargo, es
particularmente dificil predecir, a partir de estos resultados de laboratorio, lo que
ocurriria en el medio. Las respuestas de escape pueden estar o no relacionadas con
la toxicidad del contaminante, en algunos casos los organismos no pueden soportar

determinadas concentraciones toxicas o pueden ser atraidas por ellas (FAO, 1981).
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5. Bioacumulacion: Son necesarios para las sustancias que se acumulan en las
plantas y animales acuaticos; las grandes concentraciones de sustancias toxicas en
los tejidos pueden causar la muerte, pero el organismo es capaz de acumular
durante algun tiempo cantidades menores sin sufrir dafio. En este ultimo caso, los
depredadores pueden acumular las sustancias en grado tal que resulte nociva para

ellos o para los depredadores del nivel tréfico siguiente (FAO, 1981).

6. Ensayos organolépticos: Algunos contaminantes pueden producir olores o
sabores desagradables en los organismos acuaticos. El contaminante puede no ser
nocivo para el organismo acuatico, pero puede ocurrir gue el organismo pierda valor
econdmico. El mejor procedimiento consiste en la evaluacién por parte de personas
experimentadas en bromatologia y emplear gran nimero de catadores diestros
(FAO, 1981).

7. Ensayos de bioestimulacién: Los efectos de los nutrientes adicionales pueden ser
indirectos como, por ejemplo, la produccién de sustancias toxicas o la

desoxigenacion del agua debida a la proliferacion de algas (FAO, 1981).

Ensayos de respuesta indirecta:

Los bioensayos se pueden realizar en el laboratorio bajo condiciones controladas o en el

campo directamente en el medio natural.

Los bioensayos de laboratorio pueden ser mono o multiespecificos. Los monoespecificos
son disefiados para obtener informacion acerca de los efectos de la calidad de agua sobre
la supervivencia y aspectos de la estructura y dinAmica de una poblacién dada. Los
multiespecificos pueden ofrecer informacién sobre el impacto a nivel de una comunidad

determinada.

Los bioensayos de campo consisten en la exposicion de una o0 mas poblaciones a la accion
directa del cuerpo de agua, para ello se utilizan contenedores que permiten mantener la
poblacién en estudio en un espacio adecuado, sin afectar su relaciéon con el medio. Estos
proponen, principalmente, estudiar los efectos sobre comunidades o poblaciones, sin
prestar atencién a los mecanismos de accion de los contaminantes a nivel de los individuos

en particular (Tortorelli & Hernandez, 1995).

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

2.3.2 SELECCION DE LOS ORGANISMOS PARA EL BIOENSAYO

Los bioensayos- tienen la ventaja de ser relativamente econdémicos y rapidos para
establecer efectos letales o sub-letales que se analizan luego estadisticamente (George et
al, 1991). Ademas, permiten establecer la responsabilidad de una sustancia toxica en tales
efectos, independientemente de otras posibles sustancias implicadas (Mason 1984). Sin
embargo, la extrapolacién de los resultados obtenidos en un bioensayo a situaciones reales
puede originar confusiones, por lo que nunca remplazan las evaluaciones in situ pero si las

complementan(Pinilla, 1998).

(Mason 1984) resume las caracteristicas de que debe poseer un organismo para que sea
adecuado en la ejecucion de bioensayos esto se mantiene hasta la actualidad y se presenta

en los siguientes puntos:
— El organismo debe ser sensible a las sustancias analizadas
— Debe pertenecer al ecosistema acuatico que se esta evaluando
— Su distribucion debe ser amplia y su disponibilidad en cantidades suficientes

— Debe ser importante desde el punto de vista econémico, recreativo o ecolégico,

tanto a nivel local como nacional.
— Debe poder cultivarse facilmente en el laboratorio.

— Debe ser compatible con las técnicas de bioensayos.

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES

ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

Tabla. 6. Adaptabilidad de los organismos como especies para bioensayos (Henry,

1988).

Adaptabilidad del organismo Comunmente
Organismos paralos _ . como un
bioensayos Cultivo d.e Recoleccion de organismo para
laboratorio campo.
bioensayos.
1. Algas Excelente Muy dificil de recolectar  Si
cultivo puro.
2. Protozoos Excelente Muy dificil de recolectar Muy limitado
cultivo puro.
3. Invertebrados
a. Planctdnicos
Rotiferos Bueno Muy dificil de recolectar Limitado
cultivo puro.
2. Clado6ceros Excelente Alta tasa de mortalidad Si
después de la
recoleccion de campo.
3. Copépodos Mediano Alta tasa de mortalidad Limitado
después de la
recoleccion de campo.
4. Camarones Bueno Si
b. Bénticos
1. Anélidos Mediano Mediano Limitado
2. Insectos Bajo Mediano Si
3. Moluscos Bueno Mediano Si
4. Crustaceos Bajo Mediano
5. Peces Excelente Alta tasa de mortalidad Si

después de la

recoleccién de campo.
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Tabla. 7. Criterios para la seleccion de pruebas biolégicas en laboratorio para la
evaluacion toxicoldgica de sustancias quimicas (Ramirez & Mendoza, 2008)

Factibilidad Bajo costo
Materiales y reactivos disponibles en la
localidad
Tiempo maximo de desarrollo, 5 dias.
Procedimiento de prueba simple Facilidad
en la evaluacion de la respuesta a medir.
De los organismos Facil obtencion (cepario)
Facil mantenimiento
Representatividad ecoldgica
De un grupo funcional (productores
primarios, herbivoros, carnivoros,
descomponedores)
De un grupo taxonémico (bacterias, peces,
insectos, etc.)
De una ruta de exposicion (dérmica,
ingestion, branquial, combinadas, etc.)
Con informacion sobre su sensibilidad a
compuestos téxicos (base de datos)
Estadio méas sensible
Respuesta relevante a los compuestos
toxicos
Sensibilidad a bajas concentraciones
Sensibilidad a una amplia variedad de
compuestos toxicos
Sensibilidad no redundante con otras
especies
Con informacién sobre su biologia
De la prueba Condiciones presentes en los ecosistemas
mexicanos (temperatura, salinidad, dureza,
etc.) Concentraciones quimicas reales (que
se presenten en el medio ambiente)

Técnicamente seguros y no contaminantes
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Posibilidad de ser estandarizada Buena
exactitud y precisién analiticas Aplicacion
universal (usos, ventajas y limitaciones)
Significado ecolégico de los resultados
Buenas practicas de laboratorio Validacién
de la salud de los organismos de prueba
Requerimientos minimos de sobrevivencia
/reproduccion en pruebas y testigos
Edades o etapas de vida requeridos al
inicio de la prueba Comprobacién de

concentraciones nominales

Los organismos pequefios y de corto ciclo de vida son preferibles. Los invertebrados son

mas utilizados, pero los peces se usan a menudo por su importancia.(A, 1998).

En las investigaciones con microorganismos o en el medio acuatico el toxico se puede
afiadir al medio de cultivo o al agua, en una concentracidbn conocida (concentraciéon
nominal), provocando que el grupo de organismos reciba una dosis determinada de la
sustancia objeto del estudio con el fin de observar un efecto determinado en ellos. En el

disefio del experimento se deberan tener en cuenta los siguientes puntos (Gallego, 2003):
a) Seleccion y determinacion de la condicion de los organismos

Los organismos seleccionados para un bioensayo deben mantenerse en
observacion durante un periodo de tiempo determinado (holding time) que depende
de la especie, con el fin de determinar su buena condicién, comprobando que no
han sido dafiados durante el transporte ni por el cambio de condiciones ambientales.
Si durante el tiempo de observacién la mortalidad registrada es superior al 1%, el
stock de organismos no es adecuado para la realizacién de los bioensayos. Se
deben evitar cambios bruscos en las condiciones ambientales o dafiar a los
organismos durante su manipulacién, ya que ambos factores pueden provocar el

descarte de la poblacion para posteriores experimentos.
b) Réplicas

Se deben realizar tres réplicas de cada tratamiento (dosis de téxicos), lo que

permitird un tratamiento estadistico adecuado. El nimero de individuos por grupo
_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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(por réplica) dependeréa de las limitaciones impuestas por las caracteristicas de los

organismos a estudiar.
c) Reparto aleatorio de los organismos entre los grupos

Con el objeto de que las observaciones sean independientes es necesario preservar
la aleatoriedad en el reparto de los organismos en los distintos grupos. Esto se
puede conseguir facilmente numerando los grupos (que se materializan de acuerdo
a las caracteristicas de la investigacion) y generando niameros aleatorios con una
calculadora, con un ordenador o, simplemente, sacando nimeros de una urna que

nos indica donde debemos situar cada organismo.
d) Determinacién del efecto

En la mayoria de los casos se determinara la mortalidad o algun efecto sub-letal,

dependiendo del objetivo del estudio.

2.3.3 TIPOS DE BIOENSAYOS

Los bioensayos utilizados en ecotoxicologia acuatica se clasifican, en funcién de su

duracion y del método que se emplea para afiadir el toxico al agua, de la siguiente manera:

= Test a corto plazo: el periodo de tiempo oscila entre 48 y 96 horas y normalmente
no se suministra comida a los organismos de experimentacion; la gran ventaja de

este tipo de bioensayos es la rapidez de los resultados.

= Test alargo plazo: se duracion oscila entre 7 dias y uno o varios meses; la ventaja

que presenta frente a los anteriores es su mayor fiabilidad.

= Test estatico: son bioensayos generalmente de corta duracién en los que los

organismos estan durante todo el periodo de experimentacién en el mismo medio.

= Test de renovacion o estatico con renovacién: en este tipo de bioensayo y el

medio se renueva peridédicamente.

= Test de flujo: es el mas sofisticado, ya que el medio se va renovando

continuamente mediante sistemas de circulacién y dosificacion automatica.

Para valorar la capacidad de bioconcetrancion que posee un compuesto se utiliza el Factor

de Bioconcentracion (BFC), que se define como el cociente entre la concentracion del
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compuesto en un organismo determinado (Co) Y su concentracion en el agua (Ca), en

condiciones de equilibrio:

BCF—CO
T C

a

Este parametro toxicoldgico es de primera importancia en los estudios sobre la peligrosidad
de un determinado compuesto para la vida. Puede determinarse experimentalmente
mediante ensayos largos, caros y asumen que la cinética de las reacciones de entrada y
de las reacciones de depuracion de varios compuestos, para peces, responden en las
etapas iniciales a cinéticas de segundo orden. Dicho factor también puede deducirse a partir
de algunas propiedades del compuesto quimico en cuestién, tales como coeficiente de
particion octanol/agua (Kow) Yy solubilidad en agua (Sw).

Diferentes organismos internacionales como la OECD, la ASTM o la USEPA han emitido
una serie de recomendaciones para la realizacién de este tipo de ensayos con el fin de
conseguir que los resultados de estos sean comparables, es decir, una estandarizacion de
los parametros que se obtenga (Burnison, 1998). Esta es una tarea ardua debido a la
complejidad de los ensayos como consecuencia de las variables que intervienen. En
general, las recomendaciones van encaminadas a la definicion inequivoca de los diferentes
pardmetros toxicocinéticos y a evitar determinaciones erréneas de estos como
consecuencia del amplio rango de diferentes propiedades fisico-quimicas que presentan
los contaminantes (solubilidades, polaridades), y el uso de carriers o vehiculos para la

disolucién en el medio acuatico de compuestos poco solubles.
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2.3.4 USO DE MICROALGAS EN BIOENSAYQOS

El uso de bioensayos con microalgas en estudios de contaminacion acuatica comenzdé con
las evaluaciones de eutrofizacion eutroficacidor nutrientes. La implementacion del ensayo
in vitro usando la microalga verde Selenastrum capricornutum en la década de 1960 sent6
las bases para el desarrollo posterior de las técnicas de bioensayos de toxicidad en
microalgas (revisado por Nyholm y Peterson 1997). El bioensayo de toxicidad con
microalgas mas utilizado es la determinacion de la inhibicién de crecimiento bajo exposicion
a algun contaminante en un cultivo estatico durante 72-96 horas. Esta técnica se lleva a
cabo bajo iluminacién continua y en general, manteniendo el cultivo en movimiento
(agitacion o aireacion) para el equilibrio de CO,. Para la estimacion de crecimiento o
biomasa, se mide diferentes variables, como son la densidad de células (con microscopio
o contador de particulas), la cantidad de clorofila (con métodos de extraccién), la densidad
Optica (usando espectrofotometros), la fluorescencia in vivo (mediante fluorimetros), y
también la fotosintesis (basada en la asimilaciéon de *C). Es importante considerar que las
diferentes respuestas de las microalgas dependen de su sensibilidad a los contaminantes,
y ademas de la condicion fisiolégica del cultivo que puede afectar el tamafio celular o la
cantidad de clorofila por célula (Nyholm y Peterson 1997). Un aspecto importante es que
las especies utilizadas en bioensayos deben ser de facil cultivo en laboratorio, y se han
usado especies de un amplio rango taxonémico tanto de agua dulce como marinas. Entre
las especies mas utilizadas se puede mencionar al alga verde de agua dulce Raphidocelis
subcapitata (anteriormente Selenastrum capricornutum), y que esta incluida dentro de las
especies recomendadas en los protocolos definidos por varias instituciones de
estandarizacion (ej. ISO, OECD, INN Chile). (Huovinen & Gomez, 2017)

Dentro de las ventajas del uso de microalgas en bioensayos de toxicidad se encuentra la
sensibilidad relativa de estos organismos a contaminantes, se consideran costo-efectivos,
son en general mas faciles de mantener en condiciones experimentales de laboratorio
comparado a animales, lo que evita también conflictos bioéticos por el uso animales en
bioensayos. Debido a su rapido ciclo de division celular, las respuestas de toxicidad aguda
pueden ocurrir dentro de pocas horas de exposicidn, y las respuestas subletales de
toxicidad crénica se puede medir también dentro de un periodo bastante corto (dias). Las
respuestas de las microalgas representan a una poblacion y no solo a células individuales,
lo que permite inferir las respuestas de diferentes generaciones. Como desafios practicos

se puede mencionar la seleccion de medio de cultivo idoneo para cada especie y
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contaminante, el agotamiento de los nutrientes y el aumento del pH durante el bioensayo
en el cultivo a medida que aumenta la biomasa, etc. Las caracteristicas de medio de cultivo,
por ejemplo, el pH o la concentracion de sustancias quelantes, pueden afectar la toxicidad
de ciertas sustancias quimicas, tales como los metales pesados (Nyholm y Peterson
1997).(Huovinen & Gémez, 2017)

*Microalgae

Fig. 9 Comparacién de la capacidad de generacion de biomasa microalgal. Estas pueden duplicarse mucho
mas de 2 o 3 veces mas rapidamente que las plantas superiores. (Fernandez, 2014)
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2.4 BIOINDICADORES

Aunqgue la medicién de variables fisicoquimicas es una buena herramienta de evaluacion
de la calidad del agua, analiza basicamente los efectos de la contaminacion a corto plazo.
Por esta razén los métodos biolégicos se han venido desarrollando desde la década de los
cincuenta con herramientas que evallan las respuestas que ofrecen plantas y animales a
la contaminacién. Se ha encontrado que estos organismos indicadores determinan los
efectos de los impactos en el ecosistema acuético a través de un tiempo mas prolongado
(Vasquez et al., 2006). En sentido general, todo organismo es indicador de las condiciones
del medio en el cual se desarrolla, ya que de cualquier forma su existencia en un espacio y
momento determinados responde a su capacidad de adaptarse a los distintos factores
ambientales. Sin embargo, en términos més estrictos, un indicador biolégico acuatico se ha
considerado como aquel cuya presencia y abundancia sefiala algin proceso o estado del
sistema en el cual habita, en especial si tales fenbmenos constituyen un problema del
manejo del recurso hidrico (Pinilla, 2000). Los indicadores biol6gicos se han asociado
directamente con la calidad del agua (Mason, 1984) mas que con procesos ecolbgicos o
con su distribucién geogréfica, sin que ello impida utilizarlos en tales circunstancias. Odum
(1972) define un organismo indicador como una especie en particular cuya presencia
demuestra la existencia de ciertas condiciones en el medio, mientras que su ausencia es la
consecuencia de la alteracion de tales condiciones. Es de aclarar que mas que a un
organismo, el indicador biolégico se refiere a la poblacion de individuos de la especie
indicadora y, en el menor de los casos, al conjunto de especies que conforman una
comunidad indicadora (Pinilla 2000). Entre los indicadores biolégicos comunmente
utiizados en la clasificacion de los lagos de zonas templadas se destacan los
representantes del fitoplancton. En dicha region, estos organismos estan fuertemente
ligados a las condiciones ambientales reinantes en cada tipo de lago. De esta forma, en
lagos oligotréficos predominan las Crisoficeas, Dinoficeas y Bacilarioficeas; mientras que
en los eutrdéficos se presentan las Cianoficeas, Cloroficeas y Euglenoficeas (Roldan, 2008).
Para los lagos tropicales, se ha observado en muchos casos que los diferentes grupos de
algas se distribuyen independientemente de las condiciones tréficas de estos ambientes
(Esteves, 1988 - 1998). Por eso, es necesario profundizar en este campo, para establecer
indicadores claros de estado trofico, con base en los principios ya establecidos para
regiones templadas (Roldan, 2008). Es importante en el uso de bioindicadores tener en

cuenta que actualmente no se ha encontrado un grupo que pueda considerarse como
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indicador universal, debido a que todos los ambientes son distintos, incluso dentro de un

mismo ecosistema, y en muchos casos se podran encontrar organismos indicadores que

seran especificos de algun tipo de evento. Igualmente, debido a que el conocimiento en el

campo de la evaluacién del estado de los ecosistemas aun es escaso, no existe una formula

general para determinar el estado de un ecosistema (Jorgesen et al., 2005).

2.4.1 BIOINDICADORES PLANCTONICOS

El fitoplancton constituye el conjunto de microorganismos fotosintéticos adaptados a vivir
parcial o continuamente en la columna de agua, que utilizan la radiacién solar como fuente
de energia para la sintesis de materia organica (fotoautotréficos), y que estan habilitados
para desarrollar todo su ciclo vital suspendidos en las aguas abiertas de los sistemas
lénticos (Reynolds, 2006. Tomado de Pulido 2015). El fitoplancton de agua dulce incluye
especimenes tanto de algas como de bacteria. De éstos, los mas representativos son las
algas, pero no debe subestimarse ni la contribucion del bacterioplancton al funcionamiento
del ecosistema acuético (Ramirez, 2000). El fitoplancton, tiene fundamental importancia por
integrar la base de las tramas tréficas acuaticas. Las algas del fitoplancton, en general, no
tienen capacidad de movimiento, pero algunas poseen cierta capacidad de locomocion,
desplazandose mediante flagelos y otros mecanismos. La coexistencia simultdnea de
numerosas poblaciones de especies en un mismo habitat es una de las principales
propiedades de las comunidades fitoplancténicas. Algunas de estas especies presentan en
determinados momentos una dominancia mayor, otras una intermedia y una gran porcién
son especies raras (Ramirez, 2000). Otra caracteristica especial del fitoplancton es la
capacidad de mantenerse en suspension con el fin de permanecer dentro de la zona f6tica,
desarrollando adaptaciones como las vacuolas de gas, el almacenamiento de lipidos,

regulacion de iones, la resistencia morfolégica, entre otras (Ramirez, 2000).
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2.4.2 MICROALGA SCENEDESMUS INTERMEDIUS BIOLOGIA ECOLOGIA
MORFOLOGIAY CICLO DE VIDAS

Scenedesmus es una clorofita de organizacién cenobial cosmopolita comun en aguas
dulces y contaminadas por drenaje domeéstico. Este género, originalmente descrito como
Achnanthes, se conoce desde hace mas de 150 afos; las formas mas comunes son
cenobios de cuatro células, con una sola espina. Estas algas verdes son autoesporicas
caracterizadas por ser lisas o coenobia curvada, fueron descritos por Meyen (1829) como
Scenedesmus (Akgul, 2017)

Siguiendo los lineamientos taxonémicos tradicionales, los primeros intentos de clasificacion
de este género se basaron en caracteres morfolégicos, como la forma y nimero de células

y la presencia y disposicion de espinas (Smith G; 1996, en Trainor, et al 1976).

Habiéndose basado su clasificacion en caracteristicas estructurales las clorofitas
cenobiales con cuatro células en disposicion lineal han sido agrupadas en el género
Scenedesmus, dentro de la familia Scenedemaceae. Por otra parte, las clorofitas
unicelulares con dos espinas en cada polo se han clasificado dentro del género Chodatella.
Ahora, se sabe que en ciertos casos el cenobio y los organismos unicelulares son etapas
distintas del ciclo de vida del mismo organismo, y que se presentan en diferentes

condiciones ambientales (Swale, E; 1997 en Trainor et al; 1976).

Las algas del género Scenedesmus presenta células de forma elipsoidal, fusiforme o, con
menor frecuencia, esférica. Se dispone de forma que sus ejes queden paralelos entre si,
congregandose en colonias planas o cenobios en multiplos de dos, siendo las de cuatro y
ocho células los mas comunes. Las especies se diferencian por la presencia, tipo y nimero
de espinas, asi como la textura de la pared celular. Las células son uninucleadas tienen un
Unico laminoploroplasto que constituye la mayor parte del volumen celular, de tipo laminado
0 parietal. La pared celular contiene principalmene celulosa, pecina y esporopelenina
(politerpenos derivados de carotenoides), o que le confiere una resistencia extrema. De
acuerdo al medio de crecimiento, la morfologia de la colonia varia de forma considerable,
por lo que no se considera un caracter taxonémico (Bourrelly, 1972; Trainor, 1998; Lee,
2008).

El modo mas comun de reproduccion de Scenedemus (zoosporas) es un fenémeno muy
raro en la naturaleza y solo se puede observar en condiciones de estrés como la privacion
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de nitr6geno. Como todo el género Scenedesmus tiene clorofila a y b como pigmentos

fotosintéticos y forman almidén dentro del cloroplasto. ElI Chlorophyta difiere asi del resto

de las algas eucaritticas en la formacién del producto de almacenamiento en el cloroplasto

en lugar del citoplasma.

Fig. 10 Fotografia microscopica (2000X) de la microalga Scenedesmus sp. fuente CCAP 217/8

Fotosintesis:

La capacidad de las algas de convertir la energia luminosa en energia quimica es un cambio
evolutivo importante (Berg et al. 2002). Componentes como la ubiquinona y citocromo
oxidoreductaza estan tanto en los sistemas respiratorios como en la cadena transportadora
de electrones de la fotosintesis. Este proceso metabodlico de las plantas es una de las
actividades mas importantes de la célula vegetal y tiene una gran incidencia en la estructura

trofica de los ecosistemas, especialmente los acuaticos marinos.

Es por eso que al penetrar la luz en el océano cambia su cantidad y también su calidad
(Lobban & Harrison 1994). El agua absorbe la radiacién roja e infrarroja en los primeros
metros, por lo que muchas algas deben estar adaptadas a capturar esa luz, como
complemento de la luz capturada con menores longitudes de onda. En las algas hay 3

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

clases de pigmentos encargados de capturar la luz para la fotosintesis: clorofilas,

ficobiliproteinas y carotenoides. En las algas se encuentran 4 clases de clorofilas, ademas

de la clorofila a. En las Chlorophytas ademas se encuentra la clorofila b, absorbiendo con

maximos en los 470 y 650 nm (Luning 1990).

La fotosintesis es el principal proceso vinculado con la produccién de biomasa en los

vegetales, y su medicidén puede ser considerara representativa de tal proceso (Israel 1995).

Durante la fotosintesis se produce liberacién de oxigeno en una proporcién cercana a la
unidad del indice fotosintético, que expresa el nimero de moles de CO; fijados/nimero de
moles de O liberado. Midiendo la tasa de liberacion de oxigeno en un alga es posible
obtener la tasa de fijacion de carbono, y estimar su productividad en condiciones
determinadas de crecimiento. La evolucién de la concentracion de oxigeno disuelto en

botellas claras (produccion neta) y oscuras (respiracion).

Y,
AN

2 H,0 Photosynthese , O +4e + 4 H

4o +4H Hydrogenase , 2 Hot

Fig. 11 Proceso de fotosintesis (produccion de hidrogeno )(Wunschiers R. 2002)

La clasificacion taxondmica de Scenedesmus Intermedius se ubica de la siguiente

forma(«Scenedesmus intermedius Chodat :: Algaebase», s. f.): s

= Imperio: Eukaryota
= Reino: Plantae

= Subkingdom: Viriplantae
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¢ Infrakingdom: Chlorophyta
= Phylum: Chlorophyta
= Subphylyum: Chlorophytina
= Clase: Chorophyceae
e Orden: Sphaeropleales.
= Familia: Scenedesmaceae

= Subfamilia: Scenedesmaceae

= Geénero: Scenedesmus
El género Scenedesmus intermedius estd compuesto de algas coloniales de amplia
distribucion, encontrandose tanto en ambientes naturales como en artificiales. Son
organismos que rara vez se presentan como dominantes en ambientes oligotréficos; sin
embargo, en cuerpos acuaticos en proceso de eucatroficacion o altamente eutrofizados,
Scenedesmus constituye el género dominante, exhibiendo una gran plasticidad fenotipica

conforme el organismo se adapta a las condiciones ambientales (Trainor, 1998).

Scenedesmus intermedius presenta colonias de 2 a 8 células (coenobio de 4 células
siendo el mas comun), dispuestas en una sola fila lineal, o levemente alternas, células
con forma ovoide con apices ampliamente redondeados, 2-8 um de ancho, 5-17.5 pm
de largo; Células marginales con una sola espina larga en cada apice, curvadas o
rectas, o solo en un &pice y diagonalmente simétricas, células internas sin espinas,
paredes celulares lisas, pero a veces con filas o verrugas, discontinuas, dispuestas

irregularmente en los 4pices.(William et al 1982)

3y
e

10pm
| :
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A e

Fig. 12 Fotografia microscépica(1000X) Scenedesmus Intermedius colonia de 4 células. Fotografia por
Stream Algae of Californa
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Scenedesmus resiste muy bien la contaminacion y por este motivo se emplea en algunas

plantas depuradoras, si se desarrolla masivamente puede proporcionar el oxigeno que

necesitan las bacterias des componedoras que viven en el agua y asi acelerar el proceso

de depuracién. Esta forma de resistencia puede estar formado por células vegetativas o

como parte del ciclo de la vida sexual.

Los elementos quimicos que influyen directamente sobre la morfologia de las clorofitas en
cultivos son varios, e incluyen el hierro, calcio, sodio, magnesio, nitrégeno y fésforo, ademas
de ciertos compuestos organicos y el extracto de suelo. Los efectos mas notorios sobre la
morfologia de Scenedesmus se producen con el nitrégeno y el fésforo, que son los
elementos utilizados en mayor exceso en los medos de cultivo. El nitrégeno se usa a altas
concentraciones para acelerar el crecimiento, mientras que el fésforo, en forma de fosfato,
se utiliza para amortiguar el pH del medio. La respuesta a estas concentraciones elevadas
de nutrientes consiste en acelerar la formacién de gametos; ademas de los efectos son
relacionados directamente con la reproduccion, que son los mas variados especialmente

en Scenedesmus.

Las colonias de Scenedesmus, asi como otras formas coloniales del orden de las
Chlorococcales (nombre anterior de las Sphaeropleales), carecen de division celular
vegetativa. El crecimiento de una colonia no se produce con la divisiéon ni adicién de
individuos, sino que unas de las células de la colonia experimentan de una a cuatro
divisiones del protoplasto, las cuales se reagrupan para formar una colonia hija o
autocolonia (fig.13). este tipo de reproduccién se encuentra también en organismos como

Pediastrum y Volvox (Trainor, 1998).

Fig. 13 Formacion de autocolonias en Scenedesmus. Los numeros romanos indican las secuencias de las
divisiones (Trainnor, 1998).

Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

En condiciones de temperatura baja, escasez de nitrégeno y densidad celular elevada,
Scenedesmus pone en marcha un ciclo reproductivo sexual haploide, caracterizado por la
formacion de isogametos biflagelados, carentes de pared celular y de vida muy corta. La
union de los isogametos daré origen a una zoospora tetraflagelada y luego una zigospora
de gran tamafio que liberara células individuales haploides, que formaran posteriormente

cenobios. (Fig. 14)

Fig. 14 ciclo reproductivo sexual de Scenedesmus. Z representa la formacién de la zigoesporay L la
liberacion de células haploides (Trainnor, 1998).
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3. HIPOTESIS

La presencia de metales (Cd y Cr) y su interaccion binaria en ecosistemas acuaticos
marinos generan respuestas toxicas a corto plazo sobre el bioindicador fitoplanctonico
Scendesmus intermedius
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4. JUSTIFICACION

Incalculables cantidades de sustancias contaminantes de origen natural o antropogénico
convergen en los ecosistemas acuéticos entrando en contacto con los organismos Vivos,
siendo los metales pesados de los mas probleméaticos debido a que no son degradables y
tienden a la bioconcentrancion y bioacumulacion, logrando llegar incluso a producir
problemas de biomagnificacion. Por ello la aportacion de datos para mejorar la evaluacion
de la ecotoxicidad acuética esté incluido en el IPCS (Programa Internacional De Seguridad
de las Sustancias Quimicas). Otro aspecto importante a tener en cuenta es que, en la
actualidad, la bioética fomenta los estudios in vitro y con especies no mamiferas, de esta
manera usando especies fitoplanténicas como bioindicadores, por ejemplo, Scenedesmus
intermedius, se ajustan a las nuevas demandas en la investigacion. De acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 los limites permitidos de Cadmio son 0.005
mg Ly de Cromo 0.05 mg L, mientras que la EPA maneja como valor maximo en Cr de
0.1 mg L y de cadmio en 5ppb en agua. El desarrollo del presente trabajo tiene como
proposito establecer una metodologia béasica y sencilla para evaluar el riesgo
medioambiental, provocado por la presencia de cadmio y cromo que puede estar presente
en los vertidos y efluentes provenientes de la contaminacién antropégenica de aguas,
utiizando como bioindicador la microalga Scenedesmus intermedius. Los organismos
fitoplanctonicos ocupan una posicion central en las cadenas troficas, debido a sus
numerosas propiedades, entre las que se pueden mencionar ciclos de vida cortos, tamafo
pequefio y facilidad de cultivo. La obtencién de datos a través de bioensayos que valoran
la inhibicién de crecimiento en microalgas con estos metales, cadmio (Cd) y cromo (Cr) es
de gran utilidad ya que ayudara a contribuir en la informacién del efecto eco-toxicologico

causado por estos metales impactando positivamente en la normatividad.

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De
FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Valorar el impacto téxico agudo que supone la presencia de los compuestos metalicos

cloruro de cadmio y dicromato de potasio sobre la microalga Scendesmus intermedius.

5.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

— Determinar la Concentracion Inhibitoria 50 (ICso) del cloruro de cadmio a las 96 h de

exposicion sobre la microalga Scendesmus intermedius.

— Determinar la Inhibicion de Crecimiento 50 (ICso) del dicromato de potasio a las 96

h de exposicidn sobre la microalga Scendesmus intermedius.

— Senfalar la concentracion mas alta a la cual no se observa efecto a las 96 h (96 h-
NOEC) del cloruro de cadmio y dicromato de potasio sobre la microalga

Scendesmus intermedius.

— Comparar los resultados obtenidos de ambos compuestos metalicos mediante la

concentracion inhibitoria 1Cso obtenidas Scendesmus intermedius.

— Determinar tanto individualmente como en su mezcla su posible efecto sinérgico o

antagonico de los compuestos metalicos.
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6. MATERIAL Y METADOS

6.1 COMPUESTOS QUIMICOS UTILIZADOS

Sustancia testada

Las sustancias de ensayo utilizadas fueron cloruro de cadmio (CdCl;) y dicromato de
potasio(K2Cr.0-) (-Sigma- Aldrich-). Se realiza dilucién del agente en agua destilada para

la obtencién de concentraciones crecientes 1-100mg L.

La preparacion de los compuestos quimicos utilizado se realiz6 a partir de 10 mg de cloruro
de Cadmio y dicromato de potasio de la marca Sigma-Aldrich los cuales se disolvieron en
1000 yL de agua bidestilada (J.T. BAKER). Para obtener las diferentes concentraciones
exponenciales para cada uno de los compuestos siendo las de el cloruro de cadmio de 0.15
mg L%, 0.25mg L%, 0.75mgL?, 1.25mg L?, 2.0 mg L? y las del dicromato de potasio 1 mg
LY, 5mgL? 25mgL? 50mgL™

6.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

El alga verde Scenedesmus intermedius (Si), se mantiene en cultivo axénico a 21 °C y
periodo de luz-oscuridad 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).
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de medio de axenico de 2-05’3228%3;&2
cultivo BG-11 Scenedesmus 19:19 hra.
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fotonica de 60
pmol m-2 st

Diagrama. 1 Mantenimiento de cultivé de Scenedesmus Intermedius.

6.1.2 ENSAYOS DE INHIBICION DE TASA DE CRECIMIENTO

Los bioensayos fueron realizados para la determinacion del efecto inhibitorio de crecimiento
50 (ICsp) se bas6 en la metodologia descrita por la Directriz 201 (OECD, 2011), que consiste
en establecer la inhibicibn de crecimiento al 50% de la poblacion de la microalga

Scenedesmus intermedius expuesta a un xenobidtico durante 8 dias.

Para estudiar el efecto inhibitorio se utilizan tubos de doble cierre estériles y de poliestireno
(Sarstedt, AG & Co. Germany) se estableciendo 8 réplicas por cada concentracion

ensayada y un control sin xenobiético.

Inicialmente, en cada tubo se incluye una concentracién de 10° cel ml* en volumen total de
10 ml. Las células se obtienen de cultivos madre, y la concentracion se ajusta por recuento
sobre cAmara de Neubauer (BlauBrand, GmbH + CO KG, Germany) en microscopio optico
(Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany). Los sets son expuestos a las
concentraciones crecientes del xenobidtico. Tubos control y tubos expuestos al toxico son
mantenidos durante todo el ensayo a 21°C e iluminacion en ciclo 12:12 de luz-oscuridad. A

tiempos 0, 24, 48, 72 y 96h (4d) se mide la biomasa celular en camara de Neubauer.
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6.1.3 ANALISIS DE DATOS

Cada ensayo se repite ocho veces (n=8), y a través de una curva de dosis-respuesta
por regresiéon no lineal y regresion lineal, se obtuvieron la media y desviacion estandar,

considerando un grado de significacion p<0.05.

6.2 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL CLORURO DE CADMIO Y
DICROMATO DE POTASIO SOBRE LA MICROALGA DE SCENEDESMUS
INTERMEDIUS

La metodologia para la determinacién de las concentraciones de inhibicion de crecimiento
50 (ICso) consiste en la determinacion de la concentracion que causa la inhibicién del 50%
de la microalga S. Intermedius en 96 h sobre un cultivo celular en tubos de doble cierre
estériles y de poliestireno (Sarstedt, AG & Co. Germany). Primero se selecciona el cultivo
axénico descrito en el diagrama 1; del cual se extraerd una concentracién de 10° cel ml?!
de S. Intermedius que se agregard a cada uno de los tubos de doble cierre a los cuales
serén expuestos a las diferentes concentraciones del cloruro de cadmio y dicromato de
potasio respectivamente, obteniendo un volumen total de 6ml (6000 upL). Para cada
concentracién del compuesto quimico se establecié un control y 8 repeticiones con un
numero de 10 ensayos, posteriormente se incubaron los tubos a 21 °C por 96 h
manteniéndolas con un con un periodo de luz-obscuridad de 12:12. Finalmente
transcurridas las 96 h de exposicién se determiné el porcentaje de inhibicién de crecimiento,
el cual se realiz6 sobre cAmara de Neubauer (BlauBrand, GmbH + CO KG, Germany) en
microscopio o6ptico (Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany) contabilizando el
namero de células por cuadrante para obtener la concentracion total de células mediante la

formula (Diagrama 2).

., # celulas)(1000)(factor dedilucion
concetracion celular = ( X ) )

#total de cuadrantes
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axénico

Seleccion cultivo

Distribucion de
concentracion de
celulas en tubos

Expocision a
diferentes
concentraciones de

CdCl, y K,Cr,0,
v

Conteo celular en
camara Neubaer

Incubacion por 96 h

Diagrama. 2 Metodologia para la determinacién de las concentraciones inhibitorias de crecimiento
del cloruro de cadmio y dicromato de potasio.

6.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos de los valores Clspy NOEC sobre S.intermedius fueron obtenidos
por los métodos de regresion no lineal y regresion lineal a traves de una relacion
concentracion-respuesta calculando los logaritmos de las concentraciones finales, ( %

inhibicion vs Log concentracion)

Mediante estos métodos se obtuvieron las concentraciones de Clsp con sus limites de
confianza de 95%; para posteriormente realizar una grafica de Clsg (inhibicion vs

concentracion) para las 96 h.

Aplicando el teorema de Tchebysheff para expresar la respuesta de inhibicién de cada una

de las concentraciones, el cual nos indica que:

u+t ko
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Donde:
M = Media

k = Es un constante que puede tomar cualquier valor mayor a 1 (en este caso se trabajo
con un valor de 2, que fue tomado de acuerdo a la regla empirica para distribucién normal
la cual nos dice que aproximadamente el 95% de los valores caeran dentro de dos

desviaciones estandar a la medida de cada una de las concentraciones).
o = Desviacion estandar

La prueba de distribucion normal de los datos se realiza a través de la prueba D’Agostino y
Pearson. Para determinar las diferencias estadisticas entre cada valor de Clso a 96 hrs. fue
realizado a través de la comparacion multiple por t-student utilizando un intervalo de

confianza de p<0.05 (95%) por el test de normalidad de D'Agostino & Pearson.

Los calculos estadisticos son realizados por el paquete estadistico Graphpad Prism v7.0
(Graph-Pad Software Inc., USA). La determinacion del efecto de las combinaciones de los
productos quimicos se realiz6 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 desarrollado por
(Chou & Martin, 2005, 2010).

6.4 DETERMINACION DEL EFECTO SINERGICO, ADITIVO O ANTAGONICO
DEL CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO DE POTASIO SOBRE LA
MICROALGA DE SCENEDESMUS INTERMEDIUS

La determinacion del efecto sinérgico, aditivo o antagénico que puedan presentar distintas
las combinaciones de cloruro de cadmio y dicromato potasico se realizé a través de sus
ICs0 sobre Scenedesmus intermedius basandonos en la metodologia descrita por Chou &
Talalay (1984) a través de una evaluacion cuantitativa en la combinacion de las dos
sustancias de acuerdo a la potencia de cada producto; Asi si dos xenobibticos que
presentan mecanismos de accién similares o son mutuamente excluyentes se presentan
en un indice de Combinacion IC<1 muestran un efecto sinérgico, pero si por el contrario
dos xenobidticos presentan mecanismos totalmente distintos y son independientes se
presentan en un indice de Combinacién IC>1, exhibiran entonces un efecto antagonico, o

en su caso cuando IC=1 se mostraria un efecto aditivo (Chou & Talalay, 1984).
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7. RESULTADOS

El analisis de la toxicidad aguda a las 96 horas de exposicion de los compuestos metélicos

cloruro de cadmio y dicromato de potasio sobre cultivos de microalgas Scenedesmus
Intermedius por medio de la determinacion del indice de inhibicion de crecimiento (Clso) de
cada compuesto ensayado tanto en su forma individual como en mezcla, expresé los

siguientes resultados:

7.1 RESPUESTA INDIVIDUAL DEL CLORURO DE CADMIO Y EL
DICROMATO DE POTASIO

Para el cloruro de cadmio se encontré una toxicidad con respecto a su repuesta de Clso (96
h) de 0.522 mg L, mientras que para el dicromato de potasio fue de 6.64 mg L siendo
mas elevada la concentracién para provocar la inhibicién del 50% del crecimiento en la
poblacion evaluada, presentando una toxicidad a corto plazo relativamente alta, mientras
gue el cloruro de cadmio la toxicidad aguda es mas elevada a mas baja concentraciones.
En la Tabla 8 se muestran los valores de la 95 h-NOEC, la Clsp a 96 h de cada compuesto

respetivamente con sus limites de confianza del 95%.

Acorde a la clasificacion propuesta por la EPA (Agencia de Proteccién Ambiental) para
categorizar a las sustancias o contaminantes en ambientes acuaticos para toxicidad aguda
(ClenmgL?), lacategoria o clase | corresponde a una Clsp<1 mg L y a ella corresponde
la clasificaciébn de todas las sustancias muy tdxicas para el ambiente acuatico, en la
categoria Il la Clsp corresponde a 1-10 mg L y engloba a las sustancias toxicas para el
ambiente acuatico, en la categoria Ill con una Clso 10-100 mg L estarian las sustancias
peligrosas para el ambiente acuatico y por Gltimo en la categoria IV con una Clsg = 100 mg
L* identificariamos a las sustancias que no se consideran toxicas (Cortés, 2012; Sanchez-
Fortdn & Barahona, 2002).

Atendiendo a lo anterior, se determiné que el dicromato de potasio cuando se expone
a la microalga Scenedesmus intermedius se encontraria en la categoria Il, es decir, se
comportaria como una sustancia toxica para el ambiente acuatico, mientras que el
cloruro de cadmio se clasificaria en la categoria | determinandolo como una sustancia

muy toxica para el ambiente acuético.
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Tabla 8. indices de toxicidad (Clsoy 96 h-NOEC) de ambos compuestos metéalicos

expuestos en forma individual sobre S. Intermedius.

indices de toxicidad = CdCl,en mg L (L.C al 95%) K.Cr.0sen mg L™ (L.C al 95%)

96 h- NOEC 0.696 ( 0.021 — 0.128) 0.799 (0.68-0.993)
Clso (96h) 0.522 ( 0.3609 - 0.7324) 6.64 (5.50-7.99)
r 0.98 0.96

En el Grafico 2 se muestra la recta correspondiente de la relacion concentracion-respuesta
lineal a 96 h del cloruro de cadmio sobre S.intermedius, el valor del coeficiente de variacion
(r?) nos indica que existe una fuerte correlacion entre la concentracion y la letalidad del

cloruro de cadmio: a medida que aumenta la concentracion es mayor su letalidad.

De la misma manera se comporta el dicromato de potasio, como se muestra en la recta del

Grafico 3.

100
oyteo Grafica. 2

1 Relacion concentracion-respuesta del
60 7 CdCl, sobre S. intermedius a las 96 h.
2o Cada punto (e) representa la media + su
desviacion estandar (uto).

20 A

0 T T T T 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

% Inhibicién de crecimiento poblacional

log [Jmg L™ cdcCl,
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7.1 RESPUESTA EN MEZCLA DEL CLORURO DE CADMIO Y EL

DICROMATO DE POTASIO

En la mezcla del cloruro de cadmio y el dicromato de potasio se obtuvo una repuesta
antagonica principalmente, al ver la fraccion afectada que es la respuesta de inhibicion de
crecimiento en mezcla de los dos compuestos metalicos, el valor de IC50% es de 2.13 es
una respuesta antagonica bloqueandose la accion téxica y eso mismo se observa con el
DRI que seria el valor de la CI50(96h) de ambos, no obstante, al IC95% la respuesta se
potencia al sinergismo y por tanto los valores de DRI incrementan. Esto es debido a que el
IC > 1 lo que nos indica un antagonismo por parte de los compuestos, pero a medida que
incrementa la respuesta de inhibicion el IC < 1 lo que nos indica un sinergismo. Ver en Tabla
10.
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Tabla 9. indice de combinacion e indice de reduccién de dosis (DRI) en mezcla de
ambos metales experimental.

%Fa ( respuesta) IC DRI CdCl,* DRI K2Cr,07
10 5.19 0.78 0.25
25 3.55 0.80 0.43
50 2.13 0.98 0.88
75 1.81 0.92 1.36
95 0.52 2.44 8.50

Mientras que al analizar los valores de forma no experimental obtenemos una variacion en
los resultados obtenidos debido a que con respecto a los valores de forma individual en
CI50(96) se obtuvo una respuesta sinérgica en la NOEC de la mezcla binaria (IC0%-= 0.69),
no obstante, para la CI50(96) de ambos es aditiva (IC50%= 1.038), manteniéndose esta

respuesta incluso s hasta el 95% de inhibicion de la mezcla de ambos.

Tabla 10. indice de combinacion e indice de reduccion de dosis (DRI) en mezcla de
ambos metales No experimental.

%Fa ( respuesta) IC DRI CdCl; DRI K2Cr207
10 0.69 1.39 1.39
25 0.84 1.50 1.50
50 1.03 1.41 1.41
75 1.27 1.70 1.70
95 1.79 1.86 1.86

El antagonismo entre ambos compuestos metalicos es confirmado por la (Gréafica 5) donde
se muestra claramente como la mayoria de los logaritmos de los indices de combinacion
de la curva estan por encima del 0 (que es el logaritmo de 1), pero a medida que se
incrementa el %Fa el antagonismo entre los compuestos cambia a sinergismo, debido a

que los indices combinacion se encuentran por debajo del O (que es el logaritmo de 1)

Mientras tanto se puede observar que los resultados no experimentales (Grafica 6),
obtenidos en la mezcla de ambos de metales muestran una diferencia significativa, debido
a que la respuesta seria sinérgica en los primeros %Fa, es decir a que los valores de indice
de combinacién se encuentran por debajo de 0 (que es el logaritmo de 1), y a medida que
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incrementa el %Fa el indicé de combinacion cambia a un antagonismo entre ambos

metales.
Exp. B
No exp.K,Cr,0,/CdCl, 6.26:0.52mg L
1.0
0.4
0.5
0.2
2 S)
> 0.07 0.0
3 3
-
0.5 0.2
-1.0 T T 0.4 , |
0 50 100 0 50 100
% Fa %Fa
Gréfica. 5 indice de combinacion Gréfica. 4 indice de combinacién no
experimental CdCl, /K.Cr,O7 sobre S. experimental CdCl, /K.Cr.0; sobre S.
intermedius intermedius

En la Grafica 6 se tiene que en las rectas del CdCl, y K,Cr.0O7 de forma individual se observa
como el CdCl, tiene forma sigmoidea (m > 1) mientras el cromo muestra una sigmoidea
plana (m<1), la de K-Cr,O7 mucho mas inclinada con respecto a la del CdCl; lo cual muestra
mas toxicidad.

COMBO
—— K,Cr,0,
7 —— cdcl,
—— COMBO
5
S - -
L 0T Grafica. 6 Efecto medio de la
M combinacién del CdCl./ K,Cr.O- sobre
2 2 S. intermedius
-}
-4 -
-6 T T T 1
-2 -1 0 1 2
Log[ ] mg Lt
|
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En la Tabla 11 se presentan los parametros del CdCl,/ K.Cr,O7 tanto en forma individual

como en mezcla, dando una respuesta antagénica con un Clso (96) de 6.44 mg L

Tabla 11. Parametros en el indice de combinacién de CdCl,/ K>Cr.0O7

Parametro CdCl> K2Cr207 Combo
Clso (mg L) 0.51 5.54 6.44
R 0.97 0.97 0.98
M 1.16 0.75 1.49
IC - - 2.03

En resumen, se puede decir que la mezcla de ambos agentes resulté en una respuesta
antagonica —sinérgica (IC < 1y >1), donde conforme aumenta la concentracién se observa
un cambio a sinergismo en ambos compuestos como se muestra en la Gréfica 5 y Tabla
11.

L]
Paola Vanessa Arguello Trenado | Universidad Michoacana de San Nicolas De

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA Hidalgo| UMSNH



EFECTO TOXICO INDIVIDUAL Y EN MEZCLA ANTE LOS CONTAMINANTES
ANTROPOGENICOS CLORURO DE CADMIO Y DICROMATO POTASICO

8. DISCUSION

La contaminacion de rios y lagos repercute de forma vital en plantas y animales acuaticos.
En los dltimos afios se ha prestado gran atencién a los contaminantes primarios del agua
donde se encuentran los metales pesados, debido al efecto persistente y bioacumulable a
largo plazo de estos contaminantes sobre el ambiente y la salud humana. Y es que, debido
a su origen natural y a su uso milenario como materias primas, los metales pesados no
fueron considerados contaminantes peligrosos sino hasta la segunda mitad del siglo XX. El
tragico e historico accidente de contaminacién con mercurio en la bahia de Minamata,
Japén, modificé radicalmente las ideas vigentes sobre las repercusiones de la
contaminacion por metales pesados y sobre la contaminacion ambiental en general. De
esta manera, en las Ultimas cinco décadas, los metales pesados se han convertido en
contaminantes ambientales de primera importancia, principalmente por el incremento y la
diversificacion de los procesos industriales, asi como por el uso masivo de combustibles
fésiles y su incorporacion en muchos articulos domésticos. La Agencia de Proteccién del
Medio Ambiente 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 xenobibticos prioritarios para ser estudiados y tomar acciones en su control y disposicién
(Jaramillo J., 2008).

8.1 RESPUESTA INDIVIDUAL

El valor de la Clso para el cloruro de cadmio (Il) obtenido en este estudio fue de 0.522 mg
L en la microalga Scenesdemus intermermedius a 96 h. Sin embargo, al comparar los
resultados obtenidos por Romero et al (2002), los cuales investigaron sobre Tretraselmis
sp. Demostré que existen diferencias considerables ya que su valor obtenido de la Clso fue
de 0.63 mg L' a 96 h. La similitud puede deberse a que, a pesar de ser dos ecosistemas

distintos, ambos se comportaron de manera similar en presencia del cloruro de cadmio.

Los criterios de calidad ambiental deben tener en consideracion la tolerancia de las
especies sensibles, asi como de las especies resistentes, a fin de proteger la mayor

proporcion de la comunidad acuatica (Cardwell et al., 1999).

En tal sentido, es necesario conocer la variabilidad y comparar la sensibilidad de especies
pertenecientes a diferentes grupos taxondmicos y niveles troficos, por ejemplo en trabajos
_____________________________________________________________________________________________________________________________________|
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realizados por Sanchez (2001) con cadmio usando diferentes especies acuaticas, permitid

establecer una ordenacion segun la sensibilidad al cadmio de mayor a menor: Selenastrum

capricornutum (microalga) > Emerita analoga (crustaceo) > Chaetoceros gracilis (microalga)

> Odontesthes regia regia (pez) > Skeletonema costatum (microalga) > Argopecten

purpuratus (molusco) > Jordanella floridae (pez) > Platichthys flesus (pez) (Sanchez, G. &

G. Vera. 2001).

Otro estudio realizado por Romero et al, (2002) en la microalga Chaetoceros sp. mostraron
una Clspde 0.56 mg L™ a 96 h. Donde se observa una similitud significativa con la ICso
obtenida en Scedesmus intermedius.

La exposicion de cadmio a concentraciones menores, sugiere el establecimiento de
adaptaciones fisioldgicas de las células a las condiciones ambientales, probablemente por
mecanismos metabdlicos de restriccion de la reproduccién o divisibn celular. Estos
resultados coinciden con los reportados por Sathya y Balakrishnam (1988), quienes
mostraron que Chlorela pyrenoidosa, detiene su crecimiento en exposiciéon a 1,3 mg Lde
Cd

De acuerdo a Cordero et al. (2005) el efecto del Cd en Tetraselmis chuii (Prasinophyceae)
a 48 h a concentraciones menores de 0.1 mg L producen un comportamiento como
micronutriente, aunque este metal no ha sido establecido como micronutriente, estudios
recientes (Cullen et al. 1999; Sunda y Huntsman 2000) han considerado que puede actuar
como tal cuando se encuentra en concentraciones trazas y existe limitacion de algunos
micronutriente esenciales; situacion que probablemente fue establecida en los cultivos
ensayados, ya que el bioensayo se estableci6é con cultivos en una fase logaritmica
avanzada, donde gran parte de los elementos trazas del medio de cultivo, probablemente
se encontraban consumidos. Estos resultados, con respecto al Cd, son acordes con
Romero (1999), quien en un estudio realizado con Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp.
encontré que la disminucién del crecimiento poblacional de estas microalgas ante el Cd se

manifiesta a partir de concentraciones superiores a 4.0 mg L ** (Cordero et al, 2005)

En referencia a Vera (2009) el efecto del cadmio en el crecimiento poblacional de la
microalga (Diatomea) Chaetoceros gracilis produjo un efecto inhibitorio del 20% al 99% con
una Clso de 0.591 mg L.
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Tabla 12 ICso con Cadmio en diferentes especies

Concentracion Formadel cobre @ Especies Referencias
utilizada
0.63 mg L (96h) Cd*? Tetraselmis sp. (Romero et al.,
2002)
0.56 mg L (96h) Chaetoceros sp. (Romero et al.,
2002)
5,44 mg L (48h) CdCl, Tetraselmis chuii (Cordero et al.,
2005)
CdCl; diatomea (Marina, 2009)
0.591 mg L* (120 h) Chaetoceros
gracilis

Las diferencias de sensibilidad al cadmio entre las diferentes especies de microalgas,
dependerian de las caracteristicas de la pared y membrana celular (e. g. permeabilidad),
de los mecanismos de detoxificacion (e.g. almacén en cuerpos polifosfato), de la gravedad
de la accion téxica (e. g. bloqueo de enzimas, deformacién de tilacoides y mitocondria) y

del grado de bioconcentracion (Vymazal, 1987).

Las microalgas expuestas al cadmio y bajo estrés provocado por éste, exhiben una
diversidad de estrategias para mitigar los efectos adversos del metal (Zouari et al., 2016).
Precisamente, existe informacion previa sobre la aparicién de varios géneros de microalgas
(Stigeoclonium, Chlorella, Chlamydomonas y Scenedesmus), resistentes a la exposicién de
distintos metales de caracter toxico (ej. Cd, Pb, Cr) (Nishikawa & Tominaga, 2001; Pawlik-
Skowronska, 2001; Rehman & Shakoori, 2001; Baos et al., 2002; Lavoie et al., 2014). En
otros estudios, se evalué la sensibilidad de Dictyosphaerium chirelloides por exposicién al
cromo como Cr(VI), evidenciando una destruccién masiva celular en la mayoria de la
poblacién, no obstante, se encontraron algunas cepas variantes resistentes con viabilidad
a los ambientes contaminados con Cr(lll) (Sanchez-Fortun et al., 2009; D’ors et al., 2010;
Pereira et al., 2014). Dentro de los mecanismos basicos que se inducen por la exposicién
al Cd, se presenta la quelacion intracelular a través de polipéptidos como las

Metalotioneinas de clase Il (Mt[III])

Procedimientos de pruebas estdndar para conducir pruebas de toxicidad con microalgas
marinas han sido publicados por numerosas organizaciones como la Agencia de Proteccion
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Ambiental (USEPA, 1978), la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA, 1995), la

Sociedad Americana para la Evaluacion de Materiales (ASTM, 1990) y la Organizacion

Internacional para la Cooperacion Econémica y Desarrollo (OECD, 1984). Con estos

métodos estdndares, que son muy similares, se determina el efecto téxico en un crecimiento

algal rapido en un medio enriquecido en nutrientes por 3-4 dias (Lewis, 1993).

El valor de la LCs para el dicromato de potasio (V) obtenido en este estudio fue de 6.64mg
L en la microalga Scenesdemus Intermermedius a 96 h. Sin embargo, al comparar los
resultados obtenidos por Alayo, lannacone & Arrascue (2004) en la microalga Isochrysis
galbana Parke mostraron un valor de 11.94 mg L en 96 h. lo que muestra una diferencia
significativa en los valores. Esto puede deberse al entorno y los parametros establecidos
en dicho bioensayo en el cual se tuvo una variacién en el pH y temperatura, no obstante,

no debe despreciarse la variacion de especie en las microalgas.

Mientras que un estudio realizado por Alayo et al, (2004) en la microalga Chaetoceros
gracilis Schitt mostraron una Clsp de 12.17 mg L a 96 h. Donde se observa una
concentracion distante a la obtenida en este estudio que pudiera ser debido a las diferencias
en géneros de microalgas y su ecosistema, no Gbstate el mecanismo de Cr pudiera ser

similar.
Tabla 13 ICso a 96 hrs en Cobre sobre diferentes especies acuaticas
Concentracion Forma del cobre Especies Referencias
utilizada
11.94 mg L (96h) K:Cr.0O; Isochrysis galbana  (Alayo, lannacone,
PRI & Arrascue, 2004)
12.17 mg L?(96h) K:Cr.0O7 Chaetoceros (Alayo et al., 2004)

gracilis Schtt

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, reacciones redox causadas por exudados o enzimas) y de la
duracion de la exposicion (Chen et al., 2003; Pinto et al., 2003; Zayed & Ferry, 2003).

La microalga Euglena gracilis Klebs es considerada como un modelo intermedio entre los

sistemas bacteriales y los modelos animales; se ha observado que el cromo no produce un
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efecto mutagénico, pero provoca efectos adversos en la curva de crecimiento microalgal

(Gajdosova & Reichrtova, 1996). Wong & Chang (1991) indican que el Cr provoca efectos

en el crecimiento, la fotosintesis y en la sintesis de clorofila a del alga Chlorella

protothecoides Krlig (C. pyrenoidosa), y que actla sinérgicamente con el Cuy el Pb.

8.2 RESPUESTA EN MEZCLA

Al comparar los resultados obtenidos en las mezclas de dichos compuestos con otros
autores se encontrg escases de informacion referente a la mezcla maneja en conjunto con
el bioindicador S. Intermedius, no obstante, se realizé la comparacion de mezclas que

conlleven dichos compuestos.

La mezcla de cloruro de cadmio/dicromato de potasio presenta respuesta antagénica-
sinérgica presentando asi una Clso (96) de 6.44 mg L™ en la microalga S. intermedius y al
comparar en la literatura con diferentes autores encontramos que la mezcla en el estudio
Mo et al., (2016)_La mezcla de Cd/Cr en C. pyrenoidosa presenta una respuesta sinérgica-
antagoénica con un Clso de 4.32 mg L a 96h, presentando una similitud en cuanto a los
valores pero diferenciandose en cuanto a la respuesta obtenida, mientras que con S.
capricornutum aungue presenta un efecto sinérgico con una Clspde 3.77 mg L a 96h no
existe una similitud significativa a la obtenida en este estudio que se realiz6 ademas que la
respuesta es puramente sinérgica lo contrario a la obtenida en el estudio, esto puede
deberse a las concentraciones usadas en dichas mezclas o a la diferencia entre los

bioindicadores.

Comparando con otros autores la mezcla de cadmio/cobre de acuerdo a Barahona Mercy
A. et al. 2007, tenemos una Clsode 0.005 mg L a 24h en Dapnia magna, lo que muestra
una diferencia altamente significativa a la obtenida en este estudio, esto puede deberse a
la diferencia en los bioindicadores usados (fitoplancton- zooplacton), a la interaccién entre

la mezcla de los metales, o las condiciones presentadas

Mientras que de acuerdo a Barahona Mercy A. et al. 2007 la mezcla de Cd/Zn muestra una
Clso de 2.09 mg L a 24h en D. magna, donde se observa una similitud en relacién con la
mezcla de Cd/Cr realizada en este estudio, lo que puede deberse a los mecanismos de

accion que presentan los metales o a la interaccion generada por la mezcla.
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De acuerdo con lannacone J. & Salazar N. 2007, en la mezcla de Cd/ Hg se obtuvo una

CLsode 0.16 mg L™ a 48h con un efecto antagénico en larvas de C. calligraphus, mientras

gue la mezcla de Pb/Cd se obtuvo una respuesta sinérgica con un Clsp 11.80 mg L™*

Observandose que los porcentajes de mortalidad de C. calligraphus se incrementaron con

el aumento de la concentracion binaria de metales pesados.

Concentracién Forma del Especies Respuesta Referencias
cobre
utilizada
6.44 mg L1(96h) CdCl/K.Cr,0; Scenedesmus Antagonica-
intermedius Sinérgico
3.77 mg L? (96h) Cd/Cr S. capricornutum | sinérgico Mo et al., (2016)
4.32 mg L1(96h) Cd/Cr C. pyrenoidosa Sinérgico - Mo et al., (2016)
antagonica
2.09 mg L* (24h) Cd/Cu Dapnia magna AntagoOnica Barahona Mercy
-sinérgica A. et al. 2007
0.005mg L? Cd/zZn Dapnia magna Antago6nica Barahona Mercy
) -sinérgica A. et al. 2007
0.16 mg L (48h) Cd/Hg C. calligraphus Sinérgico lannacone J. &
Salazar N. 2007
(1418E;C)) mg L? Pb/Cd C. calligraphus Antagbnica lannacone J. &

Salazar N. 2007

En este contexto, los metales toxicos al afectar a las comunidades planctonicas,
provocando alteraciones en la fotosintesis, crecimiento, inhibicion de la actividad enzimética
y la respiracion (Yan & Pan, 2002). En general, los niveles elevados de metales inducen la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS); por tanto, como respuesta a ese
estrés, la célula presenta mecanismos antioxidantes enziméticos que incluyen a la
superoéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), peroxidasa (POD) y sistemas no enzimaticos
como el glutation reducido (GSH), ascorbato y compuestos fendlicos (Xu et al., 2010). De
acuerdo con Macfie & Welbourn (2014), entre los mecanismos principales que presentan
las células fotosintéticas para mantener las concentraciones de iones metalicos libres en

niveles que no superen las necesidades celulares se incluyen: (1) unién en la pared celular,
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(2) cambios en la permeabilidad de iones, (3) exclusién activa (ej. sistemas de eflujo), (4)

biotransformacién. (Belfiore & Anderson, 2001; Cortés-Téllez, A. et al. 2017).

Los ensayos con estas microalgas son facilmente reproducibles y de bajo costo,
pudiéndose llevar a cabo en un laboratorio de escasos recursos econdémicos. Este
bioensayo puede usarse como una herramienta alternativa para el monitoreo ambiental de
rutina (Lewis, 1993).

También se debe destacar que algunos microorganismos toman metales pesados del
medio ambiente, siendo capaces de concentrar y acumular grandes cantidades de ellos en
diferentes estructuras citoplasmaticas, sin que lleguen a ocasionarles efectos toxicos. Las
microalgas son un ejemplo de este comportamiento, ya que tienen afinidad por los metales
polivalentes, de ahi, la posibilidad de su aplicacibn como agentes descontaminantes en
aguas que contengan iones metalicos en disoluciobn como método alternativo cuando es
eficaz su empleo como método de recuperacion y/o la eliminacién de cromo y cadmio
presentes en aguas residuales galvanicas, empleando un reactor con un cultivo de
Scenedesmus obliquus inmovilizado. Se ha obtenido una eficiencia de eliminacion de Cr(lIl)
del 92.40y del 95 % para el Cd(ll). El rapido ascenso experimentado en el pH tuvo un efecto
importante sobre la forma de eliminacién del metal por la microalga Scenedesmus obliquus.
De esta manera, se logra recuperar del 83 al 85 % de la masa de los iones metdlicos
presentes en el agua residual tratada. La temperatura del agua residual se mantuvo entre
22.5y 34 C, condiciéon éptima para el buen desarrollo del Scenedesmus obliquus, asi como
del proceso de eliminacién de esos metales pesados (Pellén, Frades, Chacén, Pérez, &
Ofia, 2004)
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9. CONCLUSION

Los resultados de este estudio indican que la mezcla de cloruro de cadmio y dicromato
de potasio a altas concentraciones en el medio acuaticos pueden causar efectos toxicos
sobre S.intermedius, presentando mayor toxicidad en mezcla que en su forma
individual, debido que al encontrarse los dos agentes en forma de mezcla su efecto se
vuelve sinérgico aumentando su toxicidad; Por esta razon, la exclusiva determinacion y
medicion de los agentes toxicos o componentes de los residuos peligrosos por separado
no es idoénea, y precisa también de estudios de mezclas para obtener resultados més

representativos del efecto toxico de los contaminantes.
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9. RECOMENDACIONES

La prediccion de los efectos de los contaminantes sobre los ecosistemas acuéticos,
requiere de la consideracion de las mezclas de los agentes quimicos contaminantes.

Para asi poder establecer normativas que eviten el dafio en los medios acuaticos.

Debido a que el Cr es un elemento traza no se le considera un elemento dichamente
téxico, pero como se ha demostrado a bajas concentraciones presenta un efecto
negativo por lo que seria necesario realizar estudios en organismos superiores para asi

estipular los efectos téxicos que tiene a lo largo de la cadena tréfica.
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