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Ensayo de toxicidad aguda CL50-96h con acetato
de cadmio y parimetros hematolégicos en el hibrido
cultivado Colossoma macropomum x Piaractus
brachypomus

Rosa Visquez', Asmine Bastardo® e Inés K. Mundarain'

RESUMEN

Se determiné la concentracion letal media del acetato de cadmio en el
cachamoto cultivado (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus).
mediante una prueba de toxicidad aguda realizada en bioensayos estaticos a
96 horas (CL50-96h). Se evaluaron los principales efectos del contaminante
sobre la estructura de estos organismos acuaticos a corto plazo y en los
parametros hematoldgicos. Para tal fin se utilizaron alevines de cachamoto
con un promedio en peso de 4 g y de longitud estandar de 9 cm. La
concentracién letal media del acetato de cadmio para el cachamoto fue de
22.96 mg/l en 96 h y se observaron los siguientes biomarcadores externos:
Nado letérgico en la superficie, exoftalmia, hipersecrecion mucosa, opacidad
de la cornea, cambios en la pigmentacién de la piel, asfixia, hemorragia en
los ojos y opérculo. deshilachamiento de las aletas y acumulacion de liquido
en la cavidad abdominal. Los efectos del acetato de cadmio sobre los
parametros hematologicos del pez se evidenciaron en una significativa
disminucién del hematocrito y de la concentracién de hemoglobina en todas
las concentraciones utilizadas.
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Test of acute toxicity CL50-96h with cadmium acetate
and hematological parameters in the farmed hybrid Colossoma
macropomum x Piaractus brachypomus

SUMMARY

The mean lethal concentration of cadmium was determined in alevines of
cachamoto (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomus) using
cadmium acetate in acute toxicity tests based on static bioassays of 96 b
(LC50-96h). The main short time effects of the pollutant were evaluated or
the structure and on some hematological parameters of these fish. Animal
hadameanweightof4gands!mdardlcnglhof9 cm. Mean lethd
concentration of cadmium acetate for cachamoto was 22.96 mg/l in 96 h, a8
the following external biomarkers were observed: lethargic swimming in th
surface, exophthalmia, mucus hypersecretion, corneal opacity, changes &
skin pigmentation, asphyxia, hemorrhage in eyes and operculum, unravelin
of fins, and accumulation of liquid in the abdominal cavity. Cadmium aceta
offects on fish hematological parameters showed a significant reduction
hematocrit and hemoglobin concentration in all of the tested concentrations.

Key words: cadmium, toxicity, LC50-96h, hematological parameters, (al
river.

INTRODUCCION

Los metales pesados estan considerados como serios contami
del ecosistema acuatico. Muchos de estos compuestos no biodegradab
absorbidos y acumulados por los peces e incorporados en la trama trof
causando problemas latentes de salud en uno de los mas importar
consumidores finales: el hombre (Figueroa, 1998). Los peces son u iliza
cada vez con mayor frecuencia como modelos para trabajos experimenta
pues su pequeiio tamafio y la rapida reproduccion los hacen particularm
idoneos para las mas variadas prucbas, especialmente como animales
prueba en investigaciones de toxicologia y el monitoreo de la conta NNz
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del medio acuatico. Ademas, los costos en términos econoémicos y biologicos
pueden ser reducidos mediante el uso de pequefios peces de acuario en
estudios de toxicidad (Domitrovic, 1997), los cuales presentan diferentes
patrones de acumulacion, dependiendo del metal, de la concentracion en el
medio y del tiempo de exposicién (Eisler et al., 1972).

Los bioensayos han sido el método tradicional para documentar la
presencia o ausencia de efectos aparentes de los contaminantes sobre los
sistemas vivos. Las pruebas letales o toxicidad aguda (CL50) permiten
evaluar los principales efectos de los contaminantes sobre la estructura de los
organismos o de las poblaciones acudticas a corto plazo (Calabrese ef al.,
1977). Los métodos mas utilizados en estudios de contaminacion son los de
cardcter fisicoquimico ¢ hidrobiolégico; un enfoque intermedio lo brindan los
bioensayos en laboratorio que establecen un puente entre €stos procesos
(Vargas-Boldrini, 1994) y documentan la presencia o ausencia de efectos
aparentes de los contaminantes sobre los sistemas vivos (Davis, 1977). Uno
de los efectos biologicos mas comunes s¢ presenta en los parametros
hematologicos (Zelikoff et al., 1995), los cuales son de gran utilidad debido a
que indican, con relativa rapidez, cualquier perturbacion fisiologica que
afecte la salud de la poblacién piscicola.

El hibrido cultivado Colossoma macropomum x Piaractus
brachypomus, (Cachamoto) tiene una importancia relevante en el ambito
econémico ya que es uno de los peces mas cultivados en Venezuela. Esta
especie se cultiva de manera intensiva en el rio Caroni, cuerpo de agua que
recibe un aporte importante de las aguas servidas de Ciudad Guayana, estado
Bolivar, las cuales contienen cadmio. Wedemeyer y Wood (1974)
propusieron que el agua destinada a contener peces debe reunir entre oftras
caracteristicas valores de cadmio no mayor de 0,003 mg/l. Las normas para
Jla clasificacion y control de la calidad de los cuerpos de agua y vertidos 0
efluentes liquidos de Venezuela (Decreto 883, Gaceta Oficial N° 5.021, 1995)
clasifica las aguas como las del rio Caroni en tipo 4, en las cuales los metales
deben estar en concentraciones no detectables, segun los métodos aprobados
por el Ministerio de Ambiente. La EPA (Environmental Protection Agency)
de EEUU establece que el contenido de cadmio en aguas naturales no debe
sobrepasar 0,0lmg/l. Ain cuando las aguas naturales no superan las
concentraciones empleadas normalmente en los ensayos agudos de toxicidad,
es bien sabido que la bioacumulacién del cadmio en los peces produce
malformacién de la estructura ésea y desoérdenes en el sistema nervioso
(Roberts, 1989). De aqui la importancia del estudio de las respuestas de la
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ictiofauna expuesta a la toxicidad de metales pesados, como el acetato de
cadmio, que permita obtener una informacion de referencia aplicable a los
estudios de toxicidad en peces cultivados en esta aguas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron alevines del hibrido cultivado C. macropomum x P
brachypomus, denominado cachamoto, con un peso aproximado de 3-5 g y
una longitud estindar de 8-10 cm. Los alevines fueron seleccionados
uniformemente en relacion a la edad, talla y peso. sin discriminacion de sexo.
Se recolectaron ejemplares aparentemente sanos de cachamoto de las jaulas
de engorde de la piscifactoria flotante de Macagua (Fundacion La Salle de
Ciencias Naturales), ubicada en la margen izquierda del embalse ¢
Macagua, rio Caroni, estado Bolivar. Los alevines fueron capturados
individualmente mediante anzuclo y nylon para disminuir el
Inmediatamente fueron transportados en bolsas plasticas con 6 1 de agua
saturada de oxigeno y selladas con bandas de caucho a la Estacion de
Investigaciones Hidrobiologicas de Guayana, perteneciente a la Fundacid
La Salle de Ciencias Naturales, ubicada en San Félix, estado Bolivar. Los
peces fueron sometidos a un periodo de aclimatacion de una semana, en
condiciones de laboratorio y se alimentaron dos veces al dia con puricachama
(Ralston Purina®) con un contenido proteico de 25%. La racién suministrada
fue calculada basiandose en la biomasa (Pillay, 1997). Un dia antes de inicias
la prueba, se suspendié la alimentacion con el fin de evitar interferencia d¢
esta en los resultados (APHA, 1976). '

Preparacion de la solucion madre

Previo al inicio del experimento se preparé una soluciéon madre col
acetato de cadmio, (CH;COOQ),Cd2H,0, con una concentracion de 1.00
mg/l, la cual fue diluida en los acuarios hasta alcanzar la concentraci@
deseada (Prieto ef al., 1998).

Prueba de biodegradabilidad
Se realiz6 una prueba de biodregradabilidad con el fin de verificar

las condiciones fisicas y quimicas con las que se efectiio el bioensay
modificaban el estado del contaminante y garantizar si el tipo de a
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utilizar no presentaba interferencia en la determinacion del contenido del
metal (APHA, 1992).

Se prepararon dos acuarios para el acetato de cadmio, en las mismas
condiciones de temperatura, aireacién y volumen de agua filtrada que el
bioensayo, con una concentracion y dos réplicas que se monitorearon a 0y 96
horas, analizadas por espectrofotometria de absorcién atémica (APHA,
1992).

Bioensayo

Después del periodo de aclimatacion de los ejemplares, se procedio
a la determinacién de la concentracion letal media (CLs,) para el acetato de
cadmio. Este tltimo fue obtenido mediante la estimacién de la mortalidad en
funcion del tiempo (Prieto et al., 1998). utilizindose un sistema estatico con
aireacion continua, en acuarios de vidrio de 70 1 y empleandose un total de 20
ejemplares en el bioensayo y divididos en las concentraciones 20, 22 y 24
mg/l de acetato de cadmio y un control (Figueroa, 1998; Domitrovic, 1997).
Se simulé un fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad durante el
experimento. Cada seis horas se monitorearon en cada acuario los pardmetros
fisicoquimicos de temperatura, pH y oxigeno disuelto. Mediante
observaciones del comportamiento y del aspecto de los peces se registraron
las modificaciones en los siguientes biomarcadores externos: cambios en la
pigmentacion, natacion erratica, hemorragias, asfixia y deterioro de las aletas.

Andlisis hematoldgico

El muestreo hematoldgico se realizo al inicio del ensayo y en cada
pez moribundo, se realizo la extraccion sanguinea de la vena caudal,
utilizando una jeringa desechable previamente heparinizada. Se determiné el
porcentaje de hematocrito, la concentracién de hemoglobina y se realizé una
evaluacién citomorfologica de la sangre en frotis sanguineos, segiin Conroy
(1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la prueba de biodegradabilidad del acetato de cadmio en
este estudio se encontrd que la evaporacion del agua produjo un aumento no
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significativo (P>0,05) en la concentracion final de cadmio, pudiéndose
determinar que el cadmio tiene una permanencia constante en las condicione
de agua utilizada, por lo cual no se consider6 necesario realizar recambios
para el bioensayo con esta sustancia. Los parametros fisicoquimicos s
mantuvieron constantes a lo largo de las 96 horas de la prucba y la
condiciones fueron las mismas que se utilizaron para el bioensayo.

Los resultados promedios obtenidos en los pardmetrC
fisicoquimicos durante el bioensayo CL50-96h de acetato de cadmio
encuentran dentro de los rangos aceptables reportados por Balarin (197
para organismos acuaticos (Cuadro. 1). Estos resultados permiten suponer
los cambios fisiologicos y patologicos en los peces estan asociados a |
presencia del acetato de cadmio en el agua, ya que los peces tienen
necesario e intimo contacto con ella, lo que los hace vulnerables a e
sustancia, por lo que las alteraciones en su fisiologia o compo amier
pueden ser considerados como indicadores de contaminacion. Se sabe que
mayor temperatura las tasas de reacciéon quimica y bioquimica aumentz
mientras que el umbral de la respuesta biologica disminuye (Eisler y Wapn
1975). Esto significa que los contaminantes en aguas calidas son a menu
mas solubles y absorbidos con mayor rapidez por plantas y animales en g
concentracién dada y pueden producir disfunciones fisiologicas y.

comportamiento en concentraciones mas bajas que en zonas lempk
(Escobar, 1978).

Cuadro 1. Niveles de temperatura, pH y oxigeno disuelto del agua medidos a lo largo
de la prueba de toxicidad aguda CL50-96h con acetato de cadmio a
diferentes concentraciones de acetato de cadmio

" . Tiempo (h)

Parametros Dosis (mg/1) % = = =
Temperatura 0 26,2 26,2 26,2 26,2
(°C) 20 259 26,3 26,0 259
22 26,2 23,2 26,1 239
24 26,2 26,2 26,1 26,0

pH 0 67 67 68 67

20 6,6 6,6 6,6 6,5

22 6,6 6,7 6,6 6,5

24 6,6 6,6 6.6 6,4
Oxigeno disuclto 0 493 498 496 491
(mg/l) 20 545 406 437 412
22 5.70 481 5,55 4,17

4,81 4,50
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No se observaron modificaciones en los biomarcadores externos del
grupo control a lo largo de la prueba como tampoco en las primeras 24 h del
ensayo en la concentracién mas baja 20 mg/l con acetato de cadmio. Sin
embargo, en las concentraciones de 22 y 24 mg/l de acetato de cadmio, las
modificaciones en los biomarcadores externos consistieron en nado
superficial y errdtico, pérdida del equilibrio, sefiales de anoxia e
hipersecrecion mucosa. Se pudo observar claramente que los peces sometidos
a la concentracion media de 22 mg/lt de acetato de cadmio presentaron
mayores signos de dafios, como opacidad de ojos y piel, exoftalmia,
hemorragia al nivel de los ojos y el opérculo, acumulacién de liquido en el
abdomen, deshilachamiento de las aletas e hipersecrecion mucosa (Cuadro
2).

Al usar una concentracion alta de contaminante se causa la muerte
de los peces rapidamente sin la evidencia oportuna de sintomas asociados al
proceso (Domitrovic, 1997). En el bioensayo realizado con el hibrido
cultivado C. macropomum x P. brachypomus s¢ observé una tasa de
mortalidad del 57,4%. En la prueba no se hallaron mayores efectos letales en
la concentracion mas baja de acetato de cadmio (20 mg/l); sin embargo, se
registrd6 un numero elevado de muertes en las concentraciones de 22 y 24
mg/l. La CL50-96h de acetato de cadmio para el hibrido cultivado C.
macropomum x P. brachypom fue de 22,96 mg/l, pudiéndose determinar que
la concentracién de cadmio contenida en esta es de 9,62 mg/l (Cuadro 3).
Estos valores son mayores que los reportados para otras especies
dulceacuicolas, como el bagre, Mystus vittatus, que presentd una CL50-96h
de 17,94 mg/1 al acetato de cadmio (Rao y Manjula, 1997).

La piel del pez es una envoltura del cuerpo y le brinda proteccion
constituyendo la primera barrera defensiva del organismo contra
enfermedades y situaciones ambientales adversas, cumpliendo también
funciones respiratorias, excretoras y osmoreguladoras (Voto, 2002). El
hibrido cachamoto es omnivoro y presenta escamas imbricadas, con el
margen libre orientado hacia la cola, encontrandose en la parte lateral y a lo
largo de todo el cuerpo una hilera de escamas perforadas constituyendo la
linea lateral (Voto, 2002). Es posible que estas caracteristicas
morfofisiolégicas estén asociadas a los efectos del contaminante sobre el
organismo. Sin embargo, la CL50-96h con acetato de cadmio del cachamoto
es comparable con otras especies reportadas, como la tilapia, Oreochromis
mossambicus, con una CL50-96h de 11,99 mg/l de cadmio (James, 2000) y la
carpa, Ciprinus carpio, con una CL50-96h de 10,72 mg/l de cadmio (Alam y
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Maughan,

Cuadro 2. Biomarcadores que se observaron en los peces en la prueba de toxicidad CL50-9
con acetato de cadmio en las diferentes concentraciones usadas.

1995). Estas especies comparten condiciones de vida
caracteristicas morfofisioldgicas similares al cachamoto.

Tiempo, Dosis (mg/l)

h 0 20 22 24

24 Nado enel fondo  Normal Nado letargico y Se encuentran en la.
de la pecera de un presencia de mucus  parte superior del
extremo al otro y en poca cantidad acuario presencia de
agrupados en las mucus en abundancia
esquinas.

Movimiento
constante de las
aletas (dorsal,
caudal y anal)

48 Movimiento de Nado letirgico Natacion aletargada  Se encuentran en la
aletas, Reflejode  en el fondo en la superficie de la  parte superior del
huida. Reflejo del pecera con presencia  acuario presencia de.
ojo. Pupilas en de mucus excesivoy  mucus excesivo,
forma horizontal. opacidad de ojos exoftalmia y opacidal

de los ojos

72 Nado constante a  Nado letirgico Presencia de Se encuentran en la
ambos extremos  en la superficie hemorragia a nivel parte superior del
del acuario. y opacidad de  del ojo y opérculo acuario presencia de
Movimientos ojos mucus eXcesivo,
rapidos de las exoftalmia y opacida
aletas. Color de la de los ojos y piel.
piel brillante. Asfixia.

2% Nado enel fondo  Nado letargico Natacion aletargada  Se encuentran en la
de la peceradeun enla en la superficie de la  parte superior del
extremo al otroy  superficie. pecera con presencia  acuario presencia de
agrupados en las  Exoftalmia. de mucus excesivo.  MuCus excesivo.
esquinas. Color de  Opacidadde  Exoftalmia. Exoftalmia y opacit
la piel brillante. ojos y piel Opacidad de ojos y  de los ojos y piel.
Movimiento presencia de piel. Hemorragia a Deshilachamiento ¢
constante de las mucus nivel del ojo y aletas (caudal, a
aletas. excesivo. opérculo. dorsal). Asfixia

Acumulacion de
liquido a nivel del

abdomen
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Cuadro 3. Toxicidad de cadmio (como CL50-96h) en comparacion con oftras especies

piscicolas
Especie Cadmio Acetato de cadmio Referencia
mg/l
Mystus vittatus - 17.94 Rao y Manjula (1997)
Oreochromis mossambicus 11,99 - James (2000)
Ciprinus carpio 10,72 - Alam y Maughan (1995)
C. macropomum x P. brachypomus 2,72 22,96 Este estudio

Los parametros hematologicos considerados en este estudio
mostraron una marcada variacion en los niveles de hematocrito y
hemoglobina (Cuadro.4), pudiéndose detcrminar una disminucion
significativa de estos parametros en relacion a los valores normales para
todas las concentraciones ensayadas. Los efectos del cadmio sobre los
parametros hematolégicos reportados en la tilapia revelan que la
hemoglobina descendié desde un valor inicial de 6,30 g/dl a 3,1 g/dl despucs
de 45 h. El hematocrito descendié desde un valor inicial de 25.84 a 8,02%
después de 45 h (James, 2000). Estos resultados son similares a los obtenidos
en el cachamoto, lo cual puede estar asociado fisiologicamente a que la
absorcion de metales pesados por los organismos causa una inhibicion de la
eritropoyesis, junto a un aumento proporcional en la destruccion de
eritrocitos y tejido hematopoyético (James, 2000). Citomorfologicamente se
observé una abundante poiquilocitosis, la cual es una de las caracteristicas
mas comunes encontrada en los eritrocitos de animales expuestos a
intoxicaciéon, También se pudo observar monocitos vacuolados en la sangre
periférica, lo que refuerza el hecho de que la presencia de metales pesados en
los animales provocaria anemia hemolitica, deformacion de las células rojas,
aumento del nimero de eritoblastos y neutrofilia (Silveira ef al., 1996). De
acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, la hematologia puede ser
una herramienta complementaria para el diagnostico de las patologias
causadas por la intoxicacion con el acetato de cadmio. La importancia de
establecer la relacion entre los toxicos y sus efectos en los peces esta
asociada con dos problemas particulares, como son las descargas accidentales
que pueden determinar concentraciones iniciales altas con efectos agudos y
las concentraciones derivadas por acumulacion continua, con adaptaciones de
los peces y efectos subletales.
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Cuadro 4. Variaciones en el patron hematologico del Cachamoto comparando los valores
iniciales hemoglobina y hematocrito con los arrojados en las tres diferentes
concentraciones utilizadas en el CL50-96h de acetato de cadmio

Parametro Dosis (mg/1)
Valor Inicial, 20t 22 24
m
Hematocrito (%) 21,00 16,25a 14,00a 15,50a
Hemog!obina ( g/dl) 5,40 4.26b 2,72a 3776
ficativas entre medias (P<0,05).

+ Letras distintas en la misma fila indican diferencias signi

CONCLUSIONES

La concentracién letal media del acetato de cadmio para alevines ¢
hibrido cultivado C. macropomum x P. brachypomus fue de 22,96 mg/l @
un contenido de cadmio de 9,62 mg/l.

La observacion de natacion aletargada, mucus excesivo, exoftalm
opacidad de ojos y piel, hemorragia a nivel del ojo y opérc
deshilachamiento de las aletas (caudal, anal y dorsal), asfixia y acumulaci
de liquido a nivel del abdomen son sefiales indicativas de toxicidad al cads

en el cachamoto.

La intoxicacién con acetato de cadmio causa en el cacham
disminucién de la concentracién de hemoglobina, porcentaje de hematod
y deformacion de los eritrocitos.
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