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Resumen

En los afios recientes afios el avance de la tecnologia se ha incrementado
exponencialmente. Hoy nuevas industrias se han comprometido en
modernizar e innovar tecnologias, materiales y agentes quimicos. En el
pasado era usual que los agentes quimicos fueran introducidos en el lugar
de trabajo debido a que se sabia poco de los efectos que producian en el
hombre y en el ambiente. Asbestos, vinil dcido clorhidrico, formaldehido y
benceno son algunos e jemplos de materiales usados por muchos afios.

Los metales han sido usados extensivamente en el lugar de trabajo, el
empleo de estos sin las medidas adecuadas expone a millones de
trabajadores y ecosistemas cercanos. Los resultados de muchas
investigaciones relacionadas con la salud y el ambiente han demostrado que
tan peligroso pueden ser las industrias o actividades industriales que no
toman medidas adecuadas de sanidad y de eliminacién de residuos téxicos.
Debido a estas consecuencias, han aparecido numerosas regulaciones, en las
que se establecen normas que regulan la emision de los diferentes agentes
potencialmente toéxicos. Se han invertido innumerables horas de
investigacién dedicadas a determinar que agentes quimicos son seguros de
utilizar y la manera apropiada en que se deben de desechar.

El objetivo de este trabajo es el de investigar la posibilidad de implementar
metodologias de monitoreo en cuerpos de agua utilizando un organismo
biomarcador Carassius auratus, para evaluar la genotoxicidad del cromo
hexavalente, la cual es la forma carcinogénica del cromo. Este metal se
utiliza en numerosas industrias y es finalmente desechado en diferentes
cuerpos de agua, contaminando directamente a los ecosistemas acudticos e
indirectamente a la poblacién en aquellos lugares donde su principal fuente
alimenticia y de trabajo es el pescado.

Para llevar a cabo nuestro proyecto se utilizé el ensayo de Microniicleos
(MN), en eritrocitos y en tejido branquial de C. auratus. Los peces fueron
expuestos a difererentes concentraciones (0, 25, 50 y 100 ng/ml) de
dicromato de Potasio K2 Cr20O7 durante 3 y 7 dias.

Los resultados muestran que en el tejido branquial hubo una clara induccién
de MN a los tres dias de tratamiento ya que los organismos tratados
mostraron tres veces la frecuencia de MN observada en los controles. En
eritrocitos no observamos la induccién de MN a ninguna de las dosis ni dias
de exposicién. La metodologia empleada resulté sencilla de implementar y
adecuada para estudios de campo o de laboratorio que intenten identificar
agentes genotdéxicos en agua.
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1_- El agua un valioso recurso.

El agua y la vida son inseparables. La vida se originé en el agua y, al ser ésta el
disolvente universal, podemos decir que todas las reacciones metabdlicas
ocurren en una solucién acuosa compleja (Figura 1).
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Figura 1: El ciclo del agua esta controlado por la energia del sol y de la gravedad.
(Albert 1997).

Este valioso recurso se mueve constantemente desde la atmdsfera a la tierra,
a los mares y rios, luego, nuevamente a la atmésfera. Este movimiento modifica
la superficie terrestre y por lo tanto, es un agente poderoso de los cambios
geolégicos. Al correr sobre la superficie de la tierra, primero arrastra
nutrientes y sedimentos y después, los deposita. El efecto del agua en la tierra
dependerd del tiempo que ésta permanezca en el terreno antes de llegar al
mar.



El ciclo hidrolégico tiene un depésito atmosférico pequefio, pero muy activo,
por esto, es muy vulnerable a las perturbaciones provocadas por el hombre, las
cuales pueden modificar el tiempo y el clima, a corto o largo plazo.

Aunque la Tierra tiene gran cantidad de recursos acudticos, estos estdn
distribuidos inequitativamente. E! uso del agua potable se ha incrementado en
todo el mundo, debido a que las demandas y necesidades de la poblacién humana
ha aumentado exponencialmente. Si la poblacién mundial sigue creciendo como
se estima, el agua dulce de los rios y lagos podria terminarse en el siglo actual.
Para enfrentar la creciente demanda de este trascendente recurso, se han
construido depdsitos artificiales y se ha aumentado el uso del agua reciclada:
por lo que es importante monitorear la calidad del agua (Raven P. et al., 1997).
Desde siempre, el hombre ha volcado sus desechos en los cuerpos de agua. En
condiciones normales los rios pueden autodepurarse: El aguas arrastran los
desechos hacia los océanos, las bacterias utilizan el oxigeno disuelto y
degradan los compuestos orgdnicos, que a su vez son consumidas por los
peces Yy las plantas devolviendo el oxigeno y el carbono a la biosfera.

A partir de la revolucién industrial se usan nuevas materias primas inorgdnicas
como el carbdn y el petréleo esto se hace cada vez mds dificil ya que muchas
veces los sistemas se encuentran saturados de desechos, y las industrias
vuelcan productos que no pueden ser degradados por las bacterias.

Ello hace que a menudo, el contenido de oxigeno disminuya drdsticamente y que
el rio ya no tenga capacidad para mantener la vida en €l (Raven P. et al., 1997).

2.- cQue contamina el agua superficial?

Las principales causas de contaminacién del agua la constituyen:

1. Contaminacién por sedimentos, ésta es causada por particulas de tierra
que caen en el agua por la erosién.

2. Drengje, es el agua de desecho que fluye del drenaje de las ciudades y
las industrias

3. Agentes patdgenos como bacterias, virus, protozoarios, pardsitos que
entran al agua, estos pueden ser los causantes de enfermedades como la
tifoidea y el célera, puede estar presente en el agua: estos provienen de
los desechos de organismos infectados.

4. Desechos que requieren oxigeno; los desechos orgdnicos pueden ser
descompuestos por bacterias que usan oxigeno para biodegradarlos. Si
hay poblaciones grandes de estas bacterias, pueden agotar el oxigeno
del agua, matando asi las formas de vida acudticas.
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5. Nutrientes inorgdnicos de plantas y algas, como el nitrégeno y el
fésforo, los cuales pueden provenir de desechos de animales y plantas,
como fertilizantes.

6. Los nutrientes vegetales pueden ocasionar el crecimiento excesivo de
plantas acudticas que después mueren y se descomponen, agotando el
oxigeno del agua y de este modo causan la muerte de las especies
marinas (zona muerta).

7. Compuestos orgdnicos la mayoria de los cuales son sintéticos, vy
cominmente téxicos para los organismos acudticos. Como la mayoria
tienen estructuras complejas que son dificiles de degradar, pueden
persistir por gran tiempo en el medio.

8. Especies quimicas inorgdnicas en los que se incluyen contaminantes como
los metales pesados mercurio plomo y cromo.

9. Substancias radioactivas en las que se incluyen los desechos de
industrias como la mineria y la refineria de metales radioactivos como
también la contaminacién causada por su uso.

10. Contaminacién termal, las grandes usinas eléctricas emplean agua como
refrigerante, esto hace que las aguas de los rios eleven su temperatura,
provocando cambios en los procesos biolSgicos vy, por lo tanto, se
destruye la vida existente entre ellos (Frederick 1996).

La contaminacién del agua se puede originar en sitios fdcilmente
identificables u ocurrir de manera mds extensa, por lo que se dice que
puede ocurrir de manera puntual y no puntual.

2.1 Fuentes Puntuales y No Puntuales de contaminacion en los cuerpos de
agua subterrdaneas

o Las fuentes puntuales descargan contaminantes en localizaciones
especificas a través de tuberias y alcantarillas. Ej. : Fdbricas,
plantas de tratamiento de aguas negras, minas, pozos petroleros,
etc.

e Las fuentes no puntuales son grandes dreas de terreno que
descargan contaminantes al agua sobre una region extensa. Ej.:
Vertimiento de sustancias quimicas, tierras de cultivo, lotes para
pastar ganado, construcciones, tanques  sépticos (Frederick
1996).

Un ejemplo claro de fuente puntual ocurre en el Valle de Ledn, (Figura 2) ya
que es uno de los estados mds productivos en zapatos, bolsas, chamarras y
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todo aquello relacionado con las pieles. Alli existen alrededor de 600
curtidoras y mds del 80% utilizan cromo como agente curtidor. Los desechos
son vertidos directamente en el sistema de drenaje municipal pasando por la
rivera de Ledn a la presa de Mastranzo en el sur del limite de la ciudad, en
donde se usa esta agua para el riego. Ademd se han encontrado altas
concentraciones hasta 50mg/L de Cr (VI) en el agua subterrdnea localizada en
el valle producidos por la incorrecta disposicion de los desechos fabriles
(Armienta et al., 2001).

Monterrey

5
Torrebng *Sanme
uliac bn

Cuernaveca N
Yillahermosa ¢

EL SAMVYADOCR
MILARE A

Figura 2 Valle de Leén

2.2 Transporte en el ambiente de los contaminantes en el agua.

Los contaminantes presentes en la superficie del agua existen en diferentes
estados; pueden estar en solucién y o en suspensién. El material en suspension
puede estar en forma de burbujas (aceite) o particulas y los contaminantes
pueden estar disueltos en las burbujas o ser adsorbidos por las particulas
sélidas. Todas estas formas pueden ser transportadas en el agua distancias
considerables. Las particulas pueden sedimentarse en el fondo de los cuerpos
de agua superficiales.

En rios, los contaminantes son transportados a las largas distancias. La
distancia depende de factores como la estabilidad y el estado fisico de los
contaminantes y la fuerza de la corriente del rio. La distancia de viaje es
cominmente mds grande cuando el compuesto es estable y esta en solucién y la
corriente del rio es fuerte. En general la concentracién de un contaminante
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decae con el incremento de la distancia y esto se refleja en el cambio de la
flora y fauna.

Cuando los contaminantes persistentes entran en la cadena alimenticia pueden
trasladarse grandes distancias por la migracién de animales y de aves (Dix,
1981).

3.- El cromo

El cromo es un elemento natural ubicuo, que se encuentra en rocas, plantas,
suelos, animales y en los humos y gases volcdnicos. Puede funcionar con
distintas valencias y en el ambiente se encuentra en varias formas: las mds
comunes son las derivadas del cromo trivalente, o cromo (III), y las del cromo
hexavalente, o cromo (VI).

El cromo es un nutriente esencial para los seres humanos, en los que promueve
la accidn de la insulina. El cromo metdlico, o cromo (0), y los derivados del
cromo (VI), usualmente son de origen antropégenico. (Albert, 1997).

3.1 Caracteristicas Fisicoquimicas

El cromo es el sexto elemento en abundancia en la corteza terrestre, en donde
se encuentra como éxido (Crz03) y, combinado con fierro y oxigeno, en el
mineral cromita. El elemento se descubrié en 1762, en el cromato de plomo
(PbCrQ.), que forma el escaso mineral crocoita: su nombre proviene del griego
cromos que significa “color” y se debe a los vivos colores de sus compuestos
(Albert, 1997).

Es un metal pesado de la primera serie de metales de transicién, a lo que se
deben sus principales propiedades quimicas y bioquimicas. Entre ellas destacan
el que tiene varios estados de oxidacién, algunos de sus compuestos son
paramagnéticos, muchos de ellos son coloridos, por lo que algunos minerales y
piedras preciosas deben su color al cromo y que el Cr tiende a formar iones
complejos.

Los estados de oxidacién del cromo son -2, O, +2, +3, y +6. Los derivados de las
valencias -2 y +2 tienen poca importancia, y el O corresponde al cromo metdlico.
Los dnicos compuestos de importancia biolégica son los derivados de los
estados de oxidacion +3 y +6; al primer grupo pertenecen el 6xido crémico
(Cr:03) y las sales crémicas como el cloruro crémico (CrcCl3) o el anion crémico
(cr(OH)* ) y, al segundo grupo el triéxido de cromo (CrOs), los cromatos
(Cr0O.4)* y los dicromatos (Crz O7) ¥ (Albert, 1997). En la Tabla T se resumen
las caracteristicas fisicoquimicas mds importantes del cromo.

13



Tabla I Caracteristicas Fisicogquimicas del Cromo “(Albert, 1997).

Simbolo quimico: Cr.

Masa atémica relativa: |51.996 g.

Densidad: 7.19 g/cm 3 a 20°.

Punto de ebullicién: 2672° C.

Punto de fusién: 1857° C.

Presion de vapor: 10-6 Pa a 844° C.

Solvélisis: Soluble en dcido sulfirico y
dcido clorhidrico diluidos.

3.2 Minerales de Cromo

El mds importante es la cromita o ferrocromita (cromato ferroso, FeCr:0; ),
que deriva del cromo (ITII). La produccién mundial de cromo es de 9,935,000t,
Africa del sur ocupa el primer lugar, el 75% de la produccién mundial de
cromita proviene de los paises de la ex Unidn Soviética, Suddfrica, Albania y
Zimbabwe. En América Latina, el principal productor es Brasil, con alrededor
del 10% de la produccién mundial. Otro pais de la regién que produce
cantidades relativamente importantes de cromo es Cuba. En 1984, la
produccion mundial de cromo era de mds de 800 mil toneladas anuales. Los
principales paises industrializados, en particular Estados Unidos, son
completamente dependientes de la importacién de este metal, al cual se le
considera como metal estratégico en ese pais, por ser esencial para la
industria. (Albert, 1997).

3.3 Cromo metalico

No se encuentra libre en la naturaleza debido a su alta reactividad. Se
caracteriza por su plateado con un tinte azulado: es muy resistente al calor y
fdcilmente se recubre con una delgada capa de dxido que lo protege de un
ataque quimico posterior. Es altamente resistente a la oxidacidn, inclusive a
altas temperaturas.

Esta propiedad, aunada a su color, es la causa de que se emplee para recubrir
objetos de diferentes metales con el fin de protegerlos de la corrosién, lo que
se conoce como cromado. (Albert, 1997).

Son muy importantes para la industria las aleaciones que contienen cromo, en
especial las ferrosas o aceros aleados. El acero inoxidable contiene de 14 a
18% de cromo.
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Estos compuestos son los que usualmente predominan en el ambiente porque
son los derivados mds estables del metal. El mds importante de ellos es el
6xido crémico, (Cr203) que es muy estable, resistente a los dcidos y de alto
punto de fusién; se emplea como pigmento con el nombre de “verde de cromo”.
Los derivados de cromo (III) pueden formar iones complejos, estables y
coloridos (Albert, 1997).

3.4 Derivados del Cromo(VI)

Ambos grupos son agentes oxidantes energéticos en medio dcido, en el que
pasan a cromo (III). E! dicromato de potasio se emplea mucho en la industria y
en las operaciones quimicas.

El dicromato sdédico se emplea en el curtido de pieles, porque forma un
compuesto insoluble con las proteinas del cuero.

El cromato de plomo se usa como pigmento, con el nombre de “"amarillo de
cromo” (Albert, 1997).

3.5 Quimica Ambiental del Cromo

En el ambiente la quimica del cromo ha sido muy estudiada (Richard y Bourg,
1991; Kotds y Satasicka, 2000). Se sabe que los distintos estados de oxidacidn
en que podemos encontrar a la concentracion del cromo, se presentan en
diferentes compartimientos ambientales (agua, suelo y plantas). Ello
determina la forma de evaluar el riesgo de contaminacién por cromo (Armienta
et al., 2001).

En general, los efluentes industriales que contienen cromo se incorporan a los
cuerpos de aguas y eventualmente, llegan al oceano, la forma quimica
dependerd de la presencia de materia orgdnica en los cuerpos de agua, si ésta
estd presente en grandes cantidades, el cromo (VI) podrd ser reducido a
cromo (TIT), el cual se podrad adsorber

en las particulas o formar complejos insolubles (Albert, 1997).

Estos complejos pueden permanecer en suspension cerca del sitio de entrada al
ambiente, ser transportados al océano, o bien, precipitarse y ser incorporados
a los sedimentos. En los océanos ocurre un proceso similar. La proporcidén de
cromo (IIT) es directamente proporcional a la profundidad de los sedimentos.
El cromo (ITI) tiene una mayor retencion en las capas del suelo dependiendo
de las caracteristicas fisicas del mismo, la concentracidn dependerd de la
combinacién de diversos compuestos aunado a las caracteristicas de cada uno;
la profundidad del suelo determinard la concentracién del cromo (Armienta et
al., 1996).
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El cromo también entra al ambiente a partir de todos los procesos de
combustidn, incluyendo los incendios forestales. Aunque en este caso no se
conoce con certeza el estado de oxidacién del cromo que se emite, que debe
ser la forma hexavalente. Sin embargo, esta pasa con facilidad del estado
trivalente, que es el mds estable a comparacién del hexavalente. Los cdlculos
sobre los aportes globales de el cromo al ambiente se presentan en la Tabla TT
El ciclo ambiental del cromo se resume en la (Figura 3).

Tabla 11 Fuentes que contribuyen a la liberacion del cromo en el ambiente (Albert,

1997).

Fuente Porcentaje
Emisiones wolcdnicas 1%
Ciclos bioldgicos 30%
Absorcién por las plantas 15%
Intemperizacién de las rocas 15%
Emisiones de fuentes antropogénicas 70%
Produccién_minero-metalirgica 3%
Diversos usos 60%
Procesos de combustién 7%
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3.6 Utilizacion del Cromo en la Industria

E! cromo se usa sobre todo, en tres industrias: la metalirgica, la quimicay los
materiales refaccionarios.

En la metalirgica el cromo es usado en la manufactura de cromo-acero o de
cromo-niquel-acero debido a que incrementa la resistencia y durabilidad del
metal y porque el cromo platea otros metales. Ademds de tener un alto punto
de fusién, modera la expansion termal, es estable en formas cristalinas a
elevadas temperaturas y es un quimico neutral (Kerger et al., 1997).

Los usos del cromo en materiales refractarios incluyen la fabricacién de
ladrillos a base de magnesita y cromo para hornos metalirgicos y el uso de
cromita granular para muchas otras aplicaciones que requieren resistencia
(Albert, 1997).

La cromita se usa como aislante en los hornos industriales de alta temperatura
que se emplean en la refinacién de metales.

La tercera aplicacién del cromo es para la produccion de compuestos quimicos
con cromo ya que las sales de cromato dan colores luminosos por lo que se usa
como pigmento de pinturas, de la industria textil, en curtido de pieles, en la
firmeza de emulsiones fotogrdficas, como parte del toner para las maquinas de
fotocopiado, en la catdlisis de reacciones orgdnicas e inorgdnicas y en la
cerdmica. (Albert, 1997).

Cantidades menores de estos compuestos se usan en tratamiento de maderas,
lodos de perforacién, inhibidores de la corrosién, tratamiento de aguas,
cerillos.

Por otro lado el sesquiéxido de cromo es probablemente la forma mds
abundante y transportada por el aire; el cromo trivalente es producido por la
industria metaldrgica.

El cromo hexavalente se origina dnicamente por la produccién de cromatos y
dicromatos por la industria quimica y es transportado por el aire (Kerger et
al., 1997).

3.7 Fuentes ambientales de exposicién

El cromo, en sus formas (ITII) y (VI), entra principalmente al ambiente a partir
de fuentes estacionarias. Aproximadamente el 64% del total de las emisiones
atmosféricas de cromo en Estados Unidos es cromo (III) que procede de la
producciéon de acero y de la combustion —-comercial e industrial- de diversos
combustibles, mientras que cerca del 32% es cromo (VI) que provienen de la
fabricacién de productos quimicos, de las actividades de cromado y de las
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torres de enfriamiento en las que se usan cromatos como inhibidores de la
corrosién (Albert, 1997).

En el mismo pais la EPA (Aibert, 1997) calculé en fechas recientes, que cada
afio se emiten a la atmdsfera 2840 toneladas métricas de cromo total, en
contraste con 110 mil toneladas de cromo metdlico que se producen
anualmente en EUA.

Para la poblacién en general, las principales fuentes de exposicion ambiental al
cromo son el aire, el agua de bebida y los alimentos que contienen este metal
(Albert, 1997).

Aire

Usualmente, los niveles naturales de concentracién de cromo en aire son bajos.
Por ejemplo, la concentracion de cromo total -suma de cromo (III) y cromo
(VI)- en aire en zonas no industriales, generalmente es menor de 0.1 mg/m?
(Albert, 1997).

Agua

Normalmente, las concentraciones de cromo total en el agua de bebida son
inferiores a 2pg/L (2ppb) (Albert, 1997). Sin embargo, el agua de pozos puede
tener concentraciones mayores si estd contaminada con cromo (VI) de fuentes
industriales o si la zona tiene depésitos importantes de minerales de cromo.
Los efluentes de industrias que utilizan cromo, como las de cromado, curtido,
proteccién de maderas, textiles, etc.,, también pueden aportar cantidades
relativamente elevadas de cromo a los cuerpos de aguas superficiales. Cuando
no se tratan adecuadamente los desechos sdlidos de las industrias que
procesan o emplean cromo, pueden ser fuentes importantes de contaminacién
para los mantos fredticos, en los que el cromo puede permanecer por largo
tiempo. En Estados Unidos, el agua entubada contiene de 0.4 a 8 ;g Cr/L. En
el valle de Ledn, Guanajuato se han reportado altas concentraciones alrededor
de (50 mg/l) debido a la inadecuada eliminacién de los desechos industriales
por las fdbricas y en el sur del Valle se encuentran bajas concentraciones (0.05
mg/| ) de cromo hexavalente (Armienta et al., 1996).

En teoria, el cromo (VI) puede persistir en este estado en aguas con bajo
contenido de materia orgdnica, mientras que, al pH natural de las aguas, cromo
(ITI) formard compuestos insolubles, a menos que se formen complejos. Se
desconoce la proporcién relativa de cromo (ITI) y cromo(VI) en las aguas
(Albert L. 1997).
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Alimentos

El cromo (ITT) se encuentra de manera natural en muchos vegetales frescos,
frutas, levaduras, granos y carne. Por esta causa, la ingestion de alimentos es,
usualmente, la principal via de exposicién al metal para la poblaciéon general.
Algunos métodos de procesar, almacenar y preparar los alimentos pueden
modificar su contenido de cromo, por ejemplo, los alimentos dcidos que entren
en contacto con latas o utensilios de acero inoxidable pueden llegar a tener
cantidades elevadas de cromo, debido a que se pueden disolver y pasar al
alimento el que estad presente en el acero.

3.8 Toxicidad en Humanos

El cromo es considerado como un elemento esencial, la deficiencia de este
dafia el metabolismo de la glucosa produciendo hiperglicemia, elevacién en los
niveles de colesterol y de triglicéridos, trastornos en la fertilidad, pérdida de
peso, disfuncién del sistema nervioso, dafio al metabolismo de proteinas y
carbohidratos, crecimiento disfuncional y decremento en la actividad de
fosfoglucomutasa (Albert, 1997. Fishbein, 1987). un exceso en su consumo
también implica diversas complicaciones. A continuacién se citan varios
ejemplos: el cromato puede inhibir a numerosas enzimas, el cromo trivalente
es una sal que es deficientemente absorbida alrededor del tracto
gastrointestinal y respiratorio porque no puede cruzar fdcilmente las
membranas, el efecto mds agudo por un exceso de ingestion es la necrosis
renal tubular, mientras que cuando la exposicién es por vias respiratorias,
ademds de minimizar el sentido del gusto y el olfato, induce llceras en la
cavidades nasales (Kerger et al., 1997).

El cromo hexavalente puede ser absorbido por via oral y a través de la ruta
pulmonar y probablemente también por la piel formando complejos después
de ser absorbido. Una vez en el interior celular es reducido a la forma
trivalente, la cual es probablemente la unica forma biolégicamente activa. La
dermatitis en la piel es el resultado de la precipitacion de cromo con las
proteinas probablemente como resultado de exposiciones ocupacionales,
contaminacién del aire provocando graves tlceras, inflamacién de la membrana
nasal, en casos extremos hay perforacién de tabique nasal (O'Flaherty, 1993,
1994; Anderson, 1996).

Estudios epidemiolégicos muestran que las sales de cromo (generalmente las
que son solubles) son carcinogénicas (Kerger et al., 1997). Se han reportado
cdncer de pulmdn fibrosis, asma bronquial, y congestién pulmonar seguida de un
edema en trabajadores que han estado expuestos a pigmentos con cromatos
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por industrias cercanas ya que estos agentes quimicos pueden ser
transportados por el aire acondicionado (Kerger et al., 1997). La erosién de
los dientes es posible por dos factores la corrosién natural y por cromo VI, la
forma trivalente no irrita los tejidos ni erosiona los dientes.

3.9 Toxicidad en animales

El cromo VI causa dafios a DNA y a una variedad de células /in vitro y en
sistemas in vivos. Se ha reportado que el cromo III produce mutagenicidad en
sistemas bacterianos (Kerger et al., 1997).

Los cromatos y dicromatos han demostrado efectos teratogénicos y
carcinogénicos en animales de laboratorio (Kerger et al., 1997). En particular,
la toxicidad del! dicromato de potasio varia dependiendo de la especie, la
magnitud y el tiempo de exposicién. En la tabla TII se resumen diferentes
efectos del dicromato de potasio en distintos organismos.

Tabla Il Actividad genotéxica inducida por ¢l dicromato de Potasio en diferentes
sistemas biolégicos.

Organismo Alteracién Genética (Fishbein, L et al 1987).

Vicia faba Microniicleos y aberraciones mitéticas (Fishbein, L et al 1987).

Escherichia coli Mutaciones y baja fidelidad reproductiva (Fishbein, L et al 1987).

Saccharomyces

cerevisioe Recombinacién mitética (Fishbein, L et al 1987).

Camarones Alteraciones en DNA (Fishbein, L et al 1987).

Carassius auratus

gibelo Micronticleos (Al-Sabti et al., 1994).

Boeophthalmus

dussumieri Aberraciones cromosomicas (Krishnaja and reqge 1982).

Células de | Mutaciones, aberraciones cromosomicas, intercambio de cromdtidas

mamifero "in{ hermanas, alteraciones en la replicacién y reparaciéon del! DNA,

vitro rompimientos de cadena y entrecruzamientos. (Fishbein, L et al 1987).

Ratas “in vivo® Microniicleos y aberraciones cromosémicas (Fishbein, L et al 1987).

Humanos "in vivo® | Aberraciones cromosémicas, intercambio de cromdtidas hermanas y
micronticleos (Fishbein, L et al 1987).

3.9.1 Farmacocinética del Cromo (VI)

La concentracién total de cromo en eritrocitos humanos (RBCs), es uno de
los biomarcadores mds especificos después de una exposicién. El crome
hexavalente es un componente que entra a la corriente sangifi=m~= ==
transportado dentro de los eritrocitos, por los canales de anién sulfa*ro
(Costa, et al., 1993). Una vez en el interior de los eritrocitos, el cromo
(VI) es rdpidamente reducido a intermediarios inestables de corta vida, los
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cuales se ligan a hemoglobulinas y otras proteinas intracelulares (Gray y
Sterling, 1950; Lewaliter et al., 1985; Ottenwaelder y Wiegand, 1988:
Wiegand et al.,, 1988; Coogan et al., 1991; Miksche et al., 1994), el resultado
es una alta concentracion de cromo en la sangre por la acumulacion después de
varias semanas.

Cabe mencionar que el cromo no solo es reducido en la sangre, en cualquier
célula donde existan donadores de electrones disponibles como (el dcido
ascérbico, el glutation reducido, cisteinas, peréxido de hidrégeno, flavoenzimas
como la glutatién reductasa u otras moléculas siempre y cuando sean ricas en
electrones) ya que por cada dtomo de cromo reducido se necesitan tres
electrones (Fishbein, et al.,, 1987), y sistemas de transporte de electrones
como el del citocromo P-450, aunque el sitio de mayor reduccidn es la
mitocondria (Fishbein, et al., 1987). Sugiyama, 1991). Estudios con animales
han demostrado una concentracién elevada en eritrocitos después de una
exposicién intravenosa o intratraqueal de Cr (VI).

El cromo (VI) en contraste con el cromo (ITII) puede llegar a asociarse con
los glébulos rojos y el plasma de una manera mds rdpida e irreversible
(Gray y Sterling, 1950: Wiegand et al., 1988). La distribucidn y excrecién
depende de las formas quimicas, la administracion y el organismo: cabe
mencionar que su reduccion puede ser mds rdpida debido a sustratos con un
pH bajo como son amino dcidos, glutation, ascorbato, citrato y por la
presencia de ciertos metales. Los tejidos o fluidos corporales por ejemplo
los jugos gdstricos del estémago tienen una alta capacidad de reducir el Cr
VI, la saliva, bacterias gastrointestinales y el plasma sanguineo también
cumplen con estas funciones.

Después que el cromo (VI) es rdpidamente reducido de manera endégena o a
Cr III (De Flora et al.,, 1987: De Flora y Wetterhahn, 1989) tendria dos
mecanismos de accidon, el primero implica que el cromo afecta directamente al
DNA y el segundo a través de los radicales libres que se producen durante su
reduccién. ( Fisbein et al.,, 1987: Suagden, D. 1992; Sugiyama, 1991; De la
Sienra, 2001) (Figura IV).
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: Aberraciones cromosémicas

Figura 4 Reduccion de Cr (V1) a Cr (111) (De Flora et al., 1987).

Del primer mecanismo no se tiene informacién suficiente, pero existen datos
que afirman que el Cr IIT es la forma causante del dafio al DNA y que lo
produce interactuando directamente con la secuencia de nucleétidos (Galvdn,
1988:; Costa et al., 1992; Sugiyama, 1991; Wedrychowski, et al., 1985)

El segundo mecanismo se explica porque cualquier compuesto que sirva como
donador de electrones tiene el potencial de generar radicales libres como el
hidroxil o el glutationil, y tienen la capacidad de dafiar al DNA rompiendo el
enlace fosfodiester al extraer un protén del C-4 de la desoxirribosa haciendo
que el anillo se colapse, también se pueden inducir las bases generando
mutaciones. Para que los radicales induzcan dafio deben interactuar con el DNA
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y a través de una interaccién electrostdtica o intercalandose por las bases
(Sugden, 1992: Sugiyama, 1991). Ademds de estos efectos genotdxicos
tambien se ha mencionado que el Cr (VI) puede inhibir enzimas vitales (Sugden,
1992; Sugiyama, 1991).

3.9.2 Efectos del Cromo VI en algunos iones dependientes de ATPasas en
Branquias.

Los efectos subletales del cromo VI fueron directamente relacionados con la
inhibicidn de varios procesos como el bloqueo del sistema de transporte activo
del epitelio branquial, células clorhidricas etc. (Nath y Kumar, 1987).

En peces se ha comprobado que el cromo puede causar dafio renal ya que se
pierde la habilidad osmoregulatoria y respiratoria (Artillo y Melodio, 1988). Los
metales pesados dificultan el transporte de iones en varios sistemas
importantes de osmoregulacion de los teledésteos (Olson,1973) dafiando algunos
érganos como branquias, cerebro y rifiones. Las ATPasas dependientes de iones
de las membranas son enzimas responsables del transporte de estas especies a
través de las membranas, lo que regula el volumen celular, la presién osmética y
la permeabilidad de la misma (Kundu et al., 1992, 1995). En branquias la
inhibicion de estas enzimas depende de la dosis y duracion de la exposicion.

4_- Toxicologia Acudtica

Debido a la dindmica hidroldgica y edlica del agua, una gran cantidad de
compuestos téxicos y antropogénicos llegan a los ecosistemas acudticos, donde
son absorbidos, acumulados, biotransformados por procesos biolégicos y/o
quimicos. Los xenobidticos (Toda sustancia extrafia que actia en el cuerpo de
un hombre o animal, incluyendo sustancias benignas o dafinas; excluye
vitaminas y hormonas) disueltos o dispersos en el agua son introducidos a los
organismos acudticos a través de las branquias, la piel y/o el tracto digestivo.
Una vez dentro del organismo, estas sustancias téxicas interactian en diversos
procesos fisiolégicos y rutas bioquimicas. La importancia de las alteraciones o
dafios causados depende de las propiedades quimicas de cada xenobidtico, que
podrd ser degradado, biotransformado y/o acumulado por el propio organismo o
a través de las cadenas tréficas del ecosistema acudtico (Walker et al., 1996).
El estudio y el conocimiento de la biodisponibilidad y las biotransformaciones
de los contaminantes en los componentes de las cadenas alimentarias acudticas
pueden ser de gran utilidad para establecer los riesgos que estas sustancias
representan para los organismos acudticos y el publico consumidor de los
productos provenientes de los cuerpos de agua. Se trata de una ciencia en

24



pleno desarrollo que resulta de enorme importancia para nuestro pais ya que
cuenta con una gran variedad de riqueza acudtica pero es amenazada con
grandes cantidades de contaminantes (Walker et al., 1996).

La toxicologia acudtica tiene tres funciones bdsicas: (1) examinar la naturaleza
adversa de los efectos producidos por agentes quimicos, (2) valorar la
probabilidad de ocurrencia y (3) monitorear, evaluar y cuantificar el riesgo de
la exposicidon de agentes quimicos en cuerpos de agua.

4.1 Categorias de Toxicidad

Los Toxicdlogos han clasificado a los agentes quimicos en pequefias
categorias, generalmente separan respuestas adversas por duracién de
efectos temporales:

A) Toxicidad aguda: Generalmente se observa un ataque por un periodo
corto de tiempo (puede tener efectos reversibles).

B) Toxicidad crénica: Sefialada por una larga duracién o permanente,
constante o continua (puede tener efectos permanentes o irreversibles)
(Petrocelli, 1985).

La concentracién o dosis adquirida por un organismo dependerd de

numerosos factores como: las propiedades fisicoquimicas del xenobidtico,

la ruta de exposicion, la fisiologia y bioquimica de cada organismo.

Pueden existir varias rutas de exposicién, ya que los agentes quimicos

disueltos en el agua pueden ingresar por las branquias, la piel, por el

tracto gastrointestinal, etc. Asimismo la toxicidad puede distinguirse por
los sitios de accién:
» Toxicidad local: Ocurre en el sitio de accion o de exposicién
entre el téxico y el sistema bioldgico
> Toxicidad sistémica: Requiere la absorcién del agente téxico y que
mediante su distribucion en la corriente sanguinea llegue a un
drgano(s), susceptible(s) o sitio de accién (Petrocelli, 1985)..
Las sustancias quimicas que se encuentran en los sedimentos pueden ser
absorbidas por contacto dérmico directo, ingestion y absorcién por el tracto
gastrointestinal. La relativa importancia de cada ruta de entrada varia con las
propiedades infrinsecas del xenobiético y también de la probabilidad de que
el agente quimico sea degradado en el medio acudtico y biotransformado por
organismo de bajos niveles tréficos (Petrocelli, 1985).
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5.~ Biomonitores
Las especies utilizadas en estudios de toxicologia acudtica se denominan
organismos biomonitores. Son sistemas bioldgicos capaces de proporcionar
informacién sobre las condiciones del ecosistema, (Butterwort et al., 1995;
Landis et al., 1995) Nos indican efectos bioldgicos mds que cantidades reales
del contaminante. Las caracteristicas con las que se deben cumplir para ser
organismos biomonitores son:

1. Fdciles de colectar e identificar.

2. Que su edad y sexo sean fdciles de determinar en cualquier época.

3. Optimos para el trabajo de laboratorio

4. Sedentarios en la mayoria de su ciclo de vida (se establecen en un sito
determinado para el resto de su vida).
Sensibles al téxico.
. De tamafio conveniente (Butterwort et al., 1995; Landis et al., 1995).
Los organismos biomonitores que habitan de manera natural en el ecosistema a
evaluar, sirven como indicadores del potencial del agente contaminante en su
propio hdbitat ya que estdn representando a la poblacién natural y también
tienen una amplia distribucidén y abundancia y nos permite realizar monitoreos
in situ.
Los peces, crustdceos y moluscos son los vectores mds importantes que
trasladan los contaminantes a fos humanos. Por ejemplo peces marinos y
mariscos son grandes fuentes de proteinas en muchas ciudades. La
contaminacion de estas especies con altas concentraciones de Metil mercurio
(WHO, 1990) provocé dafio cromosdmico en los linfocitos de personas que
consumieron el pescado contaminado (Skerfving et al., 1974).
Dada su importancia, una gran variedad de ensayos /n vitro como in vivo con
peces han sido usados como modelos de sistemas toxicolégicos y bioquimicos
(Powers, 1989).
Los peces responden a los agentes téxicos de una manera similar a los
vertebrados superiores, los cuales han sido utilizados para evaluar los
efectos teratogénicos y carcinogénicos. También se han observado
respuestas similares en hepatocitos con respecto a la induccién de la
proliferacién de peroxisomas (Yang, et al., 1990) al dafio oxidativo (Washburn
y di Giullio, 1989), y a la del citocromo P-450 monoxigenasa hepdtico que
metaboliza de una manera andloga a los mamiferos (Stegeman y Lench, 1991).
Por ejemplo, la presencia de altas concentraciones de contaminantes
carcinogénicos como los hidrocarburos aromdticos policiclicos (PAHSs, por sus
siglas en inglés) han sido asociados a una elevada prevalencia de tumores en

o u
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peces que se encuentran en contacto con el sedimento (Harshbarger y Clark
1990).

El ensayo de MN fue originalmente desarrollado con una gran variedad de
especies de mamiferos: aplicada a los tejidos de peces nos permite estudiar la
presencia de agentes genotéxicos en el medio acudtico, lo cual previene el
riesgo directo e indirecto en humanos (Al-Sabti, 1994). Los eritrocitos de
peces son nucleados, por lo tanto los MN pueden ser cuantificados fdcilmente y
asi medir la actividad clastogénica, varios estudios muestran que después de
varias exposiciones de diferentes contaminantes hay una alta incidencia de
MN en eritrocitos periféricos. Pueden observarse en una gran variedad de
tejidos siempre y cuando sean tejidos altamente proliferativos como: el tejido
hematopoyético (linfocitos de sangre periférica y eritrocitos), tejido nasal,
bucal y epitelial. (Hofman y de Raat, 1982; Al-Sabti, 1986°, B: Das y Nanda,
1986: Hose et al., 1987: Metcalfe, 1988; Al-Sabti y Harshbarger 1990; Al
Sabti, 1991; Hughes y Hebert, 1991 Ueda et al., 1992; Shultz et al., 1993; Al-
Sabti et al.,, 1993; Al-Sabti, 1994), por lo que nos permite estudiar eventos
relevantes en los procesos carcinogénicos (Schmid, 1975; Land et al., 1983).

6 Biomarcadores

Los efectos tdxicos también se conocen como biomarcadores o indicadores
biolégicos. En 1980 nace este nuevo campo el cual se empieza a utilizar para
evaluar los efectos a la salud, por exposiciones a agentes potenciaimente
nocivos.

Los marcadores biolégicos son sefiales o indicadores de cambios que ocurren en
el organismo a consecuencia de una exposicién a agentes téxicos que permiten
detectar los efectos que ocurren entre la exposicién a un xenobiotico y la
enfermedad resultante (NRC, 1989, 1992; Klassen y Eaton, 1991).

La magnitud de la alteracion que produce la exposicién a sustancias tdéxicas
dependerd de la naturaleza del compuesto, de la dosis de exposicién y la
funcién que desempefie(n) en el organismo el (los) 6rganos blancos o tejidos
afectados (NRC, 1989, 1992; Kiassen y Eaton, 1991).

Los toxicélogos usan los biomarcadores para estimar la relacién dosis-efecto
y asi facilitar la valoracion del riesgo asociado a pequefias exposiciones,
aclarando los mecanismos de los agentes quimicos que inducen enfermedades.
En 1993 Smith y colaboradores clasificaron a los biomarcadores como
indicadores de exposicidon, de efecto y susceptibilidad.



6.1 Clasificacion de Biomarcadores

Biomarcadores de exposicién

La exposicién externa es la cantidad o concentracién del material xenobidtico
en el ambiente de un organismo, mientras que la dosis interna se refiere a la
cantidad de xenobiético que es transferida al organismo. La dosis
bioldgicamente efectiva es aquella que ha interactuado con un blanco celular o
tisular en donde el efecto bioldgico se inicia (Elinder et al., 1987: NRC, 1989).
Las diferencias metabdlicas entre especies y entre individuos de una misma
especie, pueden alterar drdsticamente las dosis internas de los metabolitos
reactivos. La dosis interna de un xenobidtico puede variar con la ruta de
exposicién, la especie quimica y la forma fisica.

Para hacer estimaciones cuali o cuantitativas de la exposicion mediante
marcadores biolégicos; la concentracion, la duracién, el patrén de exposicion y
la naturaleza fisicoquimica de una sustancia téxica deben ser consideradas
en la seleccién de un marcador apropiado de exposicion (Gibaldi y Perrier,
1982). Otros factores ambientales como la temperatura, pueden afectar la
exposicion cambiando la cantidad de consumo de agua y por lo tanto, de la
ingesta de los contaminantes contenidos en la misma.

En este nivel se asocian los marcadores de genotoxicidad los cuales describen
las alteraciones que sufre el DNA después de haber interactuado con el
agente téxico, sus principales etapas son:

El agente tdéxico o algunos de sus metabolitos reaccionan con el DNA.
El DNA sufre alteraciones . ) o

Se activan los procesos de reparacidn, los cuales pueden remplazar un
segmento dafiado de DNA.

e Si la alteraciéon no fue reparada a tiempo la alteracién serd heredada a
las células hijas o morird expresando la alteracién (Galvdn 1998; Landis
E., 1995).

e Cabe mencionar que aun después de las reparaciones correspondientes
en el DNA, el agente téxico puede permanecer provocando acciones
nocivas o letales como interferir en la replicacién, transcripcion o en la
propia reparacion del DNA trayendo consecuencias graves en la
reproduccién o heredando esta alteraciéon a las siguientes generaciones,
en el caso que se presentaran en células reproductivas (Eckert, 1990;
Landis, W et al., 1995)
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Biomarcadores de efecto
Son las alteraciones que sufren los sistemas bioldgicos a nivel bioquimico,
fisiolégico y genético y se utilizan para evaluar el riesgo potencial o efectivo
por la exposicién de un solo o varios agentes (NRC, 1989, 1992).
Para la investigacién en salud ambiental, los marcadores biolégicos de efecto
a un agente téxico son considerados en el contexto de su relacién con la
salud del individuo por lo que un efecto se define como:
1. Una alteracién en un tejido udrgano
2. Un evento temprano en un proceso biolégico predictivo del desarrollo
de un padecimiento.
3. Un padecimiento o una enfermedad clinicamente identificable.
4. Una respuesta periférica o paralela al desarrollo de una enfermedad,
pero correlacionado con el y por lo tanto til para predecir la
evolucién de un padecimiento (NRC, 1989, 1992).

Biomarcadores de susceptibilidad

Este marcador nos permite conocer una limitacion heredada o adquirida de la
capacidad de un organismo para responder a la exposicion de un agente
xenobidtico especifico (NCR, 1989). Algunos marcadores bioldgicos alertan
acerca de la existencia de factores individuales o poblacionales que pueden
afectar la respuesta a agentes ambientales.

La seleccion de marcadores biolégicos de exposicion pueden obtenerse
midiendo la concentracién de una sustancia téxica o sus metabolitos solos o
unidos a DNA RANA, proteinas o receptores en tejidos o fluidos corporales
y en productos de excrecidén.

El uso de marcadores puede acompafiarse del empleo de cuestionarios con el
propdsito de evaluar la duracién y magnitud de la exposicion, como son los
archivos clinicos. (NCR, 1989).

Se debe escoger o generar marcadores bioldgicos que pueden identificar los
estados iniciales de la enfermedad: y que se conviertan en herramientas
valiosas para desarrollar estrategias que prevengan la progresién de la
enfermedad, y permitan realizar un andlisis de riesgo (WHO, 1985; NCR,
1989).

Existe una gran diversidad de marcadores bioldgicos, entre los que se
encuentran los mircronicleos (MN)

Dentro del grupo de organismos seleccionados como biomonitores, se
encuentra Carassius auratus (Figura B).

A continuacidon se presentan su diagnosis y datos biolégicos.
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7 .- Carassius auratus como Biomonifor

A

Figura 5 (Tomada de: Henley et al.,1980)

7.1 Clasificaciéon

Clase: Osteichthyes

Subclase: Actinopteryagii

Orden: Cypriniformes

Suborden: Cyprinoidei

Familia: Cyprinidae

Especie: carassius auratus

Esta especie presenta variaciones morfoldgicas muy marcadas y generalmente
es utilizada como peces de ornato, ya que adquieren formas y coloraciones muy
vistosas, que son muy estimadas por los aficionados al acuarismo.

Al ser liberada en cuerpos de agua, es consumida por la poblacién rural
adquiriendo importancia como alimento.

7.2 Descripcion

El cuerpo es alargado, robusto y grueso con un promedio de longitud total de
127 a 254 mm, con presencia de barbillas en la mandibula inferior: el pedinculo
caudal es grueso y. corto: con una altura del cuerpo de 28 al 34% de la longitud
total.

La cabeza tiene forma triangular y una longitud del 24.1 al 26.4% de la longitud
total. Los ojos tienen un tamafio moderado y su didmetro es de 19.0 a 31.8% de
la longitud de la cabeza; la distancia interorbital va de 35.7 a 42.8% de la
longitud de la cabeza y la boca es relativamente pequefia y protusible.

7.3 Anatomia Funcional de las Branquias

Tal como le sucede a otros animales, una de las necesidades fundamentales de
un pez consiste en contar con una provisién adecuada de oxigeno en los tejidos,
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de tal manera que pueda realizarse la oxidacién que le proporcione la energia
necesaria para mantener la vida. Los peces éseos muestran, en general, la
misma disposicién bdsica de sélo una abertura branquial externa, localizada a
cada lado de la cabeza y bajo un opérculo que cubre las branquias. En todos los
peces dseos los misculos mueven las bases de las hemibranquias, de tal
manera que la presién que va hacia la cavidad oral, y posiblemente también el
flujo de agua que sale de ella, es debidamente regulada (Eckert, 1997) (Figura
6)

Figura 6 Sistema Respiratorio: Cavidad bucal (Corte parasagital). Seccién
parasagital de la cavidad bucal alrededor de los arcos branquiales. 1 arcos
branquiales, 2 peseudobranquia; 3 Timo: 4 Operculo; 5 Canales
semicirculares conteniendo ampollas; 6 Crdneo; 7 retina, 8 cristalino del
ojo. (Henley, 1980) Escala: 90.2 ym

Cada filamento de la pseudobranquia tiene un soporte de varilla cartilaginosa
delgada y vasos sanguineos en su porcion medular, alrededor de la cual se
adosan capas de células pseudobranquiales y espacios sanguineos sinusoidales.
Existen cuatro arcos branquiales, en cada lado de la cabeza cada filamento
branquial ileva consigo muchas subdivisiones o lamelas que son el asiento
principal del intercambio gaseoso (Figura 7).
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Figura 7 Sistema Respiratorio: Arco Branquial (Corte sagital): (Bouins,
H&E, Bar= 90.2 gm). 1. Limite Branquial, 2 Mucosa del epitelio, 3
Membrana basal, 4 submucosa, 5 Hueso, 6 Tejido adiposo, 7 Arteriolas
branquiales eferentes, 8 Arteria branquial eferente, 9 Limela primaria,
10 Lamela secundaria. Tomada Henley,b1980) Escala: 90.2 gm

Los bordes libres de las laminillas son extremadamente delgados, ademds
estdn cubiertas por una mucosa secretadas por gldndulas mucosas que se
encuentran entre el epitelio; contienen una extensa red de vasos capilares
sostenidos en la porcion por células en columna. El niimero y tamafio relativo de
las ldminas determina el drea respiratoria de las branquias. El drea
respiratoria varia mucho de acuerdo con los hdbitos de los peces. Las lamelas
en los filamentos no tienen contacto entre si. La punta de los filamentos de los
arcos adyacentes estdn yuxtapuestos y semejan la estructura de una
coladera por donde pasa el flujo del agua (Eckert 1997) (Figura 7).
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Figura 8 Filamento Branquial: Seccién sagital alrededor del seno venoso
Seccion sagital alrededor del seno venoso 1 lamela primaria; 2 lamela
secundaria; 3 célula epitelial, 4 mucosa celular; 5 pilar de celulas; 6
laguna; 7 eritrocito entre el lumen capilar: 8 células basales
indiferenciadas; 9 seno venoso central. (Henley,1980) Escala: 90.2 ym

El flujo de agua pasa por canales semejantes a hendiduras entre las lamelas:
estos canales miden alrededor de 0.02-0.05 mm de anchoy 0.2 -1.6 mm de
largo. El aprovechamiento del oxigeno del agua respirable es mejorado no
solamente por la subdivision de los filamentos branquiales en las lamelas:
también lo incrementa la direccion de la corriente sanguinea y la circulacién del
agua. Estas circulaciones son realmente un sistema de contracorriente, donde
el gradiente de oxigeno del agua, fluyendo desde el lado oral al aboral de las
branquias, decrece a medida que la sangre en las laminillas corre desde los
vasos sanguineos aferentes de las laminillas aborales a los eferentes de las
laminillas orales.

La contracorriente de la sangre y el agua respirable mantienen un gradiente
de difusién suave en las branquias para que penetre el oxigeno y se desprenda
el diéxido de carbono en el pez (Eckert, 1997).

7.4 Tejido hematopoyético

El plasma es un liquido claro en el que se encuentra, ademds de las células
sanguineas, minerales en solucién, productos absorbidos durante la digestidn,
productos de desecho procedentes de los tejidos, secreciones especiales,
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enzimas, anticuerpos y gases disueltos. Las diferencias especificas incluyen a
las diferencias de los coeficientes de sedimentacion de las principales
proteinas del plasma. Los peces tienen bajos niveles de proteina de plasma
comparados con los vertebrados superiores. Las principales proteinas del
plasma sanguineo del pez son la albimina (que controla la presion del pez), las
globulinas (uniones hemo), la ceruloplasmia (que se liga al cobre), el fibrinégeno
(coagula la sangre) y el ioduroforino (lnico en los peces, que liga al yodo
inorgdnico.

La sangre de los peces, al igual que los demds vertebrados, consta de dos
partes: una fluida y otra sélida, la parte fluida se compone de plasma en
donde las partes sdlidas (células) estdn suspendidas y son transportadas, las
células rojas (eritrocitos) y blancas (linfocitos y leucocitos) (Eckert,
1997).

7.5 6Globulos rojos

Se han encontrado eritrocitos nucleados y de color amarillo rojizo en la sangre
de todos los peces a excepcién de tres especies pequefias del Antdrtico. Los
glébulos rojos maduro de los peces tienen forma oval, son pequefios y su
didmetro mayor queda comprendido entre las 7 micras en muchos peces.

El transporte del oxigeno en la sangre depende del compuesto de hierro, la
hemoglobina, que es el pigmento respiratorio de la sangre.

El contenido de hemoglobina, en la sangre del pez varia de acuerdo al nimero
de eritrocitos presentes (Eckert, 1997).

7.6 Formacion de la Sangre

En las primeras etapas embrioldgicas de los peces se diferencian los vasos
sanguineos y a partir de éstos, las células sanguineas. En el adulto pueden audn
ser formadas a partir de los tegumentos de los vasos sanguineos, pero
aparecen otros centros formadores de células sanguineas. Las diferentes
clases de células sanguineas se forman en el bazo donde también son
destruidas. Se ignora si otros érganos también tienen la funcién de destruir los
elementos sanguineos (Eckert, 1997).

8- Micronicleos

Los micronicleos (MN) son fragmentos cromosémicos o cromosomas completos
que no son incorporados en el nicleo hijo durante la divisién celular
apareciendo en la célula hija como niicleos secundarios pequefios, debido a un
rompimiento cromosémico o a la no disyuncion de los cromosomas por
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interferencia o mal funcionamiento del huso mitético. (Evans et al., Cols., 1959
Matter y Schimid, 1971 Heddle, 1973; Yamamoto y Kikuchi, 1980).

El ensayo de Micronicleos, detecta potencialmente agentes clastogénicos y
aneuploidogénicos. Los primeros inducen rompimientos cromosémicos mientras
que los segundos afectan la distribucién regular de los cromosomas en
mitosis. Sin embargo, el ensayo no permite caracterizar la naturaleza del tipo
de dafio nuclear inducido, cualquiera que sea el agente utilizado (Schmid,
1975). Los (MN) son fdacilmente detectados en células en interfase como
cuerpos intra citoplasmdticos libres (Hogstedt, 1984), por lo que permite
medir la frecuencia con la cual los cromosomas o fragmentos cromosémicos se
pierden en el citoplasma durante la divisién celular (Heddle, 1973; Schmid,
1975; Eastmond y Tucker, 1989). Debido a su gran confiabilidad, junto con
su gran simplicidad y rapidez, con respecto a otras pruebas citogenéticas,
esta prueba es un indicador cuantitativo de rompimiento cromosémico, la cual
ha sido validada en mds de 100 compuestos quimicos genotdxicos y/o
carcinogénicos usando varios sistemas bioldgicos como los cultivos de
fibroblastos, hepatocitos, linfocitos, mielo y eritroblastos de animales tanto /n
vive como in vitro. (Schmid, 1975: Schimid, 1976; Ma, 1979: Tatesy cols.,
1980, De kok y cols., 1985; Nassi et al., 1987).

8.1 Tipos y Formas en que se inducen los MN
Muller y Streffer (1994) propusieron 4 diferentes modelos para la formacidn
de MN, en los cuales se involucran clastogenicidad o rompimiento del DNA.

A) Fragmentos acéntricos

Son fragmentos que al carecer de un centrémero y su cinetocoro no pueden
unirse a las fibras del huso mitdtico, lo que impide que se integren al nicieo
principal y forma MN. Estos fragmentos son originados por clastogenicidad.

B) Cromosomas multicéntricos

Son cromosomas conectados en varios puntos con las fibras del huso que se
desplazan hacia polos opuestos, lo que impide el movimiento de las cromdtidas
hacia el nicleo principal, quedando fuera de éste: los cromosomas se originan
por rompimientos y reunién de fragmentos.

C) Daio al cinetocoro

El cinetocoro es necesario para que las cromdtidas se unan a las fibras del
huso, guidndose a los polos opuestos de las células hijas. Al sufrir dafio el
cinetocoro la cromdtida no puede integrarse dentro de su correspondiente
nticleo.
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D) Dafio al aparato mitético

Al dafiarse el aparato mitético se impide la distribucion normal de los
cromosomas hacia los nuevos nicleos. Estudios realizados con colcemid y
colchicina demuestran que los MN generados contienen uno o mds cinetocoros
lo que sugiere que contienen cromosomas completos lo cual representa un
evento aneuploidogénico (Muller et al., 1994).
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Justificacién

En este trabajo, se implementaron metodologias que permitan estimar el dafio
genotdéxico que causa el dicromato de potasio (K2Cr2O7) en la carpa Carasiuss
auratus 'y valorar su eficiencia como organismo biomonitor en cuerpos de agua
dulce contaminados con este metal ya que nos interesa disponer de baterias
de pruebas para evaluar la presencia de agente genotéxicos en cuerpos de
agua (debido al del desarrollo industrial y la ineficiencia de la proteccién al
ambiente) aplicada a estudios de campo.

En este trabajo se evaluaron 2 pardmetros: la genotoxicidad en el tejido
hematopoyetico y en el branquial y se determiné la concentracién de cromo en
branquias.

Hipétesis
El dicromato de potasio inducird la formacin de MN en el tejido
hematopoyético y branquial de ¢ auratus . Esta induccién estard

correlacionada con la cantidad de cromo acumulada en el tejido branquial, y con
la dosis de tratamiento.

Objetivos

General:

Con base en la informacion anterior, el presente trabajo tiene como objetivo
evaluar el dafio genotéxico inducido por dicromato de potasio en eritrocitos y
epitelio branquial de . auratos

Particulares:

1. Evaluar la induccién de MN inducida por el dicromato de potasio en
tejido hematopoyético y tejido branquial .

2. Cuantificar la concentraciéon de cromo en tejido branquial.

3. Correlacionar la induccién de Mn en tejido branquial con la
concentracién de cromo en branquias.
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Disefio Experimantal

Ver apéndice A

1_-Aclimatacion de los peces:

Las carpas Carassius auratus fueron obtenidas del criadero Eusebio
Jduregui el cual se encuentra Cuautla Morelos. Los peces se aclimataron en
peceras de fibra de vidrio, con oxigenacién constante, se mantuvieron a
temperatura ambiental entre 25 y 30° y a fotoperiodos naturales.

2.- Tratamientos de los peces

Se utilizaron cuatro peceras, en las cuales se vertié dicromato de Potasio
Kz2Cr,07 (Sigma, St. Louis, MO) a concentraciones finales de (0, 25, 50 y 100
ng/ml), cada pecera contenia 10 carpas, 5 carpas de cada pecera fueron
sacrificadas los tres primeros dias y las 5 restantes hasta el séptimo dia para
(este protocolo se tomo de Al-Sabti, 1986b). Las branquias destinadas a el
ensayo de MN se fijaron y tifieron para poder ser analizadas al microscopio.
Para medir la concentracion de cromo, las branquias fueron guardadas en
nitrégeno liquido despues de sacrificar al organismo.

Las carpas se alimentaron con comida para peces rica en proteinas. (Figura 9).
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Extraccién de Tejido Se sacrificaron 5 Ext Sn de Telido '
hematopoyetico y corpas de cada { racci elido Bronguial ]
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Figura 9. Disefio experimental empleado para la ewvaluacién del efecto genotéxico del
dicromato.
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3.- Obtencion de sangre y células branquiales

Se quité el opérculo y se corté cada arco branquial, separando con cuidado
cada Idmina de las branquias procurando que no tuvieran tejido cartilaginoso.
Se extrajeron muestras de sangre de cada carpa, en las que se realizaron
frotis en portaobjetos limpios.

Tratamiento de las muestras

1_- Determinacion de (MN) en branquias y eritrocitos.

Las ldminas branquiales se colocaron en vidrios de reloj en unas gotas de
acetato de sodio al 1%. Se cortaron finamente hasta disgregarlas en una
suspensidon celular . Se tomd la suspensién celular con una pipeta Pasteur y se
colocé en tubos cdnicos conteniendo un volumen equivalente de fijador
(metanol:dcido acético glacial, 3:1), para su centrifugacién por 5 minutos (1000
rpm.), Después de la centrifugacién se extrajo el sobrenadante, para agregar
mds fijador. Las células se resupendieron para evitar la formacién de
agregados y se volvieron a centrifugar para realizar un dltimo lavado. La
pastilla celular se resuspende en fijador fresco y se depositan unas gotas en
portaobjetos limpios. Se controla la calidad de las preparaciones en un
microscopio. Los portacbjetos conteniendo el material branquial se dejaron
secar al aire por 24 hr. Después de este tiempo se procedid a tefir las
preparaciones mediante la tincion de Feulgen (1914). Este proceso consistié en
hidrolizar cada laminilla con dcido clorhidrico 1 N a temperatura ambiente por
5 min, luego a 60° C por 10 min, se lavé con agua destilada durante 5 miny se
traté con el reactivo de Schiff durante 1 hr, se enjuagé con agua corriente y
se contratific con verde rdpido por 10 s, para finalmente lavar con agua
corriente y secar al aire.

Los frotis de sangre se fijaron en metanol por 5 minutos y se dejaron secar al
aire. Posteriormente se tifieron con el colorante de Wright de 1 a 3 minutos y
se diferenciaron en una solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.5 por 10
minutos y se lavaron con agua corriente para de jar secar al aire.

Determinacion de la concentraciéon de cromo en branquias

El homogenado branquial fue digerido con 4 ml de perdéxido de hidrégeno al
50% y 4 ml de dcido nitrico concentrado para degradar todas las particulas
orgdnicas. Las muestras se colocaron en una parrilla (500°C) hasta
evaporacién. Después el residuo inorgdnico se disolvié en 2 ml. de dcido
clorhidrico al 1.5%, se aforé a 10 ml.con el mismo dcido y cada solucidn se filtré
y se congeld a -20°C hasta su determinacién en un espectrométro de absorcidn
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atémica (IL 257, 0.05ppm) mediante el uso de una flama de dxido nitroso-
acetileno y a una longitud de onda de A= 357.9 nm. Estas determinaciones se
realizaron en el Laboratorio de Quimica Analitica del Instituto de Geofisica
bajo la supervisién de la Dra. Maria Aurora Armienta Herndndez.
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Andlisis de la frecuencia de Mn

Se analizaron 3000 células de cada lamina de tejido branquial y
hematopoyético y se calculéd la frecuencia de células micronucleadas
multiplicada por 1000 células.

Andlisis estadistico de los datos

Una vez revelados los cédigos, se obtuvieron promedios, desviaciones
estdndars y errores estdndares de los datos colectados a 3 y 7 dias para cada
concentracién. Para realizar el andlisis de varianza mediante una prueba
paramétrica, se hizo una transformacién de raiz cuadrada a los datos
originales, mediante el programa Sigma Stat (1955). El nivel de significancia se
situé en p<0.05, cuando se observaron diferencias significativas se realizé una
prueba post hoc de Dunnett (1955).

42



Resultados

Todos los peces llegaron vivos y aparentemente sanos al término de la
exposicidn.

Eritrocitos

Se observé una tendencia a incrementar la proporcion de células
micronucleadas en las concentraciones mds altas de 50 ng/ml y 100 ng/ml
(Tabla IV) sélo en los organismos examinados después de 3 dias de
tratamiento. En los organismos sacrificados a los 7 dias la tendencia de Mn fue
atin menor. No se observaron los efectos genotéxicos esperados del Cr (VI) en
los eritrocitos. ||

Tabla IV Frecuencia de Mn inducida por Cr (V1) cn tejido hematopoyético de Carassius auratus.

Frecuencia de MN / 1000
CONCENTRACION 3 Dias 7 Dias
Cr (VI) ng/mi PROMEDIO ¢+ “ee PROMEDIO : ee
o] 0+0 00
25 0+ 0 0.2 =+ 0.08
50 0.260+ 0.123 0.06: O
100 0.328+ 0.246 0=0

<+ ee: error estdandar

Tejido Branquial

A diferencia de lo observado en los eritrocitos, en el tejido branquial hubo una
clara induccién de genotoxicidad a los tres dias en los 3 2, figura 1). La
frecuencia de MN en los las branquias de los organismos tratados tratamientos
(tabla prdcticamente se triplicé. El andlisis de varianza y la prueba pos? hoc de
Dunnett demostraron que los tres grupos experimentales difirieron
significativamente del testigo. A los siete dias, hubo una ligera induccién pero
las diferencias no fueron significativas (tabla V y Figura 10 y 11).

Tabla V Frecuencia de MN en tejido Branquial

Frecuencia de MN /7 1000
3 Dias 7 dias
CONCENTRACION Promediotee Promediozee
Cr (VI) ng/ml

o] 0.331 £+ 0.170 0.493 + 0.392

25 1.168 + Q.175* 0.917 »+ 0137

50 0.893 + 0.370" 0.61 + 0.27

100 1.36 + 0.814" 0.814 + 0.35

“*ANOVA de una sola via p=0.0252, prueba de Dunnett p<0.05.
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Figura 10. Frecuencia de Mn en tejido branguial a los 3 dias de cxposicion
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Figura 11 Frecuencia de Mn cn tejido branquial a los 7 dias de exposicion



Concentracion de Cr (VI) en tejido branquial

La cantidad de cromo detectado en

las branquias aumenté de manera

proporcional a la concentracién de la exposicién, sin embargo no encontramos
una correlacién positiva entre este biomarcador y la presencia de MN en
ninguno de los dos tiempos de tratamiento. (Tabla VI) En los organismos
sacrificados después de 3 dias de exposicién si observamos una correlacién
positiva entre la cantidad de cromo en el agua y la frecuencia de Mn en el
tejido branquial (r=0.5536, p=0.0212).

(Tabla VI) Concentracion de Cr (V1) en tejido branquial

Cr (VI) ng/ml 3 dias 7 dias
Promedio + ee Promediotee
(o] 569.94 + 474.154 391 + 139.143
25 566.71 + 360.539 455 62 + 42 542
50 638.28 + 241 507 239.05 + 72.435
100 947 .30 + 476.348 562.73 + 115, 192
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Discusidon

La contaminacién acudtica por la disposicién inadecuada de desechos sdlidos,
por sus lixiviados o por la contribucién de los efluentes de industrias que no
poseen sistemas de tratamientos de agua, es una realidad que se presenta
tanto en paises industrializados como no industrializados.

El biomonitoreo del agua es una estrategia que nos permite conocer la
biodisponibilidad de estos contaminantes asi como sus efectos. L.os peces son
habitantes naturales de los ecosistemas acudtficos y pueden servir como
modelos experimentales para el biomonitoreo. La determinacion de efectos
genotéxicos en estas especies constituye una indicacion de efectos severos
sobre esta y otras especies, asi como para el hombre.

El ensayo de MN es un sistema ideal para monitorear la presencia de
genotéxicos en el agua. El tejido hematopoyético y el branquial pueden
utilizarse en esta metodologia. El primero es mds cominmente usado porque se
pueden tomar muestras repetidas y no requiere del sacrificio del animal como
ocurre cuando se utiliza el tejido branquial. Sin embargo, de acuerdo a
nuestros resultados y a similares estudios realizados por otros grupos la
sensibilidad de ambos tejidos no es igual.

Los resultados mostraron que el tejido branquial es mds sensible a la induccién
de MN por el dicromato de potasio que los eritrocitos, esto se puede deber a
que el cromo se incorpora inicialmente a las células branquiales donde es
reducido a cromo (ITTI) de manera enddgena, que es la forma que interactia
con el ADN (De Flora, et al., 1987; De Flora y Wetterhahn, 1989: Kerger et al.,
1996). El Cromo hexavalente en contraste con el cromo trivalente puede
liegar a asociarse con los gldbulos rojos y el plasma de una manera mds rdpida e
irreversible, pero en su forma reducida ya no puede entrar a los tejidos por su
baja solubilidad, lo cual podria explicar que no haya una induccién significativa
de Mn en sangre, si el compuesto fue metabolizado en branquias y no llega o lo
hace en cantidades reducidas a los tejidos hematopoyéticos (Gray y Sterking,
1950; Wiegand et al.,, 1988). Efectos similares han sido observados por
Hayashi et al.,, (1998) quienes pudieron demostraron efectos genotéxicos en
las branquias de especies del mismo género, a concentraciones mds bajas que
las necesarias para inducir MN en los eritrocitos.

Las branquias constituyen probablemente el érgano inicial de exposicién para
substancias disueltas en el agua, por ello estdn expuestas mds directamente a
cantidades mucho mayores de téxicos que los pulmones de un animal terrestre
(Hayashi et al 1998). Ello, porque constituyen no sélo un 6rgano respiratorio,
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sino que también cumplen funciones de osmorregulacion, caracteristicas que
facilitan la absorcién de sustancias ya que se comportan de manera similar a las
que se presentan en los epitelio de los érganos de intercambio y absorcion de
los animales terrestres.

La mayor induccién de MN se observé al tercer y no al séptimo dia, es
importante recordar que el Cr (VI) se agregé al inicio del experimento, por lo
que es probable que el incremento de muchas sustancias orgdnicas como el
excremento o las particulas de comida ayudaran a una reduccién mds rdpida del
Cr VI a Cr IITI, ya que la forma hexavalente sélo puede persistir en este
estado en aguas con bajo contenido de materia orgdnica (Al Sabti, 1994). Cabe
mencionar que el Cr (VI) es 300 veces mds soluble que el Cr(ITT) (Armienta
2001), disminuyendo su biodisponibilidad y su absorcién (Albert ., 1997) cuando
se reduce.

Lo anterior podria explicar el hecho de que la cantidad de cromo acumulada en
las branquias al séptimo dia es menor que la determinada al tercer dia como lo
muestra la tabla VI. Ello también nos podria explicar el que no observdramos
una induccién significativa de MN en las branquias de los organismos
sacrificados al final del experimento.

Por otro lado, la acumulacién de cromo en branquias no aumenté
significativamente en los peces expuestos a ninguna de las tres
concentraciones esto se puedo deber a  factores relacionados con la
metodologia ya que las concentraciones mds bajas de O y 25 ng/ml se
encontraron por debajo del limite de deteccién del espectrofotémetro de
absorcién atémica, mientras que las concentraciones de 50 ng/ml y 100 ng/ml
estdn en el limite de deteccion del sistema. También es probable que parte del
metal se perdiera en el momento de descongelar las muestras o que la
digestion del tejido branquial para extraer el metal no fue suficiente.
Consideramos que estos hechos enfatizan la sensibilidad de nuestro sistema
biolégico para detectar la presencia de un agente genotdéxico. Nuestro
biomarcador de efecto resulté de una sensibilidad mayor que la determinacién
analitica, ya que obtuvimos una induccién significativa de MN y se encontré
una correlacion positiva entre las concentraciénes empleadas y la frecuencia de
MN en las branquias de los organismos sacrificados al tercer dia de exposicidn
(r=0.55, p=0.02). Los peces expuestos a niveles mds elevados de dicromato
fueron los que mayor dafio genotéxico presentaron, como era nuestra hipdtesis.
Por otro lado, y también de acuerdo a la frecuencia de MN observada en las
branquias de los organismos sacrificados al final del experimento, se sugiere
que hubo una disminucidn en la biodisponibilidad del dicromato por su reduccién

47



a Cr (III) en las peceras. Otra posibilidad es que los organismos pudieron
haber metabolizado el dicromato excretdndolo y de esa manera reduciendo su
exposicién. Solis (2002) observé alteraciones en la vesicula biliar de los peces
tratados con cromo y dado que este drgano secreta cromo, ello seria una
indicacién de que el dicromato fue absorbido para posteriormente ser
excretado por los peces.

El ensayo de MN se puede adaptar fdcilmente a tejidos en proliferacion como
ocurre con el tejido branquial, conviertiéndola en una metodologia fdcil de
implementar en condiciones de campo. Ademds es una prueba de bajo costo,
que no requiere de equipos caros en el laboratorio, convirtiéndola en un ensayo
ideal para monitorear la presencia de agentes genotdxicos en cuerpos de agua,
cuya acumulacidn en la cadena alimenticia puede tener efectos deletéreos en el
ecosistema y en la salud humana. Otras especies de peces, renacuajos e
invertebrados (De la Sienra, 2001) pueden utilizarse como indicadores o
centinelas, mediante esta metodologia. Aunque la determinacién de la presencia
de cromo en los tejidos requiere de contar con equipo mds sofisticado como es
un espectrofotémetro de absorcién atémica.

Este trabajo nos permitié implementar una metodologia para el monitoreo
ambiental de agentes genotdxicos que se encuentran en el ambiente acudtico
que permite contar con una informacién relevante antes de realizar
determinaciones quimicas mds especificas de los agentes presentes en el sitio
contaminado.
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Conclusiones

~
»~

Y

Carassius auralus es un organismo que cumple con las caracteristicas de
organismo biomonitor antes mencionadas y puedes ser empleado como
organismo biomonitor.

Concentraciones de 25, 50 y 100 ng/ml de dicromato de potasio
indujeron Mn en las branquias de C. auratus sacrificadas a los 3 dias de
exposicién, mientras que a los 7 dias se observé una reduccién de la
genotoxicidad en este tejido.

La reduccién de la genotoxicidad pudo deberse a una disminucién en la
biodisponibilidad del dicromato ya que la sal se administré una sola vez y
al inicio del experimento.

No observamos un efecto genotéxico similar en eritrocitos en ninguno de
los dos tiempos de exposicién analizados, por lo que este tejido resulta
tener una menor sensibilidad.

Se detecté una tendencia a la incorporacién de cromo en las branquias
pero esta presencia no fue significativamente mayor en los organismos
tratados que en los testigos y su presencia tampoco correlacioné de
manera linreal ni con la concentracién ni con la genotoxicidad.
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Apéndice A

A) Equipo y Material

Balanza analitica.

Bafio de agua.

Centrifuga.

Contador.

Estilete.

Koplin.

Microscopio.

Pinzas.

Pipetas Pasteur.

Porta y cubreob jetos.

Reloj.

Termometro.

Tijeras de preferencia chicas.
Tubos de centrifugacién de 15ml.

Vidrios de reloj o recipiente similar.

B) Material bioldgico
40 Carpas carassius auratus, con una longitud promedio de 12.7 a 25.4 cm y
un peso promedio de 33.3 gramos.

C) Reactivos

Acido Acético 25%.

Acido clorhidrico 1N.

Carbdn activado.

Citrato de sodio.

Etanol.

Fosfato dibdsico de Sodio.
Fosfato monobdsico de potasio.
Fucsina bdsica (SIGMA) CAS.

Metabisulfito de sodio o potasio de Bisulfito de sodio anhidro.

Metanol 75%.
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Sangre 3 dias

Apéndice B

Controles Mn Mn/1000 Totales
C1 0O O 3150
c2 O (o] 3222
C3 o] o) 3107
c4 [¢] [o] 3247
C5 (o] o 3008
suma (o] o 15734
Promedio o] o
sdv O 0]
ee Q
Tratamiento
Ng/m! Mn Mn/1000 Totales
{25]1 o] [*] 3006
[25]2 O o] 3116
{25]3 [¢] O 3007
[25] 4 o [s) 3119
{25]15 o [¢] 3026
suma o] Q 15274
promedio o) Q
sdv o o
ee (o]
Tratamiento
Ng/ml Mn Mn/1000 Totales
(5011 1 0,33233632 3009
{501 2 [+) [3) 3028
[50] 3 5] 3 3001
{50] 4 1 0,31269543 3198
{5015 2 0,65897858 3035
suma 4 1,30401034 15271
promedio 0.8 0,26080207
sdv 0.836660027 0,27495002 _
ee 0.1229
Tratamiento
Ng/m| Mn Mn/1000 Totales
[100] 1 1 0,32992412 30314
[100} 2 [3) [+) 3133
(100} 3 o o 3203
[100] 4 3 0,98392916 3049
suma 4 1,31385327 12416
promedio 1 0,32846332
sdv 1,414213562 0,46382968
ee 0,2627
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Apéndice C
Sangre 7 dias.

Control Mn Mn/1000 Totales
(8] [¢] O 3112
c2 o o 3016
C3 o] o] 3222
Cc4 [¢] (¢ 3062
c5 [e] o] 3043
suma (o] o] 15455
promedio 0 o]
sdv ¢} ¢}
ec.e o]
Tratamiento
Ng/mi Mn Mn/1000 Totales
[25)1 [+) [¢) 3043
[25]) 2 1 0,32916392 3067
[25] 3 1 0,3298153 3028
[25]4 o [e} 3008
[25] 5 1 0,33036009 3038
suma 3 15184
promedio 0,6 0,2 3036.8
sdv 054772256 0.14774
c.e 0,44
Tratamiento
Ng/m} ~* Mn Mn/1000 Totales
[50] 1 [¢] [e] 3032
[50] 2 1 [4) 3132
[50] 3 [e) ¢} 3027
[50] 4 [o] o 3037
5018 o] [o) 3009
suma 1 o] 15237
promedio (o) o
sdv (o) [o]
ec.e 0,66
Tratamiento
Ng/mi Mn Mn/1000 Totales
[100]1 (o) o 3099
{100] 2 [¢) o) 3058
[100] 3 5] [s) 3116
[100] 4 [¢] o 3017
[100]1 5 [o] o 3043
Suma o) (o]
promedio o) o
Sdv o o
e.e (o]

S 4 R Tean A Mt o a n
By Ron bRy N ALk

DE LA BIBLIOYRO .

s

59



Apéndice D
Branquias 3 dias

Controles Mn Mn/1000 Totales
C1 0 0 3019
c2 2 0,6646727 3009
Cc3 1 0,3274394 3054
c4 1 0,3332223 3001
Cc5 1 0,3310162 3021
Suma 5
dvs 0,2350083
Promedio 0,3312701
ece
Mn Mn/1000 Totales
[25]1 4 1,3223141 3025
[25] 2 4 1,3275805 3013
[25] 3 2 0,6071645 3294
[25] 4 5 1,6469038 3036
[25]15 3 0,9386733 3196
Suma 18
dvs 0,4017939
Promedio 1,1685273
ece
Mn Mn/1000 Totales
[50]1 2 0,6607202 3027
[50]2 2 0,6033183 3315
[50] 4 6 1,9821606 3027
[50] 5 1 0,3266906 3061
Suma 11
dvs 0,7404607
Promedio 0,8932224
ee
Mn Mn/1000 Totales
[100] 3 2 0,6607202 3027
[100]1 4 7 2.1895527 3197
100) 5 3 0,9545021 3143
Suma 12
dvs 0,8112734
Promedio 1,2682583
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Branquias 7 dias

Apéndice E

Controles | Mn Mn/100 totales
C1 o] 0 3053
c2 0 0 3008
C4 5 [1,64636154 | 3037
Cc5 1 (0,33333333| 3050
Suma 6 12148
Promedio 0,78354312
dvs 0,49492372
ee
Tratamiento
Ng/ml Mn| Mn/1000 |Totales
[25]1 2 10,66644452| 3001
[25] 2 2 |0,64536947| 3099
[251 3 3 |10,98199673| 3055
[25] 4 4 [ 1,31147541 | 3050
[2515 3 |0,98264003| 3053
Suma 14 15258
Promedio 0,91758523
dvs 0.2741822
ee
Tratamiento
Ng/ml Mn| Mn/1000 |Totales
[50]1 O O 3467
{5013 O O 3082
{501 4 4 11,32669983| 3015
{5015 2 10,65659882| 3046
Suma <) 12610
Promedio 0,49582466
dvs 0,63453029
ee
Tratamiento
Ng/ml Mn| Mn/1000 Totales
[100]1 1 |10,33036009| 3027
[100] 2 O 0 3005
[100] 3 5 11,64744646| 3035
[100] 4 5 | 1,43102461 | 3494
[100] 5 2 10,66225166| 3020
Suma 13 15581
Promedio 0,81421656
ee
dvs 0,70620168

C5, C3, (50)2 no hay laminas




Apendice F

Concentracion de Cr en agua 3 dias

Tratamiento | Concentracion Peso de la ppm/gr
! branquia
Mg/L | g/L |myg mg/g/L

c1 1.07 1070 1.2 | 891.6666667| 0.891666667
c2 0.32 320 1.2 266.6666667|0.266666667
C3 1.26 1260 1.2 1050 1.05
c4 5.35| 5350 1.3 ] 4115.384615( 4.115384615
c5 0.1 100 1.4| 71.42857143| 0.071428571
[25] 1 0.24 240 1.2 200 0.2
[25] 2 0.31 310 1.5)|206.66666670.206666667
[25] 3 0.24 240 1 240 0.24
[25] 4 0.25 250 1.4 178.5714286 | 0.178571429
[25] 5 2.41 2410 1.212008.333333|2.008333333
[50] 1 0.13 130 1.121 116.0714286| 0.116071429
[50] 2 0.49 490 0.842 ] 581.9477435| 0.581947743
[50] 3 0.42 420 1,119 | 375.3351206| 0.375335121
[50] 4 1.16 1160 0.869| 1334.867664] 1.334867664
501 5 0.22 220 0.843 | 260.9727165| 0.260972716
[100] 1 0.81 810 0 810 0.81
[100] 2 0.62 620 0.949 | 653.3192835| 0.653319283
[100] 3 2.56| 2560 1.083|2363.804247)2.363804247
[100] 4 0.37 370 0.957|386.6248694|0.386624869
[100] 5 0.34 340 0.882|385.4875283|0.385487528
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Apendice 6
Concentracién de Cromo en agua 7 dias

Tratamiento Concentracion Peso de la ppm/gr
branquia
Mg/ | /L mg mg/ 1g/L
Cl1 0.16 160 0.5 320 0.32
c2 0.06 60 1 60 0.06
C3 0.54 540 0.6 900 0.9
c4 0.28 280 0.7 400 0.4
Cc5 0.22 220 0.8 275 . 0.275
[25] 1 0.61 610 1 _ 610 | 061
[25] 2 0.25 250 0.5 ...500 0.5
[25] 3 _ 0.4
[25] 4 0.27 270 0.8 3375 0.3375
12515 | 03 300 08 375 0375
[50] 1 . 0.28 280 0.7 400 0.4
[50] 2 1.2 o ]
[50]1 3 0.14 140 0.9 155.5555556 | 0.155555556
[50] 4 0.25 250 05 500 |05
[BO] 5 0.22 220 0.6 366.6666667 | 0.366666667
~ [100]1 0.26 260 0.6 433.3333333 | 0.433333333
[100] 2 0.13 130 0.5 260 | o026 |
{0013 | 023 | 230 | 05 460 0.46
[100] 4 0.71 710 0.9 788.8888889 | 0.788888889
[100]1 5 0.61 610 0.7 871.4285714 | 0.871428571
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