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RESUMEN

El monitereo de la contaminacidn ambiental puede realizarse bdsicamente a
través de un andlisis quimico; sin embargo, debe ser reforzado con una aproximacidn
bioldgica de los efectos que las sustancias téxicas ejercen sobre los ecosistemas. En
este sentido, se les denomina organismos indicadores o biomoniteres a los sistemas
biolégicos comtinmente utilizades, y biomarcadores a los cambios que los organismos
sufren por exposicidn a contaminantes ambientales. Los biomarcadores genotdxicos son
de especial interés porgue la induccidn de mutaciones genéticas y de aberraciones
cromosémicas es un proceso fundamental en el desarrollo de las enfermedades
hereditarias, en la pérdida de la capacidad reproductivay en la iniciacidn del cdncer.

La contaminacion del agua s uno de los problemas mds importantes en el mundo
entere, no sélo por los problemas de salud humana que genera sino también por el dafio
ecolégico que esto implica. Entre sus contaminantes principales encontramos al cromo
hexavalente, compuesto genotéxico ampliamente uhlizado en diversos procesos
industriales (cromado de metales, curtido de pieles, manufacture de pigmentos, etc.).

El objetivo principal de esta investigacion es desarroflar un modelo experimental
usando al acoell Procambarus clarkii como un organismo biomonitor que permita evaluar
la presencia de compuestos genotdxicos en cuerpos de agua dulce contaminada.

Se utilizaron dos bioensayos diferentes: la presencia de microniciees en las
células de la hemolinfa y la formacién de complejos DNA-proteinas en las células del
hepatopdncreas y de las branquias. Los ammales fueron tratados cen diferentes
concentraciones de cromo hexavalente {0, 200 y 400 pg Cr/L). También se determind la
presencia de este metal en las branquias del acocil (biomarcador de exposicidn) en un
espectrofotémetre de absorcién atémica.

Los resultados indican que el cromo hexavalente es genotdxico para el acocil £
clarkii pues ademds de que la frecuencia de micronticleos incrementd al aumentar la
concentracién de exposicidn, se correlaciond linealmente con la cantided de crome
incorporade en las branguias del acecil. No se observé induccién de complejos DNA-
proteinas,

La prugba de microndcless en los hemocitos del acocil P. clarkfi puede ser
potencialmente utilizada para evaluar la presencia de compuestos genotéxicos similares
al cromo hexavalente en cuerpos de agua dulce contaminada.




ABSTRACT

Monitering environmental pollution can be done mostly based en chemical analysis
however it should be completed with a biolegical approach of the effects of chemicals
uport ecosystems and their magnitude. In this sense, the biological test systems
commonly used are called biomonitors, and the changes that the organisms suffer for
exhibition to environmental pollutants are called biomarkers. The genotoxic biomarkers
are of special interest because the induction of gene mutations and chromosome
aberrations are considered of great importance for heritable diseases development,
reproductive loss or cancer iitiation.

Water pollution is one of the most important problems in the whole world, not
only because of human health problems, but alse because the ecological damage that it
implicates. Among their main pollutants we found the hexavalent chromium, a genotoxic
cempound thoroughly used in diverse industrial pracesses (imetal surface plating, leather
tanning, paint pigments manufacture, etc.).

The main objective of this research is to develop an experimental model using
the crayfish Procambarus clarkii as a biomonitor of genotoxic compounds in polluted
freshwater,

Two different bicessays were used: the presence of micronucleus in the
haemolymph cells and the DNA-proteins complexes in the digestive gland and gills cells.
Animals were treated with different concentrations of hexavalent chromium (0, 200
and 400 ug Cr/L). The presence of this metal in the gills of the crayfish was also
determined (biomarker of exposure) with an atomic absorption spectrophotometer.

The results indicated that the hexavalent chromium is genotoxic for the 2
clarkii because the micronucleus frequency increased while increasing the exposure
conhcentration, and because it correlated linearly with the amount of chromium
incorporated in the gills. We did not observed the induction of DNA-proteins
complexes,

The micronucleus test in the haemocytes of the crayfish £. clarkii could be
potentially used to evaluate the presence of genotoxic compounds similar to the
hexavalent chromium in polluted freshwater bodies.




1. INTRODUCCION

a) La_ecotoxicologia como nueva disciplina.

A finales de la Segunda Guerra Mundial se dio un aumento casi exponencial en la
industrializacién de muchos paises implicando una elevada produccidn de sustancias
quimicas adversas para el medio ambiente. Desafortunadamente, ” los afios de posguerra
v la década de los 50°s se caracterizaron por la actitud comin en los paises
industrializados de que la humanidad era duefia abscluta del mundo y, con la nueva
tecrologia que estaba desarrollando, podia hacer en él y de éi lo que mejor conviniera a
sus intereses”. La opinién general aceptaba que las achividades industriales causaban
contaminacién, pero también establecia que ésta era un efecto no significativo en
comparaciéh con los beneficios del desarrolo econdmico y el bienestar que se estaba
obteniendo, “sus efecios estaban limitados a una simple incomodidad o un frasterne
estético que sélo afectaba a grupos marginados por su cultura, su ubicacién geogrdfica o
por razones econdmicas” (1),

Afios mds tarde, el inevitable incremento en la frecuencia y gravedad de los casos
de enfermedad y muerte producidos por la contaminacién ambiental despertaron la
atencién inmediata, y real, del gobierno y la poblacidn general de los paises afectados
(Estados Unidos, Inglaterra, Japén, Turquia, por ejemplo). Poco a poco se empezé a
comprender que la contaminacién ambiental va mds alld de un malestar momentdneo o
estético con efectos remotos en tiempo y espacio y se entendid que, por miltiples
factores (disponibilidad y calidad del alimento, el agua, el aire, etc.), se puede afectar
negativamente la salud, la calidad de vida y el futuro de la humanidad. Afortunadamente
empezé a generarse la conciencia creciente de que, por fo general, los efectos de la
contaminacidn ambiental no son inmediatos, foma tiempo defectarlos y cuande esto
sucede, el remediarlos es muy costoso o imposible (1).

Por todo lo anterior se dice que al terminar la década de los sesentas aparecid
una hueva discipling dentro de las ciencias bioldgicas que representa el estudio de los
efectos que los agentes contaminantes (toxicologia) ejercen sobre los integrantes de un
ecosistema (ecologia), por lo que se e nombré toxicologia ambiental ¢ ecotoxicologia.
Esta nueva rama surgié de la intensa preocupacién por evaluar los riesgos ambientales
mds que los de la salud humana, pues ademds de analizar el impacto que ejercen las
sustancias quimicas en el Homo sapiens también se analizan los efectos en otras especies
distintas, Los objetivos principales de la ecotoxicologia son entonces (33; 62):

o Identificar los agentes potencialmente téxicos a los que estdn sometidos los
seres vivos en su hdbitat natural.
Cuantificar los indices de exposicién.
Caracterizar los efectos téxicos que tales agentes producen en los habitantes
de! ecosistema,
Correlacionar los indices de exposicidn con la toxicidad cuantificada.
Proporcionar las bases cientificas para e! establecimiento de normas que ayuden
a prevenir el dafio ecoldgico.




En términos muy generales se puede decir que la ecotoxicologia estudia los
efectos que producen los agentes téxicos en un ecosistema (Fig. 1) (62).

Efectos en el ecosistema

L}

Efectos en la comumdad
T

Efectos en la poblacidn
w

Efectos en el individuo

w

Sustancias toxicas

Incrementa la importancia del estudio
Incrementa el tiempo de respuesta

Incrementa la dificultad del estudio

Fig. 1 Relacidn esquemdtica entre los diferentes niveles de respuesta (33; 62).

Cabe mencionar que la ecotoxicologia es una ciencia interdisciplinaria donde
participan diversos sectores del conocimiento, por ejemplo, la quimica analitica que nos
proporciona informacidn sobre concentraciones, dosis y comportamiento de las
sustancias; la genética y la biologia melecular que nos permuten describir los efectos
toxicoldgicos a nivel molecular; la biequimica y la fisiologia, que investigan tales efectos
pero sobre el funcionamiento del organismo; la ecologia que pertite interpretar las
alteraciones poblacionales, comunitarias y del ecosistema, entre otras. Esto implica que
el efecto que ejercen los quimicos sobre los seres vivos puede analizarse desde diversos
enfoques, por lo que existe una gran variedad de estrafegias metodolégicas que pueden
ser aplicables en los estudios de ecotoxicologia. Tedas se incluyen en la siguiente
clasificacién, busada en el lugor de estudio, en la cantidad de especies involucradas v en
la duracién de la exposicién (Fig. 2) (33).

Agudos

Con una especie
Crénicos

Estudios de laboratorio o de campo
De microcosmos
Multiespecificos
De mesocosmos

Fig. 2 Clasificacion de las pruebas de toxicidad (33).

Los estudios ecotoxicoldgices pueden realizarse tanto en el laboraterie, para
hacer investigacidn bdsica, como en el campo directamente, para hacer investigacidn
aplicada, aunque es importante mencionar que los estudios que se realizan en el campo
son mds complejos que los del laboratorie porque generalmente incluyen diferentes
niveles de organizacidn bicldgica y diversas variables como las condiciones climdticas, las
espacidles y las evolutivas (33),




En las pruebas agudas se investiga el efecto de los téxicos en una sola especie y
en un corto periodo de tiempo en relacidn al ciclo de vida del organismo en cuestion,
sirven para investigar los efectos inmediatos. Las pruebas crénices también estudian los
efectos téxicos que se presentan en una sola especie pere durante una exposicién mds
prolongada, por ejemplo, para evaluar cémo se ve afectada la tasa reproductiva (33).

Las pruebas multiespecificas, como su nombre lo indica, incluyen la utilizacién de
dos ¢ mds especies y estdn disefiadas de tal modo que fodas puedan inferectuar. tas
pruebas de microcosmos incluyen la participacidn de pocas especies {no se han
establecido los pardmetros de cantidad) y generalmente del mismo nivel tréfico,
investigan el efecto de los téxicos sobre fendmenos como e! de competencia y
generalmente se realizan en el laboratorio. Las pruebas de mesocosmos implican la
utilizacién de varias especies y, generalmente, de diferente nivel trdfico por lo que
permiten la investigacidn de los efectos téxicos sobre fendmenos como la relacién
presa-depredador, por lo regular se realizen en el campo (33).

Las especies utilizadas en los estudios de ecotoxicologia se denominan organismos
biomonitores pues son sistemas bioldgicos capaces de proparcionar informacién sobre la
salud del ecosistema (10; 33), indican efectos biclégicos mds que cantidades reales del
contaminante. Sus caracteristicas principales son (33; 42)

Féciles de colectar e identificar.

De tamafio conveniente segtn el tipo de estudio.
Sedentarios en la mayoria de su ciclo de vida.
Sensibles al téxico.

Optimos para el trabajo de laboratorio.

De interés cientifice y econémico.

Que la edad sea fécil de determinar.

¢ 0O 0o 0 0 o O

Cabe mencichar que los organismos centinela son organismos biomenitores que
habitan de manera natural en el ecosistema a evaluar, manifiestan los efectos del agente
contaminante en su propio hdbitat pues representan a la poblacién natural. Por lo que,
ademds de las caracteristicas anteriores, debe estar bien distribuido y en abundancia.
La ventaja principal de los organismos centinela es que permiten realizar monitoreos i
site(33).

Por otro lado, aungue la importancia del estudio ecotoxicoldgico aumenta cuando
se evalia a mds de una sustancia quimica, esto es mds complicado porque también
aumentan el tiempo de respuesta y la dificultad para determinar ol agente causal, ya que
se deben considerar las interacciones fisicas y quimicas entre los distintos materiales
en cuestidn, la manera en que se metaboliza cada uno, los diferentes efectos que
propician, etc (57).

Pero atin limitdndonos a trabajar con un solo organismo y una sustancia dnica, la
ecotoxicologia abarca una gama muy amplia de efectos téxicos pues, citando al médico y
alquimista alemdn Teofrasto Paracelso (1490-1541), "la dosis hace al veneno"; es decir,
que si no hay dosis no hay efecto, y que o medida que la desis incrementa, aparecen
diferentes alteraciones que van desde cambios bioquimices y fisioldgicos que pasarian



desapercibides de no contar con pruebas especiales para detectarlos en fluidos, tejidos
u érganos corporales, hasta cambios genéticos que no necesariamente son aparentes sin
el emplec de equipo y Técnicas apropiados; e incluse, hasta la muerte. En pocas palabras,
dependiendo de la dosis a la que se expongan los organismos, serd el efecto (Fig. 3) (25).

<efectos aceptables? ¢efectos adversos?
ningtin efecto cambios alteraciones muerte
observable bioguimicos fisioldgicas y/o genéticas
> > > >
sin exposicidn exposicién moderada expasicion elevada

Fig. 3 Relacién entre la exposicidn y sus posibles efectos (25; 62).

Los efectos téxicos también se conocen come biomarcadores y pueden definirse
como las respuestas biolégicas que los seres vivos manifiestan al estar expuestos a la
contaminacidn ambiental, Son alteraciones pravecadas por agentes contaminantes que se
presentan en uno ¢ mds de los diferentes niveles de organizacidn biclégica, por ejemplo,
a nivel individual puede variar el nimero, la estructura y/e la funcién de una molécula; a
nive| poblacional puede variar la tasa de reproduccién; y a nivel de la comunidad o del
ecosistema puede variar la diversidad de las especies (33; 62).

Existen diferentes formas de clasificar a los biomarcadores, sin embargo, la mds
comtln implica separarlos en biomarcadores de exposicién y biomarcadores de efecto.
Los de exposicidn indican la exposicién a la que estd sometida el organismo sin dar
informacidn contundente sobre los efectos adversos, y los de efecfo son los que
demuestran el efecto adverso (tdxico) que presenta el organismo (62),

Una vez elegida la prueba, la(s) especie(s), la(s) sustancia(s) y los posibles
biomarcadores, el estudio ecotoxicoldgio deberd abarcar las siguientes actividades (33:
57)

Evaluar la magnitud vy la via de exposicién.

Identificar los efectos adversos.

Establecer la relacién entre la exposicién y los efectos observados.

Analizar los mecanismos de accién,

Evaiuar la reversibilidad de la respuesta tdxica.

Considerar los factores que puedan modificar la toxicidad, por ejemplo, la
especie, la edad, el sexo, el estado nutricional, la duracién y las caracteristicas
de la exposicidn, las condiciones ambientales etc.

o Extrapolar los resultados a niveles superiores de organizacidn bicldgica.

0 0 0 0 O

b) La ecotoxicologia y la contaminacion del agua.

El agua es un componente esencial para la vida pues ademds de haber catalizado
su origen, la mayoria de las reacciones metabslicas se dan en su presencia y se presenta
en un alto porcentaje en la constitucidn de los seres vivos. Es un recurso renovable que
se recicla una y otra vez de manera natural a través del {lamado ciclo del agua é ciclo
hidroldgico, donde el agua se mueve constantemente desde la Tierra, los mares y los ries
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hasta la atmésfera por evaporacién para luego regresar a la superficie terrestre por
precpitacidn (Fig. 4) (20 b1).

Evapetranspiracion

Filtracién

Corriente subterrdnza

Fig. 4 E| ciclo hidroldgico (12).

Aproximadamente 300 Km® de agua precipitan cada dfay, aunque casi 2/3 partes
se reevaporan inmediatamente, el 1/3 restante fluye hacia los rios y los mares de tedo
el mundo generando a su pase lagoes y lagunas, o depositdndose en diques y presas, en el
suelo como humedad, ¢ en almacenamientos subterrdneos denominados mantes acuiferoes.
Elf flujo de agua, sobre y por debajo de la corteza ferrestre, puede aumentar o disminuir
dependiendo de las condiciones ambientales, pues incrementa en tiempo de lluvias o
deshielos y disminuye en épocas de sequia. sin embarge, su importancia radica en que
tiene la capacidad de arrastrar y depositar sustancias esencicles para el ecosistema
pudiendo hacer lo mismo con agentes contaminantes (20; 29; 51).

Se dice que el agua estd contaminada cuando no es apta para el desarrollo normal
de los seres vivos que la habitan, para el consumo humano, para usos recreatives o para
alguna aplicacién industrial. €l agua contaminada es dafina para los seres vivos e
inadecuads para cualquier use benéfico (4).

La contaminacion acudtica puede ser clasificada dependiendo de la fuente de
emisién o del tipo de contaminante (Fig. 5).

Fisica
Naturat
Contaminacién acudtica Quimica
Antropogénica
Bioldgica

Fig. 5 Diferentes formas de clasificar la contaminacién ambiental (1; 35; 40).




Dentre de las fuentes naturales de contaminacidn acudtica estdn la erosidn del
suelo, las inundaciones por fuertes lluvias, erupciones volcdnicas, introduccion de agua
salada, presencia de bacterias, virus, protazoarios, etc (35). En términos generales, la
contanunacidn de origen natural estd limitada en espacio y tiempo ya que suele estar
asociada a circunstancias especificas; ademds, los contaminantes (algunos mefales y
elementos radiactives) son de origen natural y con facilidad se reintegran a los ciclos
biogeoquinucos del lugar dispersdndese o degraddndose (1). Las fuentes naturales de
contaminacién no provocan concentraciones altas de contaminacidn, excepto en algunos
lugares muy concretos (35).

En cambio, la contaminacién acudtica procedente de fuentes antropogénicas ha
praducido efectos y alteraciones en los sistemas naturales que pueden clasificarse come
reversibles o irreversibles, temporales o de cardcter permanente, inmediatos o de larga
gestacidn y maduracidn, visibles a menudo pero ho fdcilmente perceptibles en la mayoria
de [os casos, a veces despreciables pero muchas veces catastrdficos y siempre negativos
(35; 40). En la actudlidad, sin duda, es mucho mds importante que la centaminacién
provocada por fuentes naturales pues se presenta en una gran variedad de ecosistemas
y, en términos generales, es mucho mds peligrosa. Implica la enfrada de gustancias
naturales en cantidades que rebasan la homeostasis de los seres vivos y los propios
mecanismos naturales de degradacién, o bien, la entrada de sustancias sintéticas
(xenabidticas) para las que estos mecanismos no existen (1). Son cuatro los focos
principales de contaminacidn antropogénica (35):

1. La industria. Aunque existen diferentes tipos de industrias y cada una produce
residuos diferentes (metales, materia orgdnica, sustancias quimicas, etc.) no
todas tienen sistemas eficientes de depuracidn de aguas, pues en muchos paises
no se respetan las normas o éstas no existen, y la contaminacién del agua por
residuos industriales es una prdctica comdn.

2. Los vertederos urbanes. Los alecantarillados arrastran todo tipo de sustancias
como sales, sélidos en suspensidn, dcidos, residuos automotrices (hidrocarburos y
metales), materia orgdnica, etc. y aunque las aguas residuales también deben ser
tratadas, no tedas las poblaciones cuentan con plantas depuradoras, o las tienen
pero no las usan adecuadamente o no se les da mantenimiento.

3. Lanavegacidn, Los derrames petreleras (accidentales o no) y las cambustibles son
los principales tipos de contaminacién acudtica marina pues todavia no se han
impulsado medidas eficientes.

4. Laagricultura y la gangderia. Estas actividades producen vertides de pesticidas,
fertilizantes y restos orgdnicos que en la mayoria de los casos no son
controlados.

La Fig. 5 indica que la contaminacién acudtica no sélo se clasifica segin la fuente
de emisidn de los contaminantes sino que también puede ser clasificada por el tipe de
contaminantes que la generan (1). La contaminacién fisica incluye la presencia de metales
y elementos radiactivos, particulas resultantes de la erosion del suelo, diversos
materiales arrastrados por fuertes inundaciones, residuos de erupciones volcdnicas,
introduccién de agua salada, etc. La contaminacidn bioldgica incluye la presencia de
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bacterias, virus, protozoarios, helmintes, heces fecales, etc. (35). La contaminacién
quimica implica la presencia de (21; 64)

Contaminantes orgdnicos.

Compuestes quimices que tienen una elevada proporcién de carbono reducide en
su estructura quimica, y de forma minoritaria otros elementos como nitrégeno, fésforo,
azufre, etc. por lo que pueden ser degradados fdcilmente por los seres vivos a través de
un proceso denominado biodegradacidn: en presencia de oxigeno, les mucroorgamsmos
oxidan la materia orgdnica. Algunos ejemplos de contaminantes orgdnicos son la mayoria
de los aceites, las grasas, los detergentes, los fencles, fos compuestos policlorobifeniles,
los pesticidas, etc (4; 11).

Contaminantes inorgdnicos.

Sustancias ne degradables por procesos bioldgicos que, al no desaparecer del
medio, se hacen acumulativas tanto en el lugar come en los seres vivos. Algunos ejemplos
de contaminantes inorgdnicos son los fertilizantes, los pesticidas, los cianuros y los
metales pesados thierro, zinc, cromo, cobre, cadmio, mercurio, etc.) (4; 11).

Tal vez ha sido la aparente abundancia y gratuidad del agua la que ia ha
convertido en el vertedero habitual de los desechos producidos por la actividad humane,
lo cierto es que actualmente, la contaminacién acudtica, antropogénica y quimica es el
tipo de contaminacidn ambiental que causa mds problemas en todo el mundo, a corfo y a
large plazo, pues es la mds dificil de controlar (1).

La calidad del agua se ha deteriorado a tal grado, que en los ditimos afies los
problemas asociados con los recursos hidricos (lagos, rios, etc.) han constituido el tema
principal de grandes conferencias mundiales donde se ha pretendido resolver y controlar
tal fendmeno {40). En ellas se ha esteblecido que el monitoreo de la conteminacidn
acudtica puede realizarse, bdsicamente, a través de un andlisis quimico pero que éste
debe ser reforzade con una aproximacién bioldgica de los efectos que las sustancias
téxicas ejercen sobre los ecosistemas, es decir, que el uso de organismos biomonitores
en la evaluacidn de la calidad del agua se ha considerade come una actividad de gestidn
ambiental que permite realizar seguimientos temporales y espacigles de diversos
confanunantes, pues, como ya se menciond, se basa en la respuesta que los seres vivos
manifiestan al reaccionar con su medic {agua), permitiendo identificar si es tdxico o no
(fensmeno que a veces es dificil detectar a simple vista) (29).

¢) El cromo hexavalente_como contaminante acudtico.

La contaminacién quimica del agua implica la presencia de sustancias inorgdnicas
como los metales pesados pues, aunque son sustancias naturales que han estado
presentes en la Tierra desde su formacién y algunos incluso desempefian funciones vitales
para los seres vivos, también pueden ser sustancias contaminantes dafinas para el medio
ambiente. Existen algunos ejemplos de contaminacién acudtica ocasionada por metales en
condiciones naturales, pero existen muchos mds casos de contaminacidn ambiental
producida por el manejo antropogénico de los metales; es decir, que los metales se
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convierten en sustancias centaminantes cuando la actividad humana, principalmente, los
libera de las rocas en las que se depositaran durante la actividad volcénica, o su
subsiguiente erosién, y los coloca en lugares y concentraciones inadecuados dende
generan un impacto ecoldgico negativo (Fig. 6) (62).

Emisiones volcdnicas <1%
Ciclos bioldgices 30%
Fuentes antropogénicas 70%
Fig. 6 Fuentes emisoras de cromo (1).

€l cromo (Cr) es el sexto elemento mds abundante en la corteza terrestre, se
encuentra presente en las rocas, los suelos, los gases volcdnicos y formande parte
esencial de los seres vivos (en el metabolismo de los carbohidratos y las grasas,
incrementando la accién de la insulina para degradar la glucese, activando algunas
enzimas, incorporando aminodcidos en las proteinas y manteniendo su estabilidad
estructural junto con la de los deidos nucléicos, ete.) (1; 23). Su nombre proviene del
griego cromos que significa “color” y se debe a los vivos colores que presentan sus
compuestos. Es un metal pesado (mds denso que el agua) que fue descubierto por el
quimico francés Louis Nicolas Vauquelin en 1797 y cuyas caracteristicas principales
incluyen un peso molecular de 51.996 g/mol, diferentes valencias, color gris-acero,
lustre abundante, estructura ciibica, punto de fusién de 1900 °C y punto de ebullicién de
2642 °C. Se obtiene del mineral cromita (FeQOCr03) y desde 1981 es considerado un
elemento carcindgeno por la EPA (Environmental Protection Agency) (1 67).

= El étomo de cromo presenta diferentes valencias o estados de oxidacién (cargas)
dependiende del compuesto que esté formando: -2, 0, +2, +3 y +6. Los compuestos
derivados de las valencias -2 y +2 son de poca importancia por su inestabilidad y la
valencia O corresponde al crome metdlico que no se encuentra libre en la naturaleza por
su alta reactividad, pere los compuestos derivados del cromo trivalente (Cr III) y
hexavalente (Cr VI) son predominantes en el ambiente por ser los mds estables (1; 22).

Dentro de los compuestos derivados del cromo hexavalente podemos encontrar al
dieromato de potasio (KoCrz07), compuesto elaborado por la industria quimica y cuyas
caracteristicas principales incluyen que estd constituido por cristales rojo-anaranjados
muy brillesos y no higroscdpicos o delicuescentes (diferencias con el dicromato de
sodio), que tiene un peso molecular de 294.21 g/mol y un punto de fusién de 398 °C y que
se compone por cromo en un 35.36%, potasio en un 26,.58% y oxigeno en un 38.07% (63).
Se utiliza en el curtido y en la tincién de las pieles, en la fabricacién de productos
fotogrificos y fotoiitografias, en el procesamiento y tincién de la madera, en la
industria pirotécnica, en la fabricacidn de moteriales resistentes al agua, en la
manufactura de pigmentes y otros quimices, en el cromado de los metales como inhibidor
de corrosidn, etc. (1; 23), por lo que puede encontrarse comdnmente en la naturaleza
come un residuo industrial,




Reduccion del cromo.

En los dicromatos el Cr VI constituye un dianidn tetraédrice (Fig. 7) que puede
penetrar en la célula como un andlogo del dianidn tetraédrico sulfate, usando el sistema
de transporte del sulfato. Es la forma mds oxidada, mévil, reactiva, y téxica del metal
pues es un fuerte agente oxidante (aceptor de electrones) altamente secluble en agua,
lo que facilita su paso a través de las membranas celulares; sin embargo, una vez dentro,
el Cr VT es reducido répidamente a la forma Cr III (5; 23; 58).

Fig. 7 Estructura del ién Cr:0,% (58).

Ei Cr VI puede ser reducide en cuelquier parte del interior celular donde existan
donadores de electrones disponibles (dcide ascdrbico, el glutatidn reducido, cisteina,
peréxido de hidrégeno, flavoenzimas como ia glutatién reductasa u ofras macromoléculas
ricas en electrones) pues por cada dtomo de cromo reducide se necesitan fres
electrones (23), y sistemas de transporte de electrones (como el del citocrome p-450
de la membrana nuclear); sin embargo, el sitio reductor principal es el interior de las
mitocondrias (Fig. 8) (23; 56).

CF.Q
v} inhibicién enzimatica
Cro > ——w Cr(¥D — metabolismo reductor — &div)} —» dafio ol DNA
glutation crinn
ascorbato 1
perdxido de hidrdgene  pediccles OH-
f[a\éﬁr‘;g imos redicoles GS- mutaciones

abernaciones cromosdmicas

|

cdneet, por gjemplo

Fig. 8 Reduccidn del Cr VI a la forma Cr ITT (56).

Se cree que el Cr VI tiene dos mecanismos de accidh, el primero implica que el
cromo afecte de manera directa al DNA a través de las moléculas de Cr III, y el



segundo que la interaccién entre el cromo y el DNA se de indirectamente g través de los
radicales libres que se producen durante su reduccidn (23; 55; 56).

Del primer mecanistmo no se tiene informacién suficiente sobre la interaccidn
molecular; sin embargo, existen suficientes afirmaciones, como las de Galvdn, Costa,
Sugiyama y Wedrychowski (16; 24; 56; 66), que dicen que el Cr IIT es la forma causante
del dafic al DNA y que lo produce interactuando directamente con la secuencia de
nucledtidos.

Del segundo mecanismo se dice que cualquier compuesto que sirva como donador
ciclico de electrones tiene el potencial de generar radicales hbres y una de las
ecuaciones que describen este comportamiente es la de Fenton (23):

Me"+ 2 > Me""+ HOOH = Me" + HO" + H:0

que usa al idn metdlico (Me) como donador de electrones para reducir al peréxido de
hidrdgeno (H20:) en el radical hidroxil (HO") y egua (H20). El cromo genera un centro
active redox que tiene el potencial de producir radicales de oxigeno en la ecuacidn de
Fenton donde el radical hidroxil {o el glutetionil) tiene la capacidad de dafiar al DNA
rompiendo el enlace fosfodiester al extraer un protén del C-4 de la desexirribosa
haciendo que el anille se colapse, también puede unirse a las bases generando
mutaciones. Para que los radicales hagan dafic deben estar cerca del DNA y esto se logra
por atraccidn electrostédtica o por intercalacidn (55; 56).

El dicromato de pofasio es un deseche industrial muy téxice que puede
incorporarse en diferentes cuerpes de agua o de aire a través de efluentes y emisiones
respectivamente y, aunque tiende a alcanzar el estado trivalente que es el mds estable
porque puede ser absorbido por diferentes particulas para formar complejos insclubles
capaces de permanecer en suspension (acudtica o aérea) o para precipitar y ser
incorporade en los sedimentes, la forma quimica del cromo dependerd de la cantidad de
materia orgdnica presente en el medio. El Cr VI puede permanecer inerte en el medio
ambiente hasta que exista suficiente materia orgdnica para reducirlo a Cr TIT (1)

Los limites permisibles para el dicromate de potasio son, aproximadamente, de 17
ng/m? en el aire urbano, de 5 a 9 ng/m* en el aire rural, de 1 a 10 pg/L en rios y lagos,
de 0.1 a 5 pg/L en el mar, de 5 a 17 pg/L en el agua potable, 250 ppm en el suelo y de 37
a 230 pg/dia en la conuda (azdcar morena, grasa animal, mantequilla, vegetales, cereales,
etc.); sin embargo, los desechos industriales elevan las concentraciones por encima de
tos limutes permisibles constituyendo asi un grave riesgo para el ecosistema (23).

Toxicocinética del cromo.

Absorcidn. E| cromo puede absorberse en las formas trivalente y hexavalente por
tres vias diferentes: la respiratoria, la digestiva y/o la via dérmica, siendo la absorcidn
mds rdpida (minutos) que la distribucién dentro del organismo (horas o dias) (1). Como el
Cr VI es mds soluble que el Cr ITT, penetra mds rdpido y en mayor proporcidn,

Distribucidn y depdsito. La cantidad de cromo absorbido por los pulmones, el
estdmago, el intestino y la piel pasa al torrente sanguineo para ser distribuide a los
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demds drganos. El cromo IIT {ya reducido) se une a la fransferrina, la elbdmina u otras
proteinas del plasma sanguinec para ser fransportado a todo el organismo. Los tejidos
donde se lleve a cabe la acumulacién del cromo depende del organismo en cuestin
(pulmones en los humanos, huesos en ratas jévenes, sangre en los cuyoes, etc.) (1: 23; 56).

Excrecion. El 80 % del crome absorbido es excretadoe principalmente en fa orina
como Cr IIT, lo demds se pierde en las heces o por la piel (23).

Efectos adversos del cromo,

Aunque la deficiencia de cromo implica poca tolerancia a la glucose, hiperglicemia,
elevacidn en los niveles de colesterol y de triglicérides, trastornos en la fertilidad,
pérdida de peso, disfuncién del sistema nervioso, dafio al metabolismo de profeinas y
carbohidratos, crecimiento disfuncional y decremento en la longevidad del organismo, un
exceso en su consumo También implica diversas complicaciones (1; 23).

En particular, la toxicidad del dicromate de potasio varia dependiendo de la
especie, lu magnitud de la exposicion y el tiempo de incubacidn; sin embargo, se puede
decir que los efectos adverses mds frecuentes son problemas dérmicos (ilagas y
ulceraciones), renales (insuficiencia hepato-renal y lesiones), respiratorios {lesiones
nasales, perforacion del tabique nasal, dafio en el sistema), reproductivos (disminucion
de fertilidad) y genéticos (Tabla 1) {1 22; 23).

Tabla 1 Efectos genotdxicos del Cr VI (23).

ORGANISMO ALTERACION GENETICA
Vicia faba Microndcleos y aberraciones mitdticas
Escherichia coli Mutaciones y baja fidelidad replicativa
Saccharomyces cerevisiae Recombinacion mitdtica
Drosophila melanogaster Traslocaciones
Camarones Alteraciones en el DNA (28)

Mutraciones, aberraciones cromosgmicas,
intercambio de cromdtidas hermanas,
Células de mamifero in vifro | alteraciones en la replicacién y reparacion
del BNA, rompimientos de cadenay
entrecruzamientios

Ratas i vivo Microntcleos y aberraciones
cromosémicas
Humanos in vive Aberraciones cromosdmicas, intercambio

de cromdtidas hermanas y micronicleos

d) El acocil Procambarus clarkii como posible organismo biomonitor.

Las acamayas, langostas de agua dulce, langostinas o acociles (Fig. 9) son los
invertebrados mds grandes (10 ¢m) de los ecosistemas de agua dulce templada (9). Son
organismos que han sido closificados en muchos géneros diferentes distribuidos por
todo el mundo, cada continente tiene una poblacidn representativa, por ejemplo, Astacus
es caracteristico de Europa, Cambaroides y Cherax de Aswa, Procambarus de
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Norteamérica, etc (27). Los ancestros de Procambarus se originaron en México entre el
Cretdcico y el Terciario, de donde se cree que migraron hacia el norte (47).

Procambarys clarkii pertenece al reino Animal, phylum Arthropoda, clase
Crustacea, subclase Malacostraca, orden Decapoda y famitia Astacoidea (7: 50).

Fig. 9 Procambarus clarkii.

Son animales de actividad nocturna que, durante el dia, tienden a esconderse
debajo de las piedras ¢ enterrdndose en el lodo. Casi todes son letdrgicos y de poco
movimiento pues generalmente no migran, salvo algunas especies que lo hacen en cortas
distancias. Viven en profundidades de 1 a 2 m y toleran amplics rangos de temperatura,
de concentracién de iones hidrégeno y de bidxido de carbono (27; 47).

Se alimentan de pequefias porciones de plantas y animales vivos o muertos,
aunque la alimentacién depende del hdbitat y éste varia segin la especie (27; 61). A su
vez, sirven de alimento para algunos peces, pdjares, tortugas, ranas, salamandras, etc.
por lo que también sirven como carnada para alguncs pescadores, e incluso, pueden
formar parte de la dieta humana (27).

Debido a su fécil adaptacidn y resistencia natural £, clarkii constituye una especie
capaz de vivir en diversos ambientes alcanzande grandes densidades rdpidamente, por lo
que se le ha llegado a considerar una plaga en diversas regiones de Norteamérica. Puede
ocasionar problemas econdmicos de tipo ecoldgico y agricuttor (28; 50).

Presentan un exocesqueleto o caparazén que eontiene y protege a los érganos
internes y cuyo grosor varfa en las distintas regiones del cuerpo. No crece de manera
simultdnea con el reste del organismo pues su desarrollo se efectda generalmente por
mudas suceswvas (ecdisis). Son animales de simetria bilateral que tienen el cuerpo
constituide por segmentos colocados une enseguida del otro y que reciben nombres
particulores dependiendo de su posicién: cefalotdrax o pereién, abdomen o pledn vy
telson; ademds, cada segmento contiene dos apéndices insertados que también reciben el
nombre dependiendc de su posicidn: antenas, anténulas, mandibulas, maxilas,
maxilipedos, pereidpodos, pleépodos y urépodos (Fig. 10) (47; 50; 61).
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Fig. 10 Segmentos corporales (20).

En total, los acociles tienen 19 segmenfos unides por medic de membranas
intersegmentales delgadas y flexibles que sen las responsables de facilitar el
movimiento del arganismo, pues se repliegan o se extienden segiin la necesidad. Pueden
caminar o escalar hacia adelante, hacia atrés o lateralmente gracies a los pereidpodos,
pero cuando se estresan, se desplazan hacia atrds rdpidamente acercando bruscamente
el telson a la regién abdominal mediante poderosas flexiones ventrales (47, 50; 61).

Presentan dimorfismo sexual pues log machos tienen las entenas y las quelas mds
grandes, el abdomen mds estrecho y los primeros dos pares de pleépodos modificados
para la cépula {47). El cuerpo puede presentar distintos colores: negro, café, rojizo,
anaranjado, verde y, ocasionalmente, azul, aunque la tonalidad varia dependiendo del
hébitat.

El aparato respiratorio estd constituido por dos cdmaras branquiales, una en cada
lado del cuerpo, a la altura de los apéndices tordcicos, contemiendo cada una 18
branquias unidas cerca de la base de los maxilipedos y extendidas dorsalmente. Los
brangquias o tricebranguias (Fig. 11) son drganos filomentosos que estén constituios por
un eje central al que se unen cientos de pequefios y delgados filamentos. Abarcan una
gran superficie de absorcidn y reciben un aporte de sangre constante y abundante. La
funcién respiratoria inicia con la difusidn del oxigeno disuelto en el agua que,
posteriormente, es transportado a través de los tubos tragueales, las trdqueas vy las
mitocondrias de las células traqueclares que tienen un gran poder de oxigenacidn
(glicélisis cerobia). Con el rdpide movimiento de los exopoditos maxilares o
escafofiatitos, los acaciles crean corrientes de agua dentra de la cavidad branguial para
hacer mds eficiente su respiracion (50: 61).




Fig. 11 Tricebranguia (16).

Es importante resaltar que muchos acociles pueden vivir fuera del agua por largos
periodos de tiempo pudiendo extraer suficiente oxigeno de sus compartimientos
branquiales, siempre y cuando el aire que se encuentre en ellos tenga la humedad
suficiente. £, clarkif puede vivir durante varios meses con niveles muy bajos de oxigeno
(50: 61).

El aparato digestivo estd constituido por la boca y por el canal alimenticio:
intestino anterior o estomodeo que contiene la faringe, el esdfago y la primera cavidad
del estémage, el cardias donde se lleva a cabo la demolicidn del alimento; el intestino
medio, de escasa longitud y que contiene la segunda cavidad del estémago, el piloro,
donde se realizan la filtracién y absorcidn de los alimentos; el hepatopdncreas, gldndula
digestiva que secreta los jugos gdstricos y el proctodeo que abarca el 67% del total
pues se extiende hasta el ano en la parte ventral del telson (Fig. 12) (47; 53).

El hepatopdncreas es un drgano compacto y trilobulado que estd constituide por
una gran cantidad de tubos ramificados unidos entre si, se encuentra localizado en el
cefalotérax y estd en contactoe con la hemelinfa. Sus funciones principales son digerir y
metabolizar diverses compuestos, sintetizar y secretar enzimas, absorber (mds que el
intestine) y almacenar algunas sustancias (50).

\-‘——-_
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Fig. 12 Aparato digestive (20).




El aparatoe circulatorio (Fig. 13) es de tipo abierta, estd en contacto directo con
la cavidad corporal. €l vaso dorsal o corazén descansa en la porcion dorsal del
cefalotdérax y tiene dos porciones, la anterior {corta) y la posterior (corazdn), también
tiene tres pequefios orificios denominados osticlos que comunican la cavidad del corazdn
con ofra cavidad muy vasta que le rodea y que se Hama seno pericdrdico (limitado por el
pericardio). bel corazdn parten fres arterias principales: de la regidn anterior, la arteria
media oftdlmica {cefdlica) que da lugar, a su vez, a dos arterias antencles; de las
regiones laterales sale un par de arterias hepdticas (esternales) que llegan hasta la
arteria ventral y de la regidn posterior sale la arteria abdominal superior (posterior)
(47: 61).

pericardio oshioiy
arieriaesternal

oy
arteria terminal s

Fig. 13 Aparatoe circulatorio (61).

La hemolinfa, liquido corporal de los crustdceos, transporta el oxigeno a todos los
érganos y tejidos del acocil, es casi transparente y estd compuesta por una parte liquida
denominada plasma y por ¢élulas denominadas hemocitos, también presenta hemocianina
disuelta (47; 61). Es un tejido en proliferacidn constante cuyos tipos celulares son: los
coagulocitos (55-65%), los granulocitos (35-40%) y los amebocitos (2-4%) aunque el
crtoplasma de ios tres tipos tiene reticule endopldsmice rugose, aparate de Golgl,
mitocondrias y microtibulos (59). Estas células son capaces de reconocer diferentes
antigencs sin la necesidad de inmunoglobulinas especificas, sus mecanismos de defensa
consisten en encapsular, fagocitar y/o formar nddulos (54).

La circulacién de la hemolinfa mnicia con la contraccién del corazdn, la cual la
impulsa hacia diferentes regiones corporales. Viaja por varias arterias y vases hasta
Hegar al hemocele, espacio que rodea a la mayoria de los drganos, y a los érganos mismas,
luego circula de regreso pasando por los senos esternal y pericdrdico hasta llegar al
corazdn, penefrando por los ostiolos, cada una de las cuales presenta una vdlvula que
impide su regreso. El sistema arterial estd bien desarrollado (47; 53).

Algunas ventajas que presenta £ clarkii como animal de leboratorio incluyen su
capacidad para permanecer en acuarios por largos periodes de tietpe sin requerir
temperatura o periodos de luz-oscuridad regulados, tampoco sistemas de filtracidn
especificos, y para alimentarlos basta con colocar en el agua pequefios trozes de
verduras, carne o insectos, ademds de que es muy fdcil manipularlos pues son animales
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muy resistentes (27). Pero las ventgjas que presenta como un posible organisme
biomonitor de aguas contaminadas son:

o Que es un organismo que habita en los cuerpos de agua dulce de distintes lugares
del mundo y que presenta un rango reducido de migracidn, por lo que podria ser
utilizado en sitios especificos de rfos, lages, ete. de diversas regiones (ventajas
como organisme centinela).

o Que es un organismo bentdnico que podria fecilitar el monitoreo de las aguas del
fondo y sus sedimentos, gran ventaja si se considera que algunos agentes
contaminantes tienden a sedimentarse (6).

o Que su ciclo de vida permite obtenerle en cualquier época del afio,

o Que es fdcall colectarlo e identificarlo.

o Que por ser una especie comestible, podria llegar a representar una fuente
importante de toxicidad para otros organismos, incluyendo al ser humano.

o Que en las branquias (drganos en contacto directo con el agua), el
hepatopdncreas (drgano metabélico principal) y la hemclinfa (fejido de
transporte) se pedrian detectar los principales biomarcadores de efecto y de
exposicion.

1.- BIOMARCADORES DE EFECTO.

Como ya se menciond, los biomarcadores de efecto son los cambios resultantes de
la exposicidn (62), y en esta categoria quedan incluidos los biomarcadores de
genotoxicidad que describen las alteraciones que sufre el DNA después de haber
interactuado con el agente téxico. Tal interaccién implica el desarrollo de cuatro fases
principales: 1) el agente téxico o alguno de sus metabolitos reaccionan con el DNA, 2) el
DNA sufre alteraciones, 3) se activa el proceso de reparacidn {capacidad de remplazar
un segmento dafiade del DNA) y 4) si la alteracién no fue reparada satisfactoriamente
permanecerd y se expresard hasta que la célula muera. Es muy importante mencionar que
si la célula llega a dividirse la alteracién serd heredada a las células hijas (24: 33).

De acuerde con la evidencia existente, los biomarcadores de genstoxicidad
representan las alteraciones resultantes del contacto entre el DNA y algin agente
téx1co que permanecen aiin después del proceso de reparacién. Su importancia radica en
que pueden ejercer acciones nocivas o letales interfiriende en la replicacién, la
transcripcidn y/o la propia reparacién del DNA ocasionondo el desarrollo de diversos
padecimientos asi come también una disminucidn de la capacidad reproductiva, ademds
del riesgo de que sean heredadas a la siguiente generacién de organismos si llegasen a
presentarse en las células reproductivas (19; 20; 33; 62). Los biomarcadores de
genotoxicidad pueden ser considerades como indicadores de enfermedad potencial (15) y
entre ellos se encuentran los microndeleos y los complejos DNA-proteinas,

Microndcleos (MN).

Durante la divisisn celular, el material genético se duplica y divide de manera
equitativa entre las dos células hijas que se producen, 5i el proceso es interrumpido o el
DNA estd dafiado entonces la distribucidn del material genético entre los nicleos de las
dos células hijas puede verse afectada y partes de cromosomas o cromosomas enteras
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pueden ne quedar incluidos en los nuevos nicleos. Cuande esto sucede, el material
genético que no se incorpora al nicleo nueve forma un micrendclee, claramente visible al
microscopio (41).

Los microniicleos son pequefias particulas suspendidas en el citoplasma celular con
caracteristicas muy particulares: se tifien igual que el nicleo principal, son de tamafio
variado {1/50 a 1/3 del diémeire del nicleo), generalmente son redendos u ovalados, si
contienen los genes reguladores son capaces de sintetizar RNA y DNA y presentan
envoltura nuclear constituida por la [dmina y los poros nucleares que pueden estar
incompletos y distribuidos de manera heterogénea (45).

La evidencia experimental indica que son seis los procesos que pueden dar origen
a los micronlicleos. La produccion de fragmentos acéntricos, cromosomas multicéntrices
y cinetocoro y huse mitdtico dafiados son procesos que dependen de la realizacidn de una
mitosis; en cambio, la cariorresis y las protuberancias nucleares (“broken eggs” ¢
"budding nuclei”) no la requieren (Fig. 14) (45).

Fragmenios acéntricos Micronticleos

= 0t

ol = [ ]
Cromosomas nulticéntricos

——e

Cinetocoro dafiado

= — @
e

Huso mitttico dafiado

,
=

Cariorpresis
@, @0
@ @

Protuberancia nuclear

..-—+0

Fig. 14 Posibles procesos que dan origen a los microndcleos (45).

Los fragmentos acéntricos son fragmentos cromosdmicos que, por carecer del
centrémero (y del cinetocoro), no pueden unirse a las fibras del huso mitético y si no se
unen a otra cromdtida no se integrardn en los nicleos de las células hijos. La lesidh que
origina a los fragmentos acénfricos se desconoce. Los cromosomas multicéntrices
pueden unirse en diferentes puntos del huso y ser atraidos por los polos opuestos, pero
las cromdtidas no podrdn moverse y no serdn integradas en los células hijas. Otra
posibilidad es que los cromosomas formen un puente anafdsico que, al romperse, genere
fragmentos no integrados. Para que las cromdtidas puedan ser atraidas por los polos del
huso mitétice necesitan adherirse a sus fibras a través de un cinetocoroe intacto, pero si
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este estd daflado, el proceso no puede realizarse y las cromdtidas no podrdn integrarse
en los nicleos de las células hijos. Finalmente, si las fibras del huse mitdtico estdn
defiadas, los cromosomas no podrdn distribuirse adecuadamente (estos microniicleos
tienen uno o mds cinetocoros indicando que estdn formados por cromosomas completos)
(45).

La cariorresis se da cuando la célula muere v el nicleo se desintegra formando
fragmentos que parecen micronicleos. Las protuberancias nucleares surgen cuande la
envoltura nuclear presenta un brote de cromatina que puede o no separarse del nicleo
(45).

Ambos procesos son descalificados por varios autores porque los eventes que
dependen de la realizacidn de la mitosis indican que el DNA no estd siendo atterado por
la sefial bioquimica de inicio de apoptosis (muerte celular), mientras que la cariorresis
representa el dafio que sufre el DNA causade por la sefial de apoptosis. Ademds, las
protuberancias nucleares manifiestan un brote de cromafina perc no garantizan que se
separe, por lo que no es posible distinguirlas de un microntcleo en un procese de
formacidn o reintegracidn {45).

Los criterios para identificar a un micronticleo son: un gran parecido con el nicleo
celular pero de menor tamara, DNA positives, de forma redonda u ovalada y con el borde
bien definido, no refractiles, coplanares con el nicleo, de 1/50 a 1/3 del didmetro del
nicleo y, para algunos autores, la demostracidn del proceso mitético (45).

Entre las desventajas que presenta la prueba de los microndcleos estdn el
requerimiento de tejide en proliferacién, la variacidn en la frecuencia basal de células
del mismo tejido, el origen heterogéneo de los micronicless, la no detecciéh de
mutaciones puntuales o aberraciones cromosdmicas ¥ que la simplicidad de la prueba
implica una alta probabilidad de error (confundir microndeleos con diferentes particulas,
no contabilizar microniicleos escondide por debajo o por encima del nicleo, etc¢.). Pero
las ventajas implican que es un ensayo rdpide, sencillo, econdmico, aplicable a cualquier
tejido en proliferacién (fdcil de obtener), que permite identificar clastégenas y otros
mutdgenos, que no se requiere el uso de quimicos auxiliares ni equipo sofisticado, que
permite una gran versatilidad en la eleccién del protocelo en cuanto a la edad de los
organismos (i vive) y al mecanismo de admirustracidn de la sustancia a evaluar, que el
tiempo de ensayo es de una generacidn, que el material biolégico puede almacenarse para
un andlisis posterior y que es una prueba (til en el laboratorio y en el campo (3).

La prueba de micronticleos puede ser aplicada en la deteccidn de agentes
mutagénicos y carcinogénicos, en la prediccién de la frecuencia de aberracienes
cromosdmicas, en el diagndstico de riesge embrionario, en el diagndstico de
enfermedades genéticas, en la investigacidn de riesgo por radiaciones, etc. pues los
microniicleos manifiestan la induccidn de dafio cromosdmico y esto puede tener graves
implicaciones, por ejemplo: cdncer, infertilidad, defectos de nacimients o muerte fetal,
entre otras (41).

La hemolinfa del acocil Procambarus clarkii puede ser uno de los tejidos mds
apropiados para evaluar genotoxicidad con la prueba de microndcleos porque ademds de
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ser un tejido en proliferacién, es de fdcil identificacidn, de fdcil obtencidn, de fdcil
manipulacidén y de fdcil procesamiente e identificacién al microscopio,

Complejos DNA-proteinas (DPC).

Las unicnes entre el DNA y algunas profeinas come ias histonas, las DNA
polimerasas, girasas, helicasas, nucleasas, ligasas, etc. son necesarias para que el
material genético se organice y funcione adecuadamente (24). Sin embargo, el DNA es
una molécula altamente reactiva que puede interactuar con otro tipo de proteinas
generando alteraciones estructurales y funcionales dafiinas para la célula (36). Estas
uniones se denominan aductes, entrecruzamientos o complejos DNA-proteinas (Fig. 15) y
representan impertantes lesiones genctdxicas porque, ademds de ser producidas por la
interaccién entre el DNA y algin agente tdxico o alguno de sus metabolitos, pueden
afectar los procesos de replicacién, transcripcidn y/o reparacion (14).

Fig. 15 Simulacién de un complejo entre el DNA y una proteina (30)

Dentro de los agentes inductores de DPC estd el cromo hexavalente y, come ya se
menciond, se cree que tiene dos mecanismos de accidn: a través de sy forma trivalente o
a través de los radicales libres producidos durante su reduccidn (23; 55; 56).

Se piensa que la forma trivalente puede ser la que induce los enlaces entre las
proteinas y el DNA, pues la evidencia experimental i vivo e in witre sefala que la
frecuencia con que éstos se presentan estd directamente relacionada con la proporcidn
del cromo trivalente en las células (16; 24: 56; 66). También existe la posibilidad de que
el cromo hexavalente genere DPC incrementando la formacidn de radicales oxigeno en
las células durante el proceso de reduccién (Fig. 8) porque este evento puede causar la
oxidacidn de los aminodcidos y dcidos nucléicos favoreciende su interaccidn (35; 48; 65).

La eficiencia del cromo trivalente para unir proteinas con el DNA depende, en
parte, de los residuos de amunedcidos que tenga la proteina pues hay especial afinidad
por la glicina, la cisteina, la histiding, la tirosina, la metionina y el dcido glutdmico (16;
56). Dentro de las proteinas enfrecruzadas por el cromo se han identificado las
proteinas de la matriz y de la ldmina nuclear (65).

En condiciones normales, las uniones entre el DNA y las proteinas se dan a través
de puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals, uniones de baja energia que se
rompen y se forman continuamente (24). Pero cuando se trata de complejos DNA-
proteinas inducidos por el cromo, los eniaces sen muy fuertes y cinéticamente inertes
(16), son enlaces electrostdticos de tipo idnico (48),

Se ha reportado que el cromo puede inducir DPC en hepatocitos de embridn de
pollo y en diversos tejidos de rata, y que los DPC inducidos por cromo son relativamente




persistentes en las células y no se reparan rdpidamente pudiendo permanecer en el rifion
de rata por mds de 40 hrs, después de la exposicién (48).

Aunque el significado bioldgico de los DPC ha sido poco estudiado, existen
diversos esfudios que apoyan el interés en proponer a los DPC como biomarcadores de
efecto en la exposicidn a compuestos genotéxicos pues representan uno de los efectos
primerios en Yejidos blanco (48).

El hepatopdncreas puede ser considerado como un tejido apropiade para evaluar
la formacidn de complejos ONA-proteinas porque es el drganc que realizard ef proceso
metabdlico del crome y esto implica que ahi se reducird incrementando la probabilidad
de interaccidn entre el DNA de los hepatocitos y el crome o sus radicales. Las branquias
también pueden ser consideradas como un drgano apropiado para evaluar DPC porque
estdn en contacto directo con el ngua y esto implica que los niveles de cromo pueden ser
mayores que en otro drgano,

2.- BIOMARCADORES DE EXPOSICION:

También se ha mencionado que los biomarcadores de exposicion son los que
indican la magnitud de la exposicién a la que estd sometida el organismo sin dar
informacién contundente sobre los efectos adverses (62), en este sentido, evaluar la
presencia del cromo en las branquias podria considerarse como tal.
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2. JUSTIFICACION

Este es un estudio de exposicidn aguda que busca desarrollar una estrategia
metodoldgica que permita evaluar el dafio genotdxico ocasionado por el dicremato de
potasio (Cr VI) sobre el acocil Procambarus clarkii, e investigar su potencial como un
organismo biomonitor de agentes genotdxicos en agua dulce contaminada. Para ello, los
animales fueron expuestos a diferentes concentraciones de dicromato de potasio
evaluando dos pardmetros distintos de genotoxicidad, la formacidn de microndcleos en
las células de la hemolinfa y la induccidn de complejos DNA-proteinas tanto en branquias
como en hepatopdncreas. De manera complementaria evaluamos la presencia del cromo
en las branquias.

a) Hipdtesis.

El dicromato de potasio induce la formacidn de microntcleos en las células de la
hemolinfa y de complejos DNA-proteinas en las branquies y en el hepatopdncreas del
acocil P. clarkii, mientras que el cromae se incorpora en las branquias.

b) Cbjetivos.

General:

Evaluar el dofio genotdxico presente en acociles expuestos a diferentes
concentraciones de dicromato de potasio, asi como también la presencie det metal en las
branquas para correlacionar los efectos observados con las concentraciones de
exposicién.

Particulares:
> Determinar la frecuencia de micrendcleos en célules de la hemalinfa.

» Cuantificar el porcentaje de DNA involucrado en la formacién de complejos
DNA-proteinas en células del hepatopdncreas y de las branquias.

» Cuontificar la concentracidn final de ¢cromo presente en las branquias.

> Correlacionar la toxicidad observada, la presencia del cromo en las branquias y
fas concentraciones de exposicién,




3. MATERTAL Y METODOLOGIA

Se utilizeron 30 acociles adultes de la especie Procambarus clarkii, todos machas
similares en peso (=~ 27 g} y tamafio (= 10 cm) para asegurar semejenza en la edad y
reducir el ndmero de variables generando la mayor homegeneidad posible. Los animales
fueron colectados cerca de Ciudad Jiménez en el estado de Chihuahua al norte de la
Repdblica Mexicana y, antes de comenzar la experimentacién, permanecieren dos
semanhas en acuarios de pldstico con agua de la llave, con ciclos naturales de luz y
oscuridad y a temperatura ambiente (15-20°C) para su aclimatacién a las condiciones
naturales del laboratorio. Se les aliments con pequefias porciones de zanahoria (50).

La fase experimental consistid en formar 3 grupos de 10 acociles cada uno, un
grupo testigo y dos grupos expuestos a 200 y 460 pg de dicromato de potasio por iitro
de agua de la llave, respectivamente. Las concentraciones fueron elegidas en funcién de
los resultados obtenides en ensayos previos y de los reportados para peces por Al-Sabti
y Lépez (3: 37). La exposicién fue continua (sin recambios) y la alimentacidn igual que
antes.

Después de 12 hrs de exposicidn (tiempo elegido arbitrariamente), 5 acociles de
cada grupo fueron inmovilizades en frie (colocdndolos en hielo) para luego extraer las
branquias y el hepatopéncreas y determinar la induccién de complejos DNA-proteinas.
Los 15 acociles restantes se sacrificaron a los 7 dias de exposicidn (3) para determinar
nuevamente la induccién de complejos en los mismos drganes, y también la frecuencia de
microndcleos en la hemolinfa y la presencia del cromo en las branguias.

a) beterminacién de micronticleos en células de hemolinfa

Basdndonos en la metodolegia de Bolognesi (8) y aplicando las medificaciones
pertinentes, primero se extrajo la hemolinfa con una micropipeta (1.5 a 2 ml), se diluyé
en un volumen igual de ringer de Van Harreveld (ANEXQ) y se centrifugd a 170 x g
durante 10 min. Después se removié el sobrenadante y el botén conteniende los
hemocitos se resuspendié en 1.5 ml de fijador {(ANEXQ) permaneciendo asi por 20
minutos., Se centrifugé nuevamente a 170 x g duranfe 10 min, se desechd el
sobrenadante y el botén se resuspendid en 1.5 ml de fijador, Una vez obtenida la
suspensién celular, se goted sobre luminillas que se dejaron secar al aire toda la noche
para luego aplicar la tincidn de Feulgen. €l proceso consistié en hidrolizar cada laminilla
con dcido clorhidrico 1 N a tfemperatura ambiente por 5 mun, hidrolizar nuevamente con
deido clorhidrice 1 N pero a 60 °C por 10 min, lavar con agua destilada durante 5 min,
tratar con el reactivo de Shiff durante 1 hr, enjuagar con agua corriente y secar a
temperatura ambiente. Si se desea, el citoplasma puede ser contrastado con verde
rdpido por 10 s, lavando con egua corriente y secando a temperatura ambiente (46).

Para determinar la frecuencia de micronicleos se observaron las lammillas al
microscopio éptico (100X) analizanda un tatal de 3000 células por acocil,




b) Determinacién de comple jos DINA-proteinas en células de branquias y hepatopdncreas

Se utilizé la metodelogia descrita por Costa {17} con las modificaciones de Galvén
(24)y Ramirez (48), que consiste en oblener y aislar los complejos DNA-proteinas (DPC)
a parhir de un homogenado tisular enriquecide con nidcleos celulares.

Una vez extraidos las branquias y los hepatopdncreas se homogenizaren con 4 ml
de buffer de sacarosa (ANEXO) cada unoc. La mitad de los homogenades branquiales
permanecié en congelacién hasta la determinacién de cromo, mientras que la otramitad y
los homogenados del hepatopdncreas se filtraron con una gasa, se aforaren a 20 ml con
el mismo buffer y se centrifugaron a 700 x g durante 10 min a 4 °C, Los sobrenadantes
se desecharon y los botones, conteniendo los nicleos celulares, fueron resuspendidos en
500 ul de solucién A (ANEXO) y congelados a -70 °C por 24 hrs. Se descongelaron en
bafio maria a 37 °C y, después de tomar una muestra para determinar, mds adelante, el
contenido total de DNA, se pasaron 4 veces por un aguja # 21 para promover la
fragmentacién de! DNA. Posteriormente se les agregaron 500 pl de sotucién B (ANEXO),
se agitaron en el vértex por 5 s a mdxima velocidad, se incubaron por 10 min a 65 °C, se
invirtieron 3 veces, se colocaron en hiefo por 5 min vy se centrifugaron a 10 000 x g
(centrifuga eppendorf) durante B min a 4 °C, se removid el sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en 1 ml de solucién € (ANEXO) agitando levemente. La
incubacién, fa centrifugacidn y la adicién de selucidn € se repitieron 3 veces. Después de
la dHima centrifugacidn, los sobrenadantes fueron removidos y los botones
resuspendidos con 150 pl de solucién D (ANEXO) y 15 ul de proteinasa K (ANEXO) y se
dejaron incubando por 3 hrs a 50 °C. Pesteriormente a cada muestra se le agregaron 25
ul de albimina (ANEXGQ), se mezclaron, se dejaron ihcubande 3 min en hielo y se
centrifugaron a 12 000 x g (centrifuga eppendorf) durente 10 min a 4 °C para,
finalmente, recuperar los sobrenadantes.

Para establecer el porcentaje de DNA involucrado en los complejos con las
proteinas, se determind la cantided de DNA presente en cada muestra por
cuantificacidn de fluorescencia (32). Todas las muestras junto con un tubo “blanco” se
incubaron en la oscuridad per 10 min con el colorante de Hoechst (ANEXQ), los datos
obtenidos se interpolaron en una curva patrén de DNA previamente establecida, se
calcularon los equivalentes de DNA en nanogramos y se establecieron dichos porcentajes
a partir del DNA total presente en las aficustas tomadas previamente a la
fragmentacidn con la jeringa.

La mitad del homogenado branquial que permanecié en congelacién a <70 °C fue
utilizada posteriormente para determinar la presencia del metal,

¢) Determinacién del cromo presente en las branquias

Basdndonos en la metodologic descrita por Almar (2; 28), el homogenado
branquial (proveniente de la determunacién de DPC), previamente descongelado, fue
digerido con 4 mi de perdxido de hidrégeno af 50 % y 4 ml de deido nitrico concentrado
para degradar todas las particulas orgdnicas, Las muestras se colocaran en una parrilla
(500 °C}) hasta obtener la fase séhda. Después de la evaporacidn, el residuo inorgdnico se
digolvid en 2 ml de dcide clorhidrico al 1.5 %, se aford a 10 ml con el mismo deide y cada
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solucidn se filtré y se congelé a -20 °C hasta la realizacién de la siguiente etapa
experimental. Esta consistié en medir la concentracion total de cromo en un
espectrofotémetro de absorcidn atémica (Il 257, 0.05 ppm), usendo una flama de éxido
mitroso-acetileno y una longitud de onda de 2=357.9 nm. Estas determinaciones se
hicieron en el Laboratorio de Quimica Analitica del Institute de Geofisica bajo la
direccidn de la Dra. Maria Aurora Armienta Herndndez.

d) Andlisis estadistico

Una vez obtenides todos los resultados, se determinaron fos promedios, las
desviaciones estdndar v los errores estdndar. Se utilizé un andlisis de varianza de una
sola via (ANGVA) con el programa computacional SigmaStat (Windows 1.0) para evaluar
el efecto del dicromatoe de potasio, Para estimar si las diferencias entre cada grupe eran
significativas se utilizé la prueba de Dunnett con un nivel de significancia de p < 0.05.
Con ¢l pragrama computacional GraphInplot (Versién 4.03 1992) se realizaron las
correlaciones entre las concentraciones y los efectos.
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4. RESULTADOS

Como puede observarse en la Fig. 16, el dicromato de potasio indujo fa formacién
de micronticleos de manera proporcional a las concentracicnes de exposicién, pues la
proporcién de células micronucleadas incrementé conforme lo hizo la concentracidén de
dicromato de potasio en el agua. Se observa una frecuencia basal (0.06) que es superada
por las frecuencias obtenidas en los acociles expuestos a 200 y 400 ug (0.33 y 0.73),
Las diferencias entre cada grupoe son significativas estadisticamente (p = 0.01).

Tabla 2. Microndcleos en la hemolinfa,

Frecuencta | Promedio | Sd Se
cl 0 006 | 014 [0086 °
c2 o £
Q
3 g
=
c5 0.33 P
200-1 0 033 023 Ol =4
200-2| 033 ey
200-3] 0.6 =
200-4] 033 = 0 200 400
200-5| 0.33
:gg-; 0.133 073|043 | 015 1g KeCr207/ L
400-3] 033 . ; .
a004] 133 Fig. 16 Microndcleos en la hemolinfa.
400-5] 0.6
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Fig. 17 Célula hemolinfética micronucleada,

En la Fig. 18 puede aprecarse que la concentracién de cromo acumulado en las
branguias también aumentd de manera proporcional a la concentracidn de exposicidn. Las
diferencias entre cada grupo son significativas estadisticamente (p = 0.001),
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Tabla 3. Cromo en las branguias.

ph / g| Promedio | 5d | Se
Q o Q
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400-4 063 Fig. 18 Cromo en las branquias.
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Para investigar la relacién entre los biomarcadores de exposicién y de efecto, se
realizé una correlacién entre la frecuencia de micronicleos y la cantidad de cromo
presente en las branguias. En la Fig. 19 se muestra la correlacién entre ambos
pardmetros. Puede observarse que existe una relacién de tipo lineal (p = 0.01 y r = 0.64)
pues, al aumentar la concentracion de exposicién, aumentan la acumulacién de cromo en
las branquias y, en consecuencia, la frecuencia de micronicleos en las células de la

hemolinfa.
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Fig. 19 Correlacién.
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Las Fig. 20 y 21 muestran que la induccién de complejos DNA-proteinas no fue
significativa en ninguno de los tratamientos y en ninguno de los tejidos estudiados.

Tabla 4, Hepatopdncreas (12 horas), Tabla 5. Hepatopdncreas (7 dias).

% DNA | Promedio | Sd | Se % DNA | Promedio | $5d | Se
€1 | 007 | 034 |02]009 ot | 141 | 122 |066/029
cz | 024 cz | 066
c3 | 631 €3 | 045
c4 | 047 c4 | 206
c5 | oel €5 | 154
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Fig. 20 Compleyjos DNA-proteinas en el hepatopdncreas.
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Tabla 6. Branquias (12 horas),

Tabla 7. Branquias {7dias).

% DNA | Pramedio | 5d | Se % DNA | Promedio | 5d | Se
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Fig. 21 Complejos DNA-proteinas en las branquias
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5. DISCUSION

Se ha establecido que el uso de los organismos biomonitores es una aproximacidn
cientifica muy vdlida para evaluar el efecto que pueden generar diversas sustancias
téxicas sobre los seres vivos, pues se pueden obtener datos cuantitativos que permitan
desarrollar modelos matemdticos para investigar la relacién entre la exposicion y el
efecto bioldgico, otorgando la posibilidad de predecir su impacto (28).

En este trabajo se analizé el potencial del acocil Procambarus clarkii como un
posible organismo biomonitor, y se encontraron datos cuantitatives que afirman que, de
manera similar a lo observado en células de peces (37) y de mamiferos (48), el crome
también es un agente genotéxico para este invertebrado. Mds aiin, la induccién de
microndcleos en £, clarkiiy €. auratus (peces) se observé en concentraciones similares.
Esto indicaria que ambas especies (y tal vez ambos grupos taxondmicos) podrian tener
una sensibilidad parecida. Esta informacidn resulta relevante en la determinacién del
riesge, cuendo se calculan los niveles en donde no se detectan efectos adverses (NOAEL
y NAEL).

La presencia de microntdcleos en las células hemolinfdticas dependid directamente
de la concentracidn de crome presente en el agua, ya que la frecuencia aumentd
conforme lo hizo la concentracién de expoesicién (Fig. 16). Asimismo, el dafio cromosdmico
correlacions de una manera lineal con la cantidad de crome determinada en las branquias
{Fig. 19). Esto era de esperarse puesto que la hemolinfa circula constantemente por las
branquias y de esta manera los hemocitos podrian quedar expuestos a los agentes
xenobidticos.

También se encontré una relacidn directa entre las cantidades de cromo
presentes en el agua y en las branguias, pues al aumentar la presencia del dicromate de
potasio en los acuarios también aumenté la cantidad del metal en las branquias de los
acociles (Fig. 17). Estos resultados son similares a los publicades por Herndndez (28) en
donde encontraren una acumulacién preferencial de cromo VI en las branquias de A
elarkil,

A diferencia de lo observado en higado de ratén (24), no encontrames un
incremento en el porcentaje de complejos DNA-proteinas en el drgano equivalente de £.
clarkii el hepatopdncreas (come drgano metabélice), tampoco en las branquias {como
drgane filtrader) (Figs. 19 y 20). La explicacidn puede deberse a que la metedelogia
utilizada fue descrita para sistemas in wiro con células de mamifero (17; 24: 44}y,
aunque realizamos modificaciones pertinentes, éstas no pudieron superar la diferencia
que mplica el utilizar células de un invertebrade i vive. Eliminande la responsabilidad
del error metodalégico, la explicacidn podria estar en la propia cinética de induccién de
los DPC, que seria diferente en este invertebrado. Se postula que la aparicién de los
entrecruzamientos requiere un incremento en los radicales libres producidos durante la
reduccién del cromo hexavalente y que la reduccicn se realice en proximidad con el DNA,
pero si el aislamiento de los DPC ocurre ontes o después de que se han elevado los
niveles de moléculas reactivas o el proceso de reduccidn se da a distancia del DNA,
entonces la probabilidad de detectarlos seria muy baja ya que, citando a Ramirez (48)
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los DPC se pueden reparar disminuyendo progresivamente hasta regresar a los valores
control, incluso en las primeras 24 horas de tratamiento. Para resolver este problema
habria que conocer con mds detalle el metabolismo del cromo en esta especie, y entones,
investigar el tiempo de formacidn y remocién de DPC en los tejidos mencionados.

Si bien, no pudimos demostrar un efecto directe al ADN, como lo es la presencia
de DPC, si encontramos evidencias de que el cromo induce dafio cromosdmico. El origen
de fos microntcleos, como se menciond previamente, se debe a alteraciones en la
distribucién de los cromosomas o a la existencia de fragmentos cromosémicos que no se
incorporan al ndcleo principal. Estos eventos ocurren durante la division celular y no
pueden ser reparados (a diferencia de los DPC) lo cual nos ofrece una ventana de mayor
eportunidad para visualizarlos.

La capacidad del acocil Procambarus clarkii para indicar efectos genotdxicos no
habia sido estudiada hasta ahora, por lo que resulta de gran importancia el conocer su
respuesta ante una sustancia que se encuentra presente en gran cantidad de descargas
indusiriales que, finalmente, se vierten sin previo tratamiento en los cuerpos de agua.

Los datos obtenidos en este trabajo permiten afirmar que P. clarkii puede ser
utilizado como un organismo biomonitor de compuestos genotdxicos derivados del crotmo
hexavalente. Esta especie {asi como probablemente otras especies de acociles) ademds
de presentar diversas ventajas como animales de laboratorio y de campo {previamente
mencionadas) poseen uha cantidad suficiente de células hemolinféticas dende resulta
factible implementar el ensayo de microndcleos, Esta prueba ha sido ampliamente
validada y es uno de ios ensayos requeridos por las agencias internacionales en los
estudios de toxicidad i vivo (26). Por estas mismas razones, se cuenta con una gran
base de datos en numerosas especies y sistemas de prueba, sin embargo este trabajo
parece ser el primero en utihzar este ensayo en acociles.

Debido al escaso requerimiento de equipo, la prueba de MN resuita muy adecuada
para el trabajo de campo. En el caso de la determinacién de la concentracién de cromo
en branquias, si bien se requiere de un espectrofotémetro de absercién atdmica, la
metodologfa empleada no es complicada y puede realizarse baje la supervisién adecuada.

Lo anterior indica que el acocil Procambarus clarkii es un sistema biolégico
apropiade para el menitoree ambiental porque permite realizar evaluaciones de manera
sensible, econdmica, eficiente, rdpida y confiable. Sin embargo, es necesario mencionar
que uno de los mayores retos de la ecotoxicologia es desarrollar la habilidad de
extrapolar los dafos obtenidos en el laboraterio a la estructura y funcionamiento del
ecosistema real (dilema laboratorio-campe) (33) por lo que también resulta necesario
realizar pruebas i sifu para corroborar nuestra propuesta,
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6. CONCLUSIONES

La presencia del cromo hexavalente en las branquias estd directamente relacionada
¢on las concentraciones de exposicidn.

El cromo resultd ser un agente inductor de micrenticleos en P clarkii de manera
similar que para otras especies (peces y mamiferos).

Al aumentar la presencia del cromo en las branquias del acocil también increments la
frecuencia de microndcieos en las células de la hemolinfa.

No encentramos induccidn de complejos DNA-proteinas en ninguno de los tejidos y
en ninguno de los dos tratamientos, por lo que podemos suponer que la metodologia
utilizada no fue la adecuada, que los DPC no se indujeron o que fueron reparados

£, clarkii demostré ser un organismo que puede emplearse como organisma centinela
de compuestos genotdxicos presentes en cuerpos de agua dulce,

Aungue trabajar con animales #r vivo puede generar respuestas mds dificiles de
interpretar, proporcionan una respuesta integral del sistema bicldgico.
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7. PERSPECTIVAS

Identificar el contenido de los microndcless utilizando, por ejemplo, la hibridacidén i
sty por fluorescencia (FISH),

Automatizar el conteo de microniicleos (45).

Establecer [a frecuencia de microndcleos en cada uno de los tres tipos celulares de la
hemolinfa con la técnica propuesta por Smith-Sederhall (54) para diferenciarlos.

Establecer la metodologia adecuada para la identificacidn de los complejos DNA-
proteinas, incluso, determinar el tipo de proteinas participantes usando, por ejemplo,
distintos anticuerpos que puedan seguir a las proteinas durante el entrecruzamiento
(24; 48).

Comparar los resultados de esta investigacién con otros biomarcadores como:
diversas aiteracicnes en el cicle celular, la inhibicién de sintesis de DNA, la sintesis
no programada, el dafie germinal, etc.

Redlizar pruebas in situ para corroborar la capacidad del acocil Procambarus clarki
como un organismo biomonitor de compuestos genotdxicos presentes en aguas
contaminadas.

Aungue analizamos la magnitud y la via de exposicidn, algunos de los efectos adversos
y la relacidn entre la exposicién y los efectos abservados, faltaria analizar los
mecanismos de accidn, la reversibilidad de la respuesta tdxica, los factores que
puedan modificar la toxicidad y extrapolar los resultados a niveles superiores de
organizacidn biclégica.
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8. ANEXO

Tabla 8. Lista de reactivoes.

Ringer de Van Harreveld:

Nacl 51.3 mM

kel 1.3 mM

Cacl, 34 mM

MgCls 03 mM

Aforar ¢ 100 ml con ague destilada y ajustar el pH = 7.5.
Fijador:

Metanol - eido acético (3:1),

Buffer de secarosa con inhibidores:

Sacarosc 032 M
Tritén X-100 1%

Mgll; 5 mM
Tris-HCl 10 mM

Azida de sodio 30 ml (disolver 0.000975 g en 30 ml de agua destilada)
PMSF 10 mi {disolver 100 mg en 10 ml de isopropancl)

Aforar a 1000 ml con agua destilada v ajustar pH = 7.4,

Selucion A:

5bs 2%
PMSF 1 mM
Tris-HCl 20 M

Aforar a 100 ml con ugua destilada y ajustar pH = 7.5.

Solucidn B:

Kel 200 mM

Tris-HCI 20 mM

Aforar a 100 ml con egua destilada y ajuster pH = 7.5,

Solucidn €:

Kl 100 mM

Tris-HCl 20 mM

Aforar a 100 ml con agua destilada y oyustar pH = 7.5.

Solucién D:

Xc 100 mM
Tris-HC) 100 mM
EbTA 10 mM

Aforar a 100 ml. con agua destilada y ajustar pH= 7.5,

Proteinasa K:
Disolver 2 mg en 1 ml de agua destilada.

Albdmina (BSA):
Disolver 4 mg en 1 ml de agua destilada.

Hoechst:
Disolver 1 mg en 1 m! de agua destilada y aforar a 50 ml,

ESTA TESIS NO SALY
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