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Resumen Xii

Los metales pesados constituyen los mayores contaminantes quimicos del ambiente,
entre ellos el cloruro de cadmio que se encuentra con frecuencia en alimentos, agua y aire,
estos pueden ser transferidos a otros lugares y permanecer en solucién acumulados en los
sedimentos de las aguas de los rios o estuarios. Los metales pesados disueltos en las aguas
producen sofocamiento en los peces debido a los precipitados o coagulados de
mucoproteinas sobre el epitelio branquial bloqueando el intercambio de gases, la excrecion
de productos de desecho y la osmorregulacién; ocasionandoles inmunotoxicidad y posibles
efectos carcinogénicos. En Lima el cultivo de tilapia Oreochromis niloticus es rentable por
su bajo costo de produccion y fécil cultivo, a esto se agrega que estudios estiman que las
aguas del rio Rimac contienen cadmio en concentraciones de 0,064 mg/l. El objetivo es
determinar los dafios histopatoldgicos causados por la exposicion a diferentes
concentraciones de cloruro de cadmio en concentraciones desde 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 a 0,10
mg/l en alevines de tilapia Oreochromis niloticus. Se aplico el disefio experimental en 120
alevinos de tilapia Oreochromis niloticus durante un periodo de 10 dias, expuestos a
diferentes concentraciones de cloruro de cadmio aplicadas a los estanques de agua con
control de su alimentacion y los parametros fisicoquimicos. El estudio histol6gico obtenido
en los tejidos de branquias, bazo, higado y musculo mostraron la presencia de granulomas,
fusion lamelar, hiperplasia de tejido y tejido necrético a consecuencias de la bioacumulacién
por la exposicidn a concentraciones de cloruro de cadmio mayor a 0,06 mg/l. En Conclusién,
existe una relacion directamente proporcional entre el tiempo de exposicion a diferentes
concentraciones de cloruro de cadmio y las respuestas histoldgicas en los tejidos de los
alevinos de tilapia Oreochromis niloticus.

Palabras clave: Tilapia Oreochromis niloticus, cloruro de cadmio, intoxicacion.
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Abstract

Heavy metals are the major chemical pollutants in the environment, including
cadmium chloride that is frequently found in food, water and air, these can be transferred to
other places and remain in solution accumulated in the sediments of water from rivers or
estuaries. The heavy metals dissolved in the waters cause suffocation in the fish due to the
precipitates or coagulates of mucoproteins on the branchial epithelium, blocking gas
exchange, the excretion of waste products and osmoregulation; causing immunotoxicity and
possible carcinogenic effects. In Lima, the cultivation of tilapia Oreochromis niloticus is
profitable due to its low production cost and easy cultivation, to this is added that studies
estimate that the waters of the Rimac River contain cadmium in concentrations of 0.064 mg/I

To determine the histopathological damage caused by exposure to different
concentrations of cadmium chloride in concentrations from 0.02; 0.04; 0.06; 0.08 to 0.10
mg / | in tilapia Oreochromis niloticus fingerlings. The experimental design was applied in
120 tilapia Oreochromis niloticus fingerlings during a period of 10 days, exposed to different
concentrations of cadmium chloride applied to the water ponds with control of their feeding
and the physicochemical parameters. The histological study obtained in the gill, spleen, liver
and muscle tissues showed the presence of granulomas, lamellar fusion, tissue hyperplasia
and necrotic tissue as a consequence of bioaccumulation due to exposure to cadmium
chloride concentrations greater than 0, 06 mg /l. Conclusion, there is a directly proportional
relationship between the time of exposure to different concentrations of cadmium chloride
and the histological responses in the tissues of the tilapia Oreochromis niloticus fingerlings.

Key words: Tilapia Oreochromis niloticus, cadmium chloride, poisoning.



I. Introduccion

Los metales pesados constituyen los mayores contaminantes quimicos tanto en paises
desarrollados como en subdesarrollados. Estos elementos no desaparecen del ambiente, pero
si pueden ser transferidos a otros lugares. Algunos metales pesados pueden permanecer en
solucion, una proporcion de ellos se acumulan en los sedimentos y otros en las aguas de los
rios o estuarios (Lloyd, 1992).

Los metales pesados disueltos en las aguas, producen generalmente sofocamiento en los
peces, debido a los precipitados o coagulados de mucoproteinas sobre el epitelio branquial,
esto constituye un blogqueo del intercambio de gases, la excrecién de productos de desecho
y la osmorregulacion (Jones, 1973). El cloruro de cadmio es un contaminante del medio
ambiente que se encuentra con frecuencia en alimentos, agua y aire, representando uno de
los mayores poluentes acuéticos en muchas partes del mundo. Ademas, se acumula en altas
concentraciones en los peces, siendo inmunotoxico para una variedad de especies
mamiferas, y se sospecha que podria tener efectos carcinogénicos (Zelikoff et al., 1995).

Para dar cumplimiento a los objetivos establecidos se disefié un conjunto de estrategias
para llevar a cabo los ensayos, compuesta en por actividades que fueron distribuidas en siete
etapas: primera etapa de adquisicién de los peces y aclimatacion, segunda etapa biométrica,
la tercera etapa preparacion de las concentraciones de cloruro de cloruro de cadmio, cuarta
etapa preparacion de las soluciones de cloruro de cadmio, quinta etapa bioensayo, sexta
etapa sacrifico de los ejemplares representativos y séptima etapa la fijacion de las muestras
y analisis histopatolégico de las muestras con los métodos y técnicas de andlisis en
laboratorio.

La presente tesis comprende de cinco capitulos, en el capitulo | se presenta el
planteamiento del problema, se enuncia la descripcion del problema, los antecedentes, los

objetivos, la justificacion e hipotesis, en el capitulo I se hace referencia a la base teorica, en



el capitulo Ill se describe a los resultados con andlisis e interpretacion de datos, la
contrastacion de la hipdtesis, en el capitulo IV se presentan los resultados del estudio de
laboratorio, en el capitulo VV se muestran la discusion de los resultados, y termina con las
conclusiones, recomendaciones, referencias y anexos.

Presento el trabajo de investigacion que me ha permitido demostrar mediante ensayos de
toxicidad aguda con valores de cloruro de cadmio de 0,02 mg/Il, 0,04 mg/l, 0.06 mg/l, 0,08
mg/l y 0,10 mg/I diluido en agua declorada, suministrada a tilapias Oreocromis niloticus, a

fin de valorar las alteraciones histopatoldgicas producidas en ensayos de toxicidad.

1.1.  Descripcion y formulacion del problema

La importancia que ha generado el cultivo de tilapia en el Peri motiva a que crezca una
preocupacion por el control de los embalses y del medio ambiente, ya que muchos de estos
cultivos se encuentran situados en las cercanias de zonas urbanas, agricolas e industriales
que generan residuales portadores de sustancias toxicas a la salud del hombre y a las especies
cultivadas. La tilapia por su facil cultivo y rapida reproduccion ademas de su alta calidad de
Su carne, €S un pez omnivoro que presenta una etapa de su vida cuya alimentacién es
bentonica y detritivora, lo que la vuelve susceptible de contaminarse en caso de encontrase
el sedimento contaminado.

Segun el Ministerio de Produccién (PRODUCE, 2014) en la actualidad, en el pais hay
668 centros acuicolas que cultivan tilapia, y entre ellos se tiene que 476 son de subsistencia
0 acuicultura de recursos limitados; 188 son de menor escala y cuatro de mayor escala, los
cuales representan un total de 394.5 hectareas destinadas a la produccién de esta especie,
siendo las principales zonas de produccion los departamentos de Piura, San Martin, Tumbes
y Lima. En Lima las reservas de agua para consumo y uso agricola provienen de las aguas

del rio Rimac, siendo Lima una de las zonas de mayor produccion de tilapia, segun el



Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI, 2015) la concentracién de cloruro de
cadmio en el Rio Rimac es de un promedio de 0,064 mg/l con un aumento del 25,5 % con
respecto al afio pasado, si bien la concentracion estd dentro de lo permitido y no es
perjudicial, es necesario saber si estas concentraciones influyen en la mortalidad de los
alevines de tilapia durante su aclimatacion manifestando caracteristicas patoldgicas
consecuentes por la exposicion al metal.

Estudio realizado por Rengel et. al (1997) manifiestan que tilapias de 17,77 cm expuestas
a concentraciones de 0,05 y 0,10 mg/l provocan alteraciones celulares notables a nivel
gonadal, ademas de establecer que el cloruro de cadmio interfiere con el metabolismo del
calcio.

Segun Stellman, (2001). El cloruro de cadmio, se emplea como fungicida, componente
de los bafios galvanoplasticos, colorante en pirotecnia, aditivo en las soluciones de estafio y
mordente en la tincion e impresion de textiles. También es utilizado en la produccion de
determinadas peliculas fotograficas, para la fabricacion de espejos especiales y para el
recubrimiento de tubos electrénicos de vacio.

Las condiciones del medio ambiente en los Gltimos afios, se ve invadido por el uso de los
aparatos tecnoldgicos, el desarrollo industrial no controlado, la presencia de la mineria
ilegal, el incumplimiento de las normas de eliminacion de residuos solidos y radioactivos,
estas malas practicas estan generando que los recursos hidricos se contaminen con metales
pesados en concentraciones cada vez més elevadas. Asi mismo hay que considerar que el
cultivo de la tilapia es una alternativa de consumo humano por su alto contenido proteico
con bajo costo de produccidn, por tanto, merece ser estudiado y valorado a fin de determinar
los efectos que ocasiona la toxicidad de cloruro de cadmio en los tejidos de los alevines de
tilapia Oreochromis niloticus cultivados en nuestra zona, sustentado en los estudios previos

presentados.



1.2. Antecedentes

Las pruebas de toxicidad aguda para peces han sido desarrolladas por la Administracion
de Alimentos y Drogas (USFDA) y la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (USEPA)
de los Estados Unidos desde 1863 segun Hunn (1989). Estas metodologias sobre pruebas de
toxicidad fueron publicadas y estandarizadas en 1960 American Public Health Association
(citado en Hunn, 1989), mejoradas en 1975 y actualizadas en 1980 (American Society for
Testing and Materials. Estas pruebas han sido utilizadas para establecer la actividad de los
quimicos en los ciclos bioldgicos, evaluar la toxicidad de metales y al reducir el riesgo
ecoldgico). Entre 1974 y 1975 se firmo entre los paises de la comunidad europea el
convenio de Paris, para reglamentar los mecanismos para prevenir y proteger el Océano
Atlantico y el Mar del Norte. En el marco de este convenio se ubico al metal pesado cadmio,
entre otras sustancias, en la llamada “Lista Negra”, y por su alta toxicidad no se lo puede
introducir en ningln ecosistema, y se debe ejecutar planes de contingencia en caso de
deteccion de cadmio en el ambiente. Por otro lado, el metal pesado cromo ha sido catalogado
en la “Lista Gris”, conjuntamente con otros metales, y s6lo puede ser descargado al medio
acuatico con extremas medidas de seguridad.

El cadmio se encuentra usualmente acompariando al zinc en aguas superficiales, pero en
muy bajas concentraciones. Este metal se vierte en el ecosistema marino junto con el zinc
desde fabricas de plasticos, pinturas, tubos fluorescentes, tubos de television, baterias,
industria de autos, aviones, y puede presentarse naturalmente en el petréleo crudo, gasolina,
fertilizantes inorganicos tales como fertilizantes fosfatados y lodos de aguas negras usados
en tierras agricolas. Los efluentes de minas de zinc y los vertimientos municipales también
son fuentes importantes de contaminacion.

Los metales pesados constituyen los mayores contaminantes quimicos tanto en paises

desarrollados como en subdesarrollados. Segun Lloyd (1992) estos elementos no



desaparecen del ambiente, sino que solamente pueden ser transferidos a otros lugares.
Algunos metales pesados pueden permanecer en solucién, una proporcion de ellos se
acumulan en los sedimentos y otros en las aguas de los rios, estuarios, o mares. Los efectos
bioldgicos de los metales poluentes descritos en los organismos expuestos incluyen
alteraciones en pardmetros hematicos, metabdlicos, inmunitarios, desarrollo embrionario, e
incluso en un incremento de la incidencia de neoplasias segun Zelikoff, Bowser, Squibb y
Frenkel (1995). Los metales pesados disueltos en las aguas, producen generalmente
sofocamiento en los peces, debido a los precipitados o coagulados de mucoproteinas sobre
el epitelio branquial, esto constituye un bloqueo del intercambio de gases, la excrecién de
productos de desecho y la osmorregulacion segin Jones (1973). El cadmio es un
contaminante del medio ambiente que se encuentra con frecuencia en alimentos, agua y aire,
representando uno de los mayores poluentes acuaticos en muchas partes del mundo. Segun
Zelikoff et al. (1995) se acumula en altas concentraciones en los peces, siendo inmunotdxico
para una variedad de especies mamiferas, y se sospecha que podria tener efectos
carcinogénicos
1.3.  Objetivos
1.3.1.  Objetivo general

Determinar los dafios histopatolégicos causados por la exposicién de cloruro de cadmio
en las concentraciones desde 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 a 0,10 mg/l en alevines de tilapia
Oreochromis niloticus expuestos durante el afio 2018.
1.3.2.  Objetivos especificos

Determinar la influencia del cloruro de cadmio en la alteracion histopatologica en los
rifones, hepatopancreas, bazo, musculos y branquias de los alevines de tilapia Oreochromis

niloticus expuestos durante el afio 2018.



1.4. Justificacion
1.4.1. Cientifica

Se justifica la preocupacion del cuidado y preservacion del medio ambiente acuatico y el
andlisis de los diferentes problemas que genera la contaminacion, siendo mas especificos la
repercusion de la contaminacién por metales pesados como el cloruro de cadmio en los
peces.

Es conocido que los peces presentan un marcado caracter bioacumulador de metales, los
cuales se depositan fundamentalmente en las visceras y musculo en dependencia de la
especie, edad, sexo, talla; asi como de los habitos alimentarios y de vida.

1.4.2. Medio ambiente

La contaminacion ambiental con cloruro de cadmio en los ecosistemas naturales a
menudo se produce con concentraciones muy por debajo de la concentracion letal, y muchos
test de toxicidad ignoran la llamada “muerte ecoldgica”, aunque los niveles bajos de
exposicion al toxico no son suficiente para matar al organismo, segin Bello (2010) si los
inhabilita para funcionar en un contexto ecoldgico, modificando su comportamiento normal.

La identificacion y medicion de los efectos ambientales por la presencia de una sustancia
quimica es un trabajo multidisciplinario, en los anélisis quimicos deben combinarse con los
estudios histopatol6gicos por considerarse una respuesta biolégica al proceso de
contaminacion. Bello (2010) argumenta ademas que los metales pesados son serios
contaminantes del ecosistema acuatico, muchos de ellos son compuestos no biodegradables
y son absorbidos y acumulados por los peces, causando problemas latentes de salud en los
consumidores finales, como el hombre.

1.4.3. Socio econdémico
Segun Moscoso (2001) y Castillo (2001), en el Pert en 1962 se introduce la Tilapia

rendalli a la region de San Martin en estanques de la cuenca amazonica procedente del Brasil



por la Direccion General de Caza y Pesca del Ministerio de Fomento y Agricultura al lago
Sauce como forraje para el “paiche o pirarucu” (Arapaina gigas), no obteniéndose un cultivo
exitoso. En 1979 recién ingresan otras variedades de tilapia: O. niloticus, O. hornorumy O.
mossambicus por instituciones como el Instituto del Mar del Perd (IMARPE) y la
Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM), con fines de investigacion y cultivo en
la zonas de selva alta produciéndose una rapida adaptacion a la zona; es a partir de esta fecha
en que se inicia un serio desarrollo con la tilapia. Entre otros resultados, estos trabajos de
investigacion y de adaptacion de tecnologia concluyeron en el establecimiento de numerosas
unidades de cultivo comercial de tilapia en varios lugares del pais. La mayor parte de ellos,
sin embargo, se encontraban en el departamento de San Martin, por las condiciones que
presenta esta zona del pais segin Basurco (1998).

Hoy en dia se estima que esta region produce mas de 1 100 Tn anuales y cuenta con mas de
350 granjas operativas, con producciones muy rudimentarias y bajos rendimientos (1 500 a
2 500 kg/Ha/afio), debido a que maneja con poblacion normal o sexada, no se aplica
fertilizacion, se utiliza alimentos artesanales en polvo y se trabaja con una sola etapa de
produccion segun Moscoso (2001). Las larvas de tilapia Oreochromis niloticus se pueden
producir en tanques cuadrados, rectangulares o circulares. Los tanques pueden fabricarse de
madera, concreto, ladrillos, fibra de vidrio o de plastico, y por lo comdn poseen entradas de
agua y drenaje independientes. Estos tanques, aunque pueden ser costosos, son comunes en
donde el espacio es limitado o en donde los estanques no son practicos debido a una
topografia poco favorable. Los tanques con una superficie menor de 50 m? y con una
profundidad de 1 metro son manejables. Sin embargo, algunos productores comerciales
prefieren tanques con una superficie de 100 m? o mas grandes. La produccion de larvas
puede variar mensualmente entre 500 a 1000/m? de tanque, pero por lo general, los

laboratorios de produccion comercial producen por encima de 7 000 larvas/m?/mes,



dependiendo de la frecuencia de la recolecta de larvas y del manejo de los peces
reproductores.
1.4.4. Bioldgico

El contenido corporal de cadmio se incrementa con el tiempo de exposiciéon vy
concentracion de cloruro de cadmio y en relacién a la situacion geografica

En condiciones “normales” de distribucion, el cloruro de cadmio absorbido se excreta
principalmente por la orina y en menor cantidad con la bilis, aunque pequefias porciones
puedan eliminarse por la piel y ain en la secrecion gastrointestinal, pero el cloruro de cadmio
(Cd) que sale con las heces en su mayor parte es el que no es absorbio6 por el organismo.

Por la via renal e higado la acumulacién de Cd depende de la intensidad, del tiempo de
exposicion y del estado éptimo de la funcion de excrecion renal.

1.45. Econbmica

La tilapia, dentro de los peces acuicolas ha ocupado un lugar destacado, por su facil y
répida reproduccion ademas de la alta calidad de su carne y agradable sabor.

El cultivo de tilapia ha desarrollado un campo laboral de inversion tipo Pymes, para lo
cual es necesario implementar un Programa especial de apoyo con mecanismos ad hoc
utilizando especies de bajo nivel en la cadena productiva y fundamentalmente en sistema de
“policultivo" (varias especies que ocupen diferentes habitats en el ecosistema estanque),
convirtiéndose asi la piscicultura como una actividad de alternativa o diversificacion de
agro a nivel familiar, asi como su aceptacién por el consumidor segin la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2009)

1.4.6. Ambiental

Este trabajo nos permitira establecer parametros de calidad de agua para el cultivo de

alevines de tilapia, ademés de demostrar si las concentraciones de cloruro de cadmio en esta

etapa influyen en su desarrollo en las siguientes etapas, los trabajos que se han realizado han



demostrado que etapas juveniles expuestas a mayores concentraciones de cloruro de cadmio
tienden a influenciar en el desarrollo de la tilapia, como se habia descrito anteriormente la
tilapia tiene un caracter bioacumulador, esta concentracion le permitird desarrollarse pero es
en el momento de la reproduccion donde se ven los dafios producidos por el metal
ocasionando malformaciones 6seas en los alevines y generando esterilidad en machos segin
Corey y Galbao (1987)

Es importante porque no solo el cultivo de tilapia se destina al consumo de carne sino a
otras areas como en la acuaponia, es una especie muy rentable por sus caracteristicas
bioldgicas y por el gran aporte de nutrientes a la planta. Siendo el recurso hidrico en la
ciudad de Lima procedente en su mayoria del rio Rimac, aportaria mucho conocer si las
concentraciones de cloruro de cadmio afectaran su cultivo.

1.4.7. Normativa

Las normas en relacion al cuidado del medio ambiente, en el Per(, estd enfocada en
estudios de las concentraciones maximas de elementos, compuestos quimicos o agentes
patégenos bioldgicos, pero no logran evaluar el efecto que tendran sobre los seres vivos que
habitan en los ecosistemas receptores. DECRETO SUPREMO N° 004-2017-MINAM

A comparacién de Brasil, por ejemplo, realizan ensayos toxicol6gicos previos a la
descarga de efluentes en cuerpos de agua receptores, que cumplen un papel relevante en el
analisis quimico como una herramienta para cumplir la normatividad ambiental de su pais.
1.4.8. Salud Publica

De los resultados obtenidos despues del estudio se dispondra a las entidades interesadas
para que puedan evaluar un sistema de regulacion en la produccién de los alevines para el
consumo humano, que pueda ser consumida por la poblacién previo control de la
contaminacion con el metal cloruro de cadmio en los alevines de tilapia Oreochromis

niloticus.



10

Las concentraciones altas de los metales como el cloruro de cadmio producen reacciones
quimicas en las proteinas estructurales de las células, las enzimas y los sistemas de la
membrana celular; atacando la piel y otros sistemas como: pulmonar, renal, nervioso,
esquelético, entre otros. Segun Stellman (2001).

1.5. Hipdtesis
Hipdtesis General

Las concentraciones de cloruro de cadmio de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 y 0,10 mg/l ocasionan
dafios histopatoldgicos en alevines de tilapia Oreochromis niloticus.
Hipotesis especificas

La exposicidn a cloruro de cadmio a concentraciones de 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 y 0,10 mg/I
ocasionan dafos histopatoldgica en los rifiones, hepatopéancreas, bazo, musculo y agallas de

los alevines de tilapia Oreochromis niloticus.
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Il. Marco Tedrico

2.1. Tilapias

Originaria de Africa, pertenece a la familia de los ciclicos chichlidae y esta representada
por cerca de 100 especies pertenecientes a seis géneros diferentes. Las especies de Tilapia
mas conocidas e introducidas en el pais son las siguientes segin Garzon (2012):
Oreochromis mosambicus 0 mojarra negra
Oreochromis niloticus o Tilapia plateada
Oreochromis urolepis hornorum
Oreochromis aureus o Tilapia azul
Tilapia rendalli o Tilapia herbivora
2.1.1. Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)

Es un pez de origen tropical, su cultivo se industrializa es una actividad que promueve su
consumo con un gran potencial econémico Segiun FAO (2009)

Clasificacion taxondmica

Nombre comun : Tilapia Negra (tilapia del Nilo)
Familia : Chichlidae (Ciclidos)
Subfamilia : Pseudocrenilabrinae

Género : Oreochromis

Especie : Oreochromis niloticus.

Rasgos bioldgicos

Segin FAO (2009)

» Cuerpo comprimido; la profundidad del pedinculo caudal es igual a su longitud.
» Escamas cicloideas.

» Protuberancia ausente en la superficie dorsal del hocico.

 La longitud de la quijada superior no muestra dimorfismo sexual.
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» El primer arco branquial tiene entre 27 y 33 filamentos branquiales.

+ Lalinea lateral se interrumpe.

 Espinas rigidas y blandas continuas en aleta dorsal. Aleta dorsal con 16 6 17 espinas y
entre 11 y 15 rayos.

+ Laaleta anal tiene 3 espinas y 10 u 11 rayos.

+ Aleta caudal trunca.

+ Las aletas pectoral, dorsal y caudal adquieren una coloracion rojiza en temporada de
desove; aleta dorsal con numerosas lineas negras.

Hébitat y biologia

La tilapia del Nilo es una especie tropical que prefiere vivir en aguas someras. Las
temperaturas letales son: inferior 11-12 °C y superior 42 °C, en tanto que las temperaturas
ideales varian entre 31y 36 °C. Son peces que viven en aguas dulces como en agua salada y
pueden llegar a acostumbrarse a vivir con poca cantidad de oxigeno, sobreviven a
temperaturas entre 28 — 32°C. Algunos signos de enfermedad atribuidos a la temperatura
segn lo mencionado por los siguientes autores son:

Alamilla (2001) menciona que el rango éptimo de temperatura para su desarrollo es de
20 a 35 °C” pudiendo soportar temperaturas menores.

Segun Popma (1996), menciona que la intolerancia de tilapia a temperaturas bajas es una
restriccion seria de cultivo comercial en regiones templadas. La temperatura inferior 11°C
es letal para la mayoria de especies. Ademas Lim (1997) menciona que la tilapia
generalmente deja de alimentarse cuando la temperatura del agua por debajo de 17 °C.

Los cambios de temperatura afectan directamente la tasa metabdlica, mientras mayor sea
la temperatura, mayor tasa metabdlica y por ende mayor consumo de oxigeno segun Solla

(1999).
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Es un alimentador omnivoro que se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas acuaticas,
pequefios invertebrados, fauna béntica, desechos y capas bacterianas asociadas al detritus.
La tilapia del Nilo puede filtrar alimentos tales como particulas suspendidas, incluyendo el
fitoplancton y bacterias que atrapa en las mucosas de la cavidad bucal, si bien la mayor
fuente de nutricion la obtiene pastando en la superficie sobre las capas de perifiton. En
estanques, la madurez sexual la alcanza a la edad de 5 6 6 meses. El desove se inicia cuando
la temperatura alcanza 24 °C. El proceso de reproduccion empieza cuando el macho
establece su territorio, excava un nido a manera de crater y vigila su territorio. La tilapia del
Nilo puede vivir mas de 10 afios y alcanzar un peso de 5 kg segin FAO (2009)

Los factores que pueden propiciar cambios en la morfologia y fisiologia de la tilapia
pueden ser de varios tipos:

» En el caso de la alimentacion artificial (balanceado) a ofrecer en cada uno de acuerdo a
la biomasa bajo cultivo, este debe ser bien balanceada, hay casos que el alimento para la
tilapia es especificamente preparado para obtener un rapido crecimiento, engorde, pero
sin descuidar la calidad del alimento segin FAO (2009)

» EIl agua, la misma que debe ser de buena calidad, también puede repercutir en los
productos finales de la tilapia, esta debe estar libre de cualquier contaminante que pueda
afectar con la calidad de los peces que se estan criando en los estantes, para estos casos
se recomienda el uso de agua de arroyos, pero muy especificamente se prefiere el agua
de pozo segun FAO (2009)

Fuente de agua de los estanques de tilapia
Asegurar el suministro en cantidad suficiente para el llenado de los estanques, mantener

una reposicion de las pérdidas que ocasiona la evaporacion y filtracion, y mantener toda

accion de seguridad en el recambio segun ALICORP (2000)
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El agua de pozo es lamas idonea por su calidad fisica, quimica, microbiol6gica y ausencia
de predadores. Debe contener buen volumen y proveer agua durante todo el afo, se
recomienda el agua de arroyos, quebradas, manantiales, o pozos profundos, es importante
que el agua no esté contaminada con pesticidas o0 con otros compuestos quimicos.

La fuente de agua mas recomendada para el cultivo de peces (tilapia) es el pozo profundo,
esta agua esta generalmente libre de contaminantes, parasitos, enfermedades, otros peces y
organismos indeseables en nuestros cultivos segin FONDEPES (2004).

Caracteristicas del agua de abastecimiento:

Segun la revista AquaTIC (1998) debe de asegurarse el suministro en cantidad suficiente
para el llenado de los estanques, reposicion de las pérdidas que ocasiona la evaporacion y
filtracion, y seguridad de un recambio adecuado por lo tanto se debe tener en cuenta:
Temperatura
«  Maxima: 36°C. + Minima: 18°C Optima: entre 34 y 36°C
Oxigeno disuelto
«  Minimo: Menor a 2 ppm a la salida del estanque
«  Optimo: Mayor al 75 % de saturacion a la entrada del mismo.

Otras caracteristicas:
* pH: Rango aceptable 6,5 a 8,5
« Alcalinidad total 100 a 200 mg /I
*  Dureza total 20 a 350 mg/I
* Nitritos menor 0,1 mg/I
2.1.2. Anatomia e histologia del higado, bazo, rifidén, branquias y mdusculos de
Oreochromis niloticus
El higado en los peces realiza funciones tanto hepaticas como pancreéticas; es el érgano

metabolizador por excelencia de todas las sustancias que le llegan por via sanguinea, por lo



15

cual, este drgano sirve como referente histoldgico para el analisis del dafio tisular causado
por sustancias contaminantes del medio ambiente como pesticidas, metales pesados y otros
segun Amaral et al. (2002).

Es la principal fabrica del organismo interviniendo en distintos procesos metabdlicos. Es
blando, de color pardo rojizo y muy voluminoso, presentando en ocasiones de color rosa —
crema, situacion que no siempre indica un cuadro patologico. El higado suele sufrir de
infiltracion grasa debido a ingestion de alimentos en mal estado o en casos de
sobrealimentacion.

La vesicula biliar estd bien desarrollada. El colédoco vierte en la primera porcion del
intestino delgado la bilis, que emulsiona las grasas para que sean facilmente atacadas por las
lipasas pancreaticas. Por su parte el pancreas segrega amilasas, tripsina y quimiotripsina. El
conducto pancreético vierte casi siempre en el colédoco.

Las branquias son 6rganos que se encuentran en camaras ubicadas simétricamente a
ambos lados del cuerpo, detras de la cabeza. La branquia es el principal 6rgano blanco por
contaminantes segln Biagini, De Oliveira y Fontanetti (2009) su tejido epitelial es un
excelente pardmetro para evaluar los efectos de variables ambientales, sustancias toxicas y
calidad del agua.

La descripcidn histolégica como la ultraestructural de la branquia muestra la complejidad
de sus tejidos y entre ellos, el epitelial cuya estructura permite el intercambio éptimo de
gases y de otras sustancias. La formacion de los pliegues en la mucosa y la morfologia de
micropliegues, con su capa de glicocélix, son consideradas estructuras importantes en la
retencion de moco y son extremadamente sensible al estrés, grado de madurez celular y
cambios ambientales segun Mazon, Cergueria y Fernandez (2002)

El opeérculo es la cubierta 6sea que tapa las branquias o "agallas”. Por medio de las

branquias respiran los peces, las que estan formadas por un fino epitelio muy sensible a las
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caracteristicas del agua (materias en suspension, pH), falta de vitaminas y presencia de
agentes bioldgicos (parésitos, bacterias, hongos) segiin Mancini (2002)

El intercambio entre el O2 y el CO2 de la sangre se produce a nivel de las laminillas
branquiales. Durante el proceso respiratorio el pez mantiene los opérculos cerrados, abre la
boca, el agua entra por succion y se llena la cavidad bucal. Luego cierra la boca y el agua
pasa por una amplia abertura branquial saliendo al exterior a través de los opérculos segun
Mancini (2002)

La circulacion de la sangre es en contracorriente con respecto a la del agua, logrando asi
que el intercambio de gases sea de hasta aproximadamente el 80 %; de lo contrario solo seria
del 50 %. La frecuencia respiratoria dependera del estrés, contenido de oxigeno disuelto del
agua, nivel de metabolismo, temperatura, etc.

Las branquias ademas de participar en la respiracion también participan en la regulacion
de sales y agua entre el pez y el medio acuético.

El CO. es un gas altamente hidrosoluble de modo que se libera facilmente por las
branquias. El intercambio gaseoso tiene lugar en las laminillas secundarias. En comparacion
con los animales de respiracion aérea, el gasto energético es muy alto, especialmente cuando
el Oz es bajo, cuando el agua se presenta contaminada y en momentos de temperaturas
elevadas. En las laminillas secundarias se encuentran linfocitos, fagocitos, eosinofilos y en
los peces eurihalinos hay células palidas de secrecion salina. En los peces plancténicos
existen las branquiespinas que sirven para retener el plancton. Hay una relacion estrecha
entre tamafio y nimero de branquiespinas y dieta del pez.

El rifion, es una formacion pardo-negruzca que se extiende en la parte superior del
abdomen desde la cabeza hasta el ano, hacia ventral de la columna vertebral y dorsal de la
vejiga gaseosa. En algunos peces, como en la trucha, al principio es un 6rgano par y luego,

en el adulto, se transforma en impar. Segun Steffens (1987) es el principal filtro del
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organismo. Filtra la sangre a través de los glomérulos y la conduce por tubos a conductos
pares, los uréteres, que la llevan a la vejiga que se encuentra por encima del ano. EI conducto
de la vejiga vierte a traves de la abertura urogenital, que sirve también para la expulsién de
las ovas.

La excrecion se basa fundamentalmente en:

« Filtracion: Dada principalmente por diferencias de presion y por diferencias de P.M.

» Reabsorcion: Recuperacién de sustancias no desechables.

+ Secrecion: Expulsion de sustancias toxicas que se encuentran en concentraciones
excesivas.

Los peces segiin Mancini (2002) excretan casi todo el nitrgeno en forma de amoniaco
(90 %). Solo una pequefia parte (10 %) sale en forma de urea. El principal érgano excretor
del amoniaco son las branquias. EI agua dulce tiene una concentracion de sales menor que
la del pez, por lo que tiende a penetrar en el organismo (a travées de las branquias y faringe
principalmente).

El rifion debe eliminar el agua en exceso produciendo orina diluida, mientras que en las
branquias se recuperan sales en forma activa (las branquias también juegan un rol importante

en la osmorregulacion).
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En la Figura 1, se sintetiza el proceso toxicolégico del Cadmio, desde la ingestion hasta

la eliminacion por las diferentes vias.
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Figura 1. Toxicologia del cadmio. Esquema toxicocinético.
Fuente: Modelo toxico cinético del cadmio, elaborado a partir de investigaciones en animales y por
observaciones clinicas en expuestos. Ramirez, A. (2002).
2.2. Metal pesado: Cloruro de cadmio (Cd)
Es un metal pesado, de consistencia blando, color blanco azulado, poco abundante, muy
toxico. Usualmente se encuentra en rocas de zinc y se aprovecha en las pilas.

En la naturaleza no se encuentra en estado puro, sino en una afinidad quimica asociado

con otros metales como el plomo, el zinc y el cobre. Es altamente contaminante ambiental e
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industrial, considerado uno de los mayores toxicos, ya que redne las cuatro caracteristicas
bésicas mas peligrosas de un toxico:
+ Bioacumulacion
 Persistencia en el ambiente
 Efectos desfavorables para el hombre y el ambiente
 Es facilmente transportable mediante los cursos de agua y el viento
2.2.1. Concentraciones de cloruro de cadmio

Las concentraciones de cadmio en las aguas marinas no contaminadas son de 0,04/0,3
mg por litro, en las aguas naturales son inferiores a 1 mg/l, en el suelo son menos de 1 mg/l,
mientras que alrededor de zonas industriales pueden alcanzar niveles mas elevados, 60-70
mg/l, siendo sus fuentes de emision principales los vertidos industriales, las centrales a
carbon y los incineradores Friberg (1974)
2.2.2. Efectos orgéanicos del Cloruro de cadmio

La sangre transportara el Cadmio al resto del cuerpo donde puede incrementar los efectos
por potenciacién del Cadmio que esta ya presente por comer comida rico en Cadmio. Otra
alta exposicion puede ocurrir con gente que vive cerca de los vertederos de residuos
peligrosos o fabricas que liberan Cadmio en el aire y gente que trabaja en las industrias de
refinerias del metal. Cuando la gente respira el Cadmio este puede dafiar severamente los
pulmones. Esto puede incluso causar la muerte. EI Cadmio primero es transportado hacia el
higado por la sangre. Alli es unido a proteinas para formar complejos que son transportados
hacia los rifiones. EI Cadmio se acumula en los rifiones, donde causa un dafio en el
mecanismo de filtracion. Esto causa la excrecion de proteinas esenciales y azucares del
cuerpo y el consecuente dafio de los rifiones. Lleva bastante tiempo antes de que el Cadmio
que ha sido acumulado en los rifiones sea excretado del cuerpo humano segun Koyama,

Kitoh y Tohyama, (2002).
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Otros efectos sobre la salud que pueden ser causados por el Cadmio son:

Diarreas, dolor de estbmago y vomitos severos

Fractura de huesos

Fallos en la reproduccion y posibilidad incluso de infertilidad

Dafio al sistema nervioso central

Dafio al sistema inmune

Desordenes psicolégicos
Posible dafio en el ADN o desarrollo de cancer Koyama et al. (2002).
Tiene efectos toxicos en los organismos vivos, aun en concentraciones minimas, ocasiona
una serie de fenémenos desde su ingreso al organismo hasta su eliminacion, siendo los
siguientes procesos.
Se absorbe por tres vias diferentes; orales, respiratorias 0o dérmicas. Sin embargo, la
exposicion dérmica es relativamente insignificante, es la absorcion tras la via inhalatoria
y oral las de mayor interés.
El Cloruro de cadmio y sus sales presentan baja volatilidad y existen en el aire como
materia finamente particulada. Cuando son inhaladas, una parte de estas particulas se
deposita en el tracto respiratorio y los pulmones, mientras que el resto son exhaladas. Una
vez es absorbido por los pulmones o por el tracto intestinal el cloruro de cadmio es
transportado por la sangre a otras partes del cuerpo, concentrandose principalmente en el
higado y el rifion. La acumulacion de Cd en rifion e higado depende de la intensidad, del
tiempo de exposicion y del estado optimo de la funcidn de excrecion renal.
La metalotioneina (MT) es el medio de transporte del cloruro de cadmio en el plasma
sanguineo. Estas Son un grupo de proteinas que unen metales, ricas en residuos de

cisteina, cuya sintesis ocurre principalmente en higado y rifién. EI complejo Cloruro de
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cadmio - metalotioneina se considera menos toxico que el Cloruro de cadmio sin enlazar,

por tanto, esta proteina tiene efecto detoxificante.

» El cloruro de cadmio se excreta de manera escasa y muy lenta, esto explica la larga vida
bioldgica de este elemento.

Tras la absorcion la principal via de eliminacion de cloruro de cadmio es a través de la
orina, por lo que se considera que el cloruro de cadmio urinario refleja la carga corporal de
cloruro de cadmio.

Ramirez (2002), esquematizo en la Figura 2 un diagrama del proceso de sintetizacion de
la absorcion, distribucion y excrecion del cadmio en el ser humano en condiciones
“normales” de exposicion ambiental, con valores de cadmio en relacion a las vias de ingreso
y egreso.

2.3. Resultados histopatoldgicos en las tilapias

Los resultados histopatolégicos se modifican segun el estadio de la enfermedad, a

menudo no son diagndsticos y pueden parecerse a otras enfermedades cronicas.

Examen Histopatoldgico

Analiza muestras procedentes de individuos enfermos y tiene el objetivo especifico de
identificar alteraciones estructurales y anormalidades proteicas 0 genéticas para corroborar
el diagndstico o causa de enfermedad o muerte. Por tal motivo Di Fiore (2001) para mejorar
el contraste se emplean colorantes, por tal motivo antes de ser coloreados primero se fijara
el tejido con el fin de disminuir la distorsion de las células y de la matriz extracelular,
segundo son colocados en parafina y tercero son cortados en laminillas muy delgadas

capaces de ser atravesados por la luz.
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Informe de patologia.

Los informes de patologia cumplen una funcion importante para determinar el
diagndstico y el estado del tejido (describen las caracteristicas de los tejidos, especialmente
si la lesién ha afectado tejidos adyacentes. contiene el diagnostico que se determind
mediante el analisis de células y tejidos en un microscopio. El informe puede también
contener informacion sobre el tamafio, la forma y la apariencia de una muestra tal como se
ve a simple vista. Esta informacidn se conoce como descripcion macroscopica. El informe
de patologia puede incluir la siguiente informacion segun el Instituto nacional del cancer
(2010)
 Informacion de la especie: Nombre, fecha de toma de muestra, fecha de lectura de la

biopsia
« Descripcion macroscopica: Color, peso y tamafio del tejido tal como se ve a simple vista
« Descripcion microscépica: Cémo se ve la muestra en el microscopio y cémo se compara

con las células normales
2.3.1. Bioensayos

Castillo (2001) Los bioensayos o ensayos bioldgicos son herramientas de diagndstico
adecuadas para determinar el efecto de los agentes fisicos y quimicos en organismos bajo
situaciones de experimento especifico.

Los efectos contaminantes pueden ser tanto de inhibicibn como de magnificacion,
reflejados en la reaccion de los organismos, como muerte, alteracion en el crecimiento,
proliferacion celular, alteraciones en la multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisioldgicos
0 histoldgicos.

Los bioensayos de toxicidad aguda permiten cuantificar las concentraciones letales de un

toxico a una especie determinada. El valor de la Concentracion Letal Media (CL50), y
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representa la causa de muerte al 50 % de la poblacién experimental, en un tiempo
determinado (generalmente 48 o0 96 horas).

Los bioensayos pueden ser de dos tipos: estaticos, donde las pruebas se llevan a cabo sin
la renovacion continua de la solucién; y continuos, donde la solucion de prueba circula
continuamente. Los bioensayos estaticos se realizan con o sin renovacion de la solucién de
prueba.

Los bioensayos de toxicidad aguda de tipo estaticos sin renovacion de solucion, son
ampliamente usados a nivel mundial y hasta existen protocolos estandarizados para varias
especies, generalmente de Norteamérica, ya que se han obtenido resultados exitosos a lo
largo del tiempo. No obstante, actualmente se recalca la importancia de realizarlas con
especies que habitan los ecosistemas potencialmente a ser afectados.

2.3.2. Relacion dosis — respuesta

Segun Abimbola (2016) determina la relacion dosis — respuesta como la correspondencia
entre la cantidad de toxico administrada y la magnitud del efecto en el nimero de especias
expuestas, es lo que se conoce como la relacion dosis-efecto o dosis-respuesta. Se espera
que, a mayor dosis, mayor es el nimero de especies afectadas. En la Figura 3 se representa
la curva de distribucion de la relacién dosis-respuesta de relacién directa, es decir a menor
dosis, menos respuesta y a mayor dosis, mayor respuesta.

La dosis — respuesta puede generar varios tipos de curva para cada tipo de efecto

dependiendo del tipo de sustancia toxica y de los efectos a evaluar.
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Eficacia
maxirma

_ Respuesta medida

Figura 3. Curva de relacion dosis — respuesta.
Fuente: Abimbola (2016)

2.4. Conceptos Béasicos
Bentos

Comunidad formada por los organismos que habitan el fondo de los ecosistemas
acuaticos. El bento se distingue del plancton y del necton, formados por organismos que
habitan en la columna de agua. El adjetivo que se hace derivar del bentos es bentonico.
Bioacumulador

Son organismos vivos que acumulan en su cuerpo ciertos compuestos como metales u
otros que nos permiten visualizar la direccién y velocidad de contaminacidn, que frente a
pulsos de contaminacién podemos observar la degradacién, adsorcién o absorcion, nos
permite saber el estado de salud del ecosistema, nos permite ver interacciones
Bioensayo

Proceso experimental mediante el cual se determinan las caracteristicas y la fuerza de una
sustancia potencialmente toxica o de un desecho metabolito, a traves del estudio de sus
efectos sobre organismos cuidadosamente escogidos y bajo condiciones especificas de

laboratorio.
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Detritéfora

Son organismos conocidos también como sapréfagos comedores de detritus, son
heterdtrofos porque obtienen los nutrientes por consumo de detritus (materia organica en
descomposicion)
Ecosistema

El ecosistema es el conjunto de especies de un area determinada que interactian entre
ellas y con su ambiente abio6tico; mediante procesos como la depredacion, el parasitismo, la
competencia y la simbiosis, y con su ambiente al desintegrarse y volver a ser parte del ciclo
de energia y de nutrientes.
Inmunotdxico

Todo agente que perjudica al sistema inmune.
Metalotioneina

Las MTs tiene la capacidad de unirse a metales pesados tanto fisiol6gicos (zinc, cobre,
selenio) como xenobidticos (como cloruro de cadmio, mercurio, plata y arsénico), a través
de los grupos tiol (-SH) de sus residuos de cisteina, que representan casi el 30 % de sus
restos de aminoacidos.
Mucoproteinas

Compuestos que presentan en su estructura mucopolisacéridos y se encuentran en su
mayoria en el tejido conectivo.
Poluentes

Son aquellos compuestos en cualquier forma fisica que causa contaminacion al medio
ambiente de manera critica.
Tejido blando

Tal y como lo define su nombre tejido blando es el que no es rigido. Asi pues, es un tejido

adaptable y adaptador sobre el cual recaen los trastornos simbioticos con otros campos que
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el puramente estructural. Y es que cuando se habla de tejido blando, parece que es un sistema
independiente del resto de la estructura donde los origenes de disfuncion son
mayoritariamente locales
Toxicidad aguda

La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de una dosis Unica y muy
elevada de una sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte del animal y la
toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a representar mas o menos la dosis
de la sustancia que produce la muerte en el 50 % de los animales.
Toxicocinética

Es el trénsito del toxico por el organismo. Lo que el organismo hace con el toxico (kinos=
movimiento), por contraposicion a lo que el tdxico hace sobre el organismo

(toxicodinamica).
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I11. Método
3.1. Tipo de investigacion
El tipo de investigacion para el presente estudio que retine las condiciones metodolégicas
de una investigacion cualitativa, ya que permite percibir y experimentar los fenémenos,
profundizado sus puntos de vista, interpretaciones y significados. En la Figura 4 se ha
elaborado un esquema de trabajo que se adapta al problema de estudio tomando como

referencia a Hernandez (2014).
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compara L Codificacién selectiva
categorias explicaci+onde
- hipotesis
generra exlicaciones,
teorias.
-

Fuente; HERNANDEZ 2014

Figura 4. Etapas de la Investigacion tipo cualitativa.
Fuente: Elaboracidn propia

Permite la manipulacion de una (0 mas) variable, en condiciones controladas, a fin de

describir de qué modo o por qué causa se produce el acontecimiento en particular. El proceso
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de experimento es provocado por el investigador, para controlar el aumento o disminucién
de esas variables y su efecto.
3.2. Disefio de investigacion

Para el presente estudio se aplicé el disefio experimental, porque se plantearon pruebas
de laboratorio donde se expusieron a los alevines Oreochromis niloticus en las soluciones
con concentraciones de cloruro de cadmio aplicadas a los estanques de agua, posteriormente
para ser analizadas microscopicamente sus efectos en los tejidos de los alevines
Oreochromis niloticus. En la Figura 5 se representa el proceso de conservacion de las
muestras de biopsia de los tejidos de los alevines Oreochromis niloticus, expuestos a las
concentraciones de cloruro de cadmio en los acuarios de agua.

3.3. Ambito temporal y espacial
3.3.1. Ambito temporal

El presente trabajo se elabordé en el Laboratorio de toxicologia la Facultad de
Oceanografia, Pesqueria, Ciencias Alimentarias y Acuicultura de la Universidad Federico
Villarreal”, durante los meses de febrero a noviembre 2018.

3.3.2. Ambito espacial

El proyecto se elabordé en dos laboratorios de diferentes universidades para poder
determinar los dafios que presentaron los tejidos a estudiar.

El desarrollo del bioensayo se desarrollé en el Laboratorio de toxicologia la Facultad de
Oceanografia, Pesqueria, Ciencias Alimentarias y Acuicultura de la Universidad Federico
Villarreal.

Y la lectura de las laminas se realiz6 el laboratorio de Ictiopatologia de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad Mayor Nacional de San Marcos.
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ALEVINES OREOCHROMIS
NILOTICUS EXPUESTOS A
INTOXICACION CON CADMIO

TOMA DE MUESTRAS DE LOS
TEJIDOSALEVINES OREOCHROMIS
NILOTICUS EXPUESTOS A

DISPOSICION DE LAS MUESTRAS
POR ORGANOSEN LAS CAJITAS
PETRI

PORTA LAMINAS SELECCIONADAS
POR TIPOS DE TEJIDOS
PARAFINADOS

Figura 5. Conservacion de las muestras de biopsias de los tejidos parafinados de los alevines
Oreochromis niloticus
Fuente: Elaboracién propia

3.4. Variables
Para el presente trabajo se ha trabajado dos variables:

VI = Cloruro de cadmio

VD= Respuesta histopatolédgica en alevines de tilapia Oreochromis niloticus
El estudio ha considerado ciertos cambios en los tejidos de los peces:

« Descripcion macroscopica: Color, Textura, Tamafio, Irritacion, Mucus
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» Descripcion microscopica: tamafio, margenes del tumor, margenes positivos, margenes
negativos, margenes cercanos, otro tipo de informacion.

3.5. Poblacién y muestra

Poblacion

Para el estudio emplearon alevines de tilapia Oreochromis niloticus con caracteristicas
homogéneas, procedentes de agua dulce, seleccionados macroscopicamente, excluyendo a
aquellos con lesiones o alteraciones morfolégicas
Muestra

Para el estudio se seleccionaron a 120 alevines de tilapia Oreochromis niloticus con
caracteristicas homogéneas, seleccionados macroscopicamente, excluyendo a aquellos con
lesiones o alteraciones morfoldgicas.

Creswell (2013) considera otros tipos de muestras cuando se trata de investigacion
cualitativa, entre ellas la muestra homogénea que permiten la seleccién teniendo en cuenta
las mismas caracteristicas, perfil o rasgos, que permiten resaltar situaciones o procesos en el
grupo de estudio.

3.6. Instrumentos

3.6.1. Materiales de vidrio

+ Fiola (1000 ml)

» Bagueta

+ Vaso de precipitado (10 ml)

* Pipeta (Imly 2 ml)

+ Acuarios con disefio de vasos comunicantes divido en dos de las mismas dimensiones
(40 litros cada division)

3.6.2. Otros

+ Caja de papel indicador de pH
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» Pizeta con agua destilada

 Aireador o difusor de oxigeno

* Ictidmetro

+ Mallas Colectoras

» Termdmetro de alcohol

 Lapiceros

 Libreta de apuntes

+ Guantes de nitrilo (caja)

+ Baldes (101)

3.6.3. Material bioldgico

* Tilapia - Oreochromis niloticus (120 peces)

3.7. Procedimiento

3.7.1. Obtencion de alevinos, transporte y aclimatacion
Los peces se adquirieron de un criadero local de la provincia de ATE, se adquirieron. 120
alevines de tilapia. El transporte se realizd en un cooler con las siguientes condiciones:

» En bolsas de plastico con la relacion 1:2 de agua y aire.

 Se vigil6 constantemente la condicion de los peces para reducir el estrés y con ello la
mortalidad.

» Cuando se lleg6 al laboratorio de Toxicologia de la Facultad de Oceanografia Pesqueria
y Ciencias Alimentarias se tomd lectura de la temperatura de llegada de las bolsas con
las tilapias, ademas se prepard con anticipacion un acuario de 1 000 Litros con una
temperatura entre 25°C a 30°C y pH neutro.

+ Para laaclimatacion se introdujo la bolsa de tilapias dentro del acuario y cada 10 minutos
se procedia a llenar con un volumen significativo de agua del acuario el interior de las

bolsas para homogenizar la temperatura interior de la bolsa.
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 Este proceso duro aproximadamente una hora y media.

« Se mantuvieron en cuarentena durante 20 dias y se les trato con albendazol, azul de
metileno y verde de malaquita, para asi eliminar factores externos que puedan alterar los
resultados.

 Se control6 la temperatura y su alimentacion el tiempo que duro la cuarentena.

3.7.2. Biometria
Proceso que consiste en determinar la longitud total y estdndar, este proceso me permitid

determinar la cantidad de alimento que se suministrara a los alevinos, para ello emplee un

Ictiometro para determinar el peso se utilizé una balanza electronica de precision 0,1 gramo.

Se colocd un vaso precipitado con agua y se anoté el peso, luego se colocé un alevino y se

anoto el peso, para obtener el peso del alevino se restd el peso inicial y peso final.

Tabla 1.
Datos para el calculo de racién alimenticia
para peces.
Unidad cm g
1 2,9 2,0
2 3,0 2,8
3 3,0 3,1
4 3,0 2,8
5 2,9 3,0
6 3,1 3,4
7 3,3 3,1
8 3,0 2,8
9 2,7 2,9
10 2,9 3,2
Promedio 3,0 2,9

Fuente: Elaboracion propia

El porcentaje de alimentacion se obtiene con la siguiente férmula (Anexo 5):

(N° de peces)x(peso promedio) x (% de alimentacién)
Calculo de racién = (10)x(2,99)x(10 %)
Calculo de raciéon = 2.9g x dia
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3.7.3. Preparacion de los acuarios
Para realizar el procedimiento de intoxicacion con cloruro de cadmio se elaboraron 6

acuarios utilizando el disefio segin la imagen de la Figura 6:

— ) — )

C. Poza 3 de regulacion de temperatura

A. Pozal B. Poza 2

Figura 6. Vista superior del acuario
Fuente: Elaboracion propia

Las pozas Ay B contienen un volumen de 20 litros, mientras la zona C se destinard agua
al mismo nivel de los acuarios para transmitir el calor a los acuarios se usaron 2 termostatos
graduados a 28° C.

Estos acuarios se prepararon con anticipacion con el fin de acondicionar el medio, se
mantuvo constante la aireacion y la limpieza del medio con un recambio del 30 % cada tres
dias. En cuanto a la alimentacion se realiz6 de manera normal.

3.7.4. Preparacion de las concentraciones de cloruro de cadmio
Preparacion de la solucion patrén

Se solicitd los reactivos al laboratorio de fisicoquimica.

La concentracion total de la solucion patron fue de 1 037,95 ppm
La solucién patron se me proporciono en una fiola de 1 000ml.
Preparacion de las concentraciones para el bioensayo

Se realizaron cinco diluciones segun:
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Tabla 2.
Preparacion de Diluciones para el Bioensayo.
Concentracion Volumen de Concentracion Volumen
Estaciones de solucion solucién patrén requerida total para la
patron (ppm) (ml) (ppm) dilucion (1)
Mx1 1037,95 0,4 0,02 30
Mx2 1037,95 0,8 0,04 30
Mx3 1037,95 1.2 0,06 30
Mx4 1037,95 15 0,08 30
Mx5 1037,95 19 0,10 30

Nota: Todas fueron medidas usando una pipeta de 1ml y de 2 ml
Fuente: Elaboracién propia

Leyenda:
Mx = muestra

Cantidad de solucién patron que se requiere para preparar las diluciones de cloruro de
cadmio, diluida en 20 litros de agua.
3.7.5. Bioensayo
3.7.5.1. Bioensayo preliminar

Para esta etapa se acondiciond los acuarios en una mesa resistente y lo suficientemente
amplia para realizar el proyecto, se decloré el agua en una relacion de 1:1, es decir una gota
por cada litro de agua. El volumen total en cada acuario fue de 20 litros de agua. Los acuarios

fueron distribuidos como lo muestra la Figura 7.
ﬂ B ﬂ Mx1 ﬂ Mx2 ﬂ Mx3 u Mx4 ﬂ Mx5
ﬂ B ﬂ Mx1’ ﬂ Mx2’ ﬂ Mx3’ ﬂ Mxd’ ﬂ Mx5’

Figura 7. Distribucién de acuarios y Formulacién propia
Fuente: Elaboracidn propia
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3.7.5.2. Disefio experimental
Para iniciar el experimento, se ha realizado un conjunto de actividades, que a

continuacion se detallan:

« Se seleccionaron los alevines del acuario de cuarentena, asegurandose que los peces para
la experimentacion estén libres de enfermedades y parasitos.

 Se suspendio la alimentacion de los peces por 24 horas antes del inicio del experimento.

« Se hicieron dos replicas en simultaneo, utilizando 10 peces por acuario para cada
concentracion de cloruro de cadmio.

 Durante el periodo de experimentacion se mantuvieron las mismas condiciones de calidad
de agua en cada acuario-

 Para la verificacion de las caracteristicas macroscopica en los peces, se hizo uso de las
fichas de observacion. (Anexo 06)

Tabla 3.

Distribucidn de las tilapias en los acuario

Concentracion de
Concen- Cloruro de N° de peces por Talla (cm) Volumen Densidad
tracion Cadmio en 20 1. acuario promedio (U] (pez/l)

de agua. (mg/l)

Duplicado Duplicado Duplicado Duplicado Duplicado
Mx Mx Mx Mx

Mx Mx Mx Mx Mx
B 0 0 10 10 2.9 3.0 20 20 1 1
Ccl 0,02 0,02 10 10 2.9 2.8 20 20 1 1
Cc2 0,04 0,04 10 10 3.0 31 20 20 1 1
Cc3 0,06 0,06 10 10 3.0 3.0 20 20 1 1
Cc4 0,08 0,08 10 10 3.3 29 20 20 1 1
Ccb 0,10 0,10 10 10 2.9 3.0 20 20 1 1

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda
B Grupo control

Cc Concentracion
Mx Muestra
Dup.Mx Muestra Replicada
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3.7.5.3. Bioensayo final

En esta etapa se sometié a los peces seleccionados a las concentraciones descritas
anteriormente, ejecutandolas siguientes actividades:
e Se siguio los mismos pasos del acondicionamiento para introducir los peces a los

acuarios con concentraciones diferentes de Cloruro de Cadmio,

Se realizé el control de calidad de agua en téerminos adecuados.

Se ha suministrado el alimento en forma diaria.

El bioensayo duré un periodo de 10 dias consecutivos.

El bioensayo se realiz6 por replica a la vez a fin de cuantificar las lesiones que se puedan

presentar en relacion a la concentracion de Cloruro de Cadmio.

3.7.6. Procesamiento de los peces seleccionados

3.7.6.1 Preparacion de la muestra para el proceso histolégico

Sacrificio

Segun Ferguson, Bjerkas y Evensen (2006) su método consiste en el sacrificio de los peces

por medio de la puncion en la cavidad craneal.

3.7.6.2 Diseccion de los especimenes

Una vez que se haya comprobado la muerte del pez se procedié con los protocolos de

diagndstico, siguiendo el siguiente proceso:

e El pescado fresco se colocd en una bandeja

e Setomd las medidas de los parametros biométricos necesarios: sexo, tamafio, peso, y se
anotaron en las fichas.

e Serealizd lainspeccion macroscopica, anotando la presencia de anormalidades en la piel

como, la caracteristica del mucus, ulceras, heridas, erosiones, puntos, etc.
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Figura 8. Observacion externa del pez.
Fuente: Manual de Técnicas basica de diagndstico patolégico en pees. Zarza
(2005)
+ Se hizo uso del llenado de la ficha de observacion con los datos obtenidos durante la

revision (Anexo 7)

Separacion del opérculo y branguias

e Procedi a cortar el opérculo con la técnica como se observa en la Figura 09. Con ayuda
de una pinzay tijeras corté las uniones de las branquias y las extraje con mucho cuidado,
para luego colocarlas en una placa Petri con suero fisioldgico, posteriormente observo
cada uno de los arcos branquiales observando su color, aspecto y presencia de
formaciones extrafas. Al final las coloque en un frasco con formol neutro 10%, como se

aprecia en la Figura 10

Figura 9. Diseccion del opérculo de las branquias del pescado
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Figura 10. Frasco con formol para la colocacion de la muestra
tomada

Cavidad abdominal

Para la apertura de la cavidad abdominal, procedi del modo siguiente:

Realizar una incision a nivel del ano (recomendamaos con tijeras), dirigiéndonos en unos
45 grados y en direccidn craneal hacia la linea lateral del ejemplar, siguiendo la incision
cranealmente méas 0 menos a nivel de esta linea lateral hasta llegar a la region branquial,
como se observa en la Figura 11.

A continuacién, volver al ano y realizaremos una incision en direccion craneal en la linea
media ventral hasta llegar a la base de las branquias.

Realizar una tercera incision uniendo los dos cortes en la zona branquial y podremos
levantar la pared abdominal.

Al levantarla, observé si hay adherencias y el aspecto que presenta la cara interna del
abdomen. Reconocer todos y cada uno de los drganos internos, su color y aspecto. Retiré
la vejiga natatoria para exponer mejor el riidn. También se puede cortar a nivel de
esofago e intestino posterior y extraer el paquete visceral para su mejor examen. En este

punto se observo y anoto cualquier lesion aparente.
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Figura 11. Diseccion abdominal del pez

3.7.6.3. Fijacion de las muestras y analisis histopatoldgicos de las muestras con métodos
y técnicas de analisis en laboratorio

Para la fijacion de las muestras se utilizo:

Frascos de plastico de 100 ml en los cuales se colocaron el fijador formol neutro 10%, se
empled la proporcion 20/1 (20 ml de fijador por 1 volumen de muestra, segin la
recomendacion de Castro (2011).

Se realiz6 la identificacion de las muestras,

Se introdujo dentro de los frascos el rotulo hecho de papel cansén con los siguientes datos:
fecha de muestreo, concentracion de cloruro de cadmio, 6rganos e identificar si es el

duplicado del ensayo como se muestra en la Figura 12.

20180708
0.2 ppm
Branquias, bazo, higado,
musculo.
Mx1”

Figura 12. Modelo de identificacion de los
frascos de las muestras bioldgicas,
Fuente: Elaboracion propia.
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Se realizaron los cortes y la tincion de los tejidos en el laboratorio de Histologia,
embriologia y patologia veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, el
método utilizado fue el de coloracién de Hematoxilina — eosina siguiendo una
metodologia convencional Di Fiore (2001). Las preparaciones histolégicas fueron

analizadas y fotografiadas, obteniendo cortes de 4 micras de espesor. (Anexo 8)
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IV. Resultados
4.1. Analisis de datos
Dentro de las alteraciones histolégicas en bazo encontradas (Tabla 4), la necrosis fue el
hallazgo mas frecuente, en un 93,3 % (112/120). Los granulomas se presentaron de manera
leve en un 40 % (48/120), también se presento infiltracion de células inflamatorias de

manera leve en un 20 % (24/120), por ultimo, el 6,6 % de las muestras presentaron

congestion
Tabla 4.
Resultado histopatoldgico de hallazgos en bazo de tilapias
Grado de afeccién Alteracion
Hallazgos en bazo
Normal Escaso  Leve Moderado  Severo Total %

Necrosis 8 24 64 24 0 112/120 93,3
Infiltracion de

) ) 96 0 24 0 0 24/120 20
células inflamatorias
Congestion 112 8 0 0 0 8/120 6,6
Granulomas 72 0 32 0 16 48/120 40

Fuente: Elaboracion propia

Los hallazgos que se encontraron en las branquias (Tabla 5.) en su mayoria presentaron
fusion de lamelas, edema perilamelar e hiperplasia en un 73,3 % (88/120), ademas de
congestion lamelar y atrofia de lamelas en un 66,7 % (80/120) y un bajo porcentaje de

necrosis de 6,7 % (16/120).
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Tabla 5.
Resultado histopatoldgico de hallazgos en branquias de tilapias
Grado de afeccién Alteracion

Hallazgos en branquias

Normal Escaso Leve Moderado  Severo Total %
Congestion lamelar 40 0 56 24 0 80/120 66,7
Fusion de lamelas 40 32 40 8 0 80/120 66,6
Atrofia de lamelas 40 0 40 40 0 80/120 66,6
Necrosis 56 0 8 0 0 8/120 6,6
Hiperplasiadelas o 4, 4 8 0  80/120 666
células epiteliales
Edema perilamelar 16 8 64 16 0 88/120 73,3

Fuente: Elaboracion propia

Para las alteraciones histoldgicas en el hepatopancreas (Tabla 6), la necrosis fue el hallazgo
maés frecuente, en 86,6 % (104/120), la degeneracién hidropica y congestion hepética se
encontraron también en un 86,6 % en una razén de (104/120). Siendo las menos frecuentes

la infiltracion de células inflamatorias y degeneracion grasa en un 2,6 % (16/120).

Tabla 6.
Resultado histopatoldgico de hallazgos en el hepatopancreas de tilapias
Hallazgos en Grado de afeccion Alteracion
hepatopancreas Normal Escaso Leve Moderado Severo  Total %
D —

egeneracion 16 0 8 80 16 104/120 86,7
hidropica
Congestion hepética 16 0 24 80 0  104/120 86,7
Necrosis 8 32 64 16 0 104/120 86,7
Infiltracid I

nfiltracion de las 8 8 0 0 16/120 2.6
células inflamatorias
Degeneracion grasa 104 0 0 8 8 16/120 2,6

Fuente: Elaboracion propia

En el caso de la musculatura esquelética axial (Tabla 7.) la mayor presencia fue de necrosis

en un 66,6 % (72/120) de manera escasa Yy leve. De manera escasa en un 33,3 % (40/120) de
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presencia de granulomas, y de forma leve en un 20 % (24/120) infiltracion de células

inflamatorias y congestion.

Tabla 7.
Resultado histopatoldgico de hallazgos en masculos de tilapias

, Grado de afeccion Alteracion
Hallazgos en musculos
Normal Escaso Leve Moderado Severo  Total %
Congestion 96 0 24 0 0 24/120 20,0
Necrosis 48 40 32 0 0 72/120 60,0
Presencia de granulomas 80 40 0 0 0  40/120 33,3
Infiltracion de células 9 0 24 0 0 24/120 20,0

inflamatorias

Fuente: Elaboracion propia

4.2 Determinacion de lesiones en branquias

Las branquias son 6rganos gue se encuentran a ambos lados del cuerpo del pez, detras de

la cabeza, son cuatro arcos branquiales que forman un juego de branquias, a su vez el arco

branquial esta conformada por una estructura cartilaginosa con dos filas de filamentos

branquiales Estos filamentos se subdividen en laminas blancas que se encuentran dispuestas

perpendicularmente. Los filamentos branquiales poseen un epitelio estratificado, constituido

por diversos tipos de células, entre los cuales fue posible distinguir las células de cloro,

mucosas y suelos. El epitelio se asienta sobre el seno venoso central y se encuentra

segmentado por ejes vasculares que originan las lamelas. Estas estructuras representan

proyecciones de tejido por encima de la superficie externa del epitelio filamentos, como se

aprecia en la Figura 13.
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Figura 13. Filamentos branquiales del grupo control, con presencia escasa
de edema perilamelar (Ep). Amento: x400
Fuente: Elaboracion propia

De este modo, las lamelas estan constituidas centralmente por un eje vascular y por un
epitelio compuesto por células pavimentadas de revestimiento e indiferenciadas. Este
epitelio se asienta en la lamina basal de células endoteliales modificadas (células pilares)
que soportan y delimitan el compartimiento sanguineo lamelar. Segun Garcia et al (2007).

El grupo control mostro caracteristicas dentro lo normal con leve edema perilamelar. sin
embargo, los peces que fueron sometidos a intoxicacién por cloruro de cadmio mostraron
diferentes alteraciones en las branquias, con caracteristicas de edema perilamelar (Figura
13.), congestion perilamelar (Figura 14), atrofia, hiperplasia de lamelos y escasa fusion
lamelar (figura 15), hiperplasia lamelar (Figura 16), congestion lamelar (Figura 17), atrofia

de lamelos (Figura 18) fusion de lamelos (Figura 19 y 20).
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Figura 14. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones de
0,02 mgl/l, se aprecia leve edema perilamelar (Ep), leve congestion (C).
Aumento: x400

Fuente: Elaboracion propia

Figura 15. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones de
0,02 mg/l, con moderada atrofia de lamelas (Al), escasa hiperplasia de lamelas
(Hp) y escasa fusion de lamelas (FI). Aumento: x100

Fuente: Elaboracion propia



Figura 16. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones
de 0,04 mg/l, atr6fia de lamelas (Al), hiperplasia de lamelas (Hp) y fusion
de lamelas (FI). Aumento: x100
Fuente: Elaboracidn propia

Figura 17. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones
de 0,04 mg/l, hiperplasia de lamelas (Hp) y congestién (C). Aumento: x400
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 18. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones
de 0,06 mg/l, hiperplasia de lamelas (Hp), congestion (C), edema
perilamelar (Ep), atrofia de lamelas (Al), fusion de lamelas (FI). Aumento:
x400
Fuente: Elaboracion propia

Figura 19. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones
de 0,08 mg/l, hiperplasia de lamelas (Hp), congestion (C), edema
perilamelar (Ep), atrofia de lamelas (Al), fusion de lamelas (FI). Aumento:
x400
Fuente: Elaboracién propia
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Figura 20. Filamentos branquiales de los peces sometidos a concentraciones
de 0,1 mg/l, hiperplasia de lamelas (Hp), congestion (C), atrofia de lamelas
(Al), fusién de lamelas (FI). Aumento: x100
Fuente: Elaboracion propia

Segun la informacién se puede concluir:

Tabla 8.
Presencia de lesiones en branquias, en relacion a la concentracion de cloruro de
cadmio

Grupo  Concentracion  Concentracion  Concentracion  Concentraciéon ~ Concentracién
Hallazgos control  de 0,02 mg/I de 0,04 mg/I de 0,06 mg/I de 0,08 mg/I de 0,10 mg/I

Congestion ~ _ + + ++ ++ +++
lamelar

Fusion de - + ++ ++ ++ +++
lamelas

Atrofia de - - + ++ +++ +++
lamelas

Necrosis - - - - + ++
Hiperplasia ~ _ + + ++ ++ +++
de las

células

Edema + + + ++ ++ ++
perilamelar

Fuente: Elaboracién propia
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4.3. Determinacion de lesiones en muasculo
Analizando los tejidos de las Figuras 21 y 22, la musculatura esquelética, se encontraron la

presencia de granulomas, congestion, necrosis, e infiltracion de células inflamatorias.

Figura 21. Musculatura esquelética del grupo control, necrosis (N),
congestion (C), infiltracidn de células inflamatorias (Ic). Aumento: x400
Fuente: Elaboracion propia

Figura 22. Musculatura esquelética en los peces expuestos a una
concentracion de 0,10 mg/l. granuloma (G). Aumento: x400.
Fuente: Elaboracion propia
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En las siguientes concentraciones se evidencio las mismas lesiones de manera leve, sin
embargo, en la concentracion 0,10 mg/l se pude apreciar las lesiones de leves a moderadas.

Tabla 9.
Presencia de lesiones en musculos, en relacién a la concentracion de cloruro de
cadmio

Grupo Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion

Ha"aZgos control  de 0,02 mg/I de 0,04 mg/I de 0,06 mg/I de 0,08 mg/I de 0,10 mg/I
Congestion + + + + ++ ++
Presencia de ) + + + + t
granulomas

Infiltracion

de células + + + + + ++
inflamatorias

Necrosis + + + ++ ++ ++

Fuente: Elaboracion propia

4.4. Determinacion de lesiones en bazo

En el caso del bazo y la hepatopancreas al ser los érganos en los cuales se almacena los
metales, se ha podido evidenciar las siguientes lesiones: infiltracion de células inflamatorias,

necrosis, congestion, granulomas, degeneracién hidrépica y degeneracion grasa.

Figura 23. Bazo de peces del grupo control. Sin presencia de

lesiones. 1Aumento: x400
Fuente: Elaboracion propia



Figura 24. Bazo de los peces sometidos a concentraciones de 0,08 mg/I,
granulomas (G). Aumento: x100
Fuente: Elaboracidn propia

4.5. Determinacion de lesiones en el hepatopancreas
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Figura 25. Higado del grupo control, degeneracion grasa (Dg), necrosis (N),
degeneraciones grasas. Aumento: x400
Fuente: Elaboracion propia
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Figura 26. Higado de las tilapias expuesto a 0,1 mg/l, granuloma (G),
degeneracion hidrépica (Dh). Aumento: x400
Fuente: Elaboracion propia
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V. Discusion de resultados

A partir de los hallazgos encontrados, aceptamos la hipétesis general que establece que
el tiempo de exposicion al cloruro de cadmio ocasiona respuestas histologicas en los
alevinos de tilapia Oreochromis niloticus.

Los resultados obtenidos guardan relacion los trabajos de Rengel et. al (1995), (Rangel
et. al (1997) con concentraciones de 0.01 mg/l hasta 1 mg/l, Garcia, Monteiro, Carrola y
Fontaihnas-Fernandes (2007), Hiir y Domitrovic (2002), Sawsan et. al (2012) y Ferrari,
Lorena Alejandra y Salibian (2009), quienes sefialan que los peces expuestos al cloruro de
cadmio presentan dafios histologicos a nivel de las branquias, higado, bazo. Esto es acorde
con lo que en este estudio se halla.

Pero en los estudios mencionados anteriormente no hacen referencia a los hallazgos de
granulomas en el higado, estos encontrados en mayor cantidad en las concentraciones
mayores de 0,06 mg/l. los estudios tampoco hacen referencia del impacto del estrés en los
peces al cual son sometidos disminuyendo su inmunidad.

Sawsan et. al (2012) menciona que concentraciones de 10 mg/l ocasionan dafios a las
branquias e higado, en peces de mayor tamafio y mas tiempo de exposicion, sin embargo,
los hallazgos encontrados por Hirt y Domitrovic (2002) no describen dafios a nivel de la
hepatopancreas.

Rengel et. al (1997) sostiene dafio de las branquias y concuerda con los hallazgos
obtenidos a concentraciones de exposicion de 0.3 mg/l hasta 1mg/l. sin embargo Ferrari et.
al (2009) en su trabajo encontrd6 que en las branquias se manifestaron dafios a
concentraciones de 0.3 mg/I.

No se encontro referencia bibliografica para realizar la comparacion de los datos obtenidos

de bazo y musculo con respecto a los dafios histoldgicos encontrados en el presente trabajo.
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V1. Conclusiones
En el presente trabajo se determind que las concentraciones de cloruro de cadmio
superior a 0,06 mg/l, causaron mayor dafio histopatolégico en los tejidos estudiados
(branquias, bazo, higado y musculos), ademéas se pudo observar que existe un mayor
aumento de dafio celular a medida que las concentraciones aumentan en relacion al
tiempo de exposicion.
Existe una relacion directamente proporcional entre la concentracion de cadmio con
respecto a la presencia de granulomas en el higado, bazo y masculo. No se encontrd
bibliografia en relacion a la presencia de granulomas por intoxicacién por cadmio en
tilapias. Sin embargo se evidencié que la presencia de granulomas era proporcional a la
concentracion de cloruro de cadmio, se deberd tener en cuenta que esto puede ser
consecuencia del debilitamiento del organismo o en todo caso que el pez se encuentre
ya con sintomas de alguna enfermedad y al exponerlo al cloruro de cadmio la presencia
de granulomas se acentuo.
Se ha demostrado en este trabajo que concentraciones bajas de cadmio de 0,02 a 0,10
mg/l a una exposicion de 10 dias causan dafios histopatoldgicos a los alevines de tilapia
Oreochromis niloticus en un ambiente controlado.
Se estima que a medida que el crecimiento industrial crezca y la falta de concientizacion
de las personas no cambie, los recursos hidricos naturales y los recursos producidos en

criaderos se veran afectados por las consecuencias de la bioacumulacion del cadmio.
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VIl. Recomendaciones
Realizar un analisis histologico a un grupo control antes de realizar la intoxicacion por
cadmio, para descartar la presencia de granulomas en los tejidos u otros hallazgos.
Realizar el estudio con un tiempo de exposicién a cloruro de cadmio superior a los 10
dias, a fin de estimar si estas bajas concentraciones afectan el crecimiento de las tilapias,
ya que la intoxicacién por cadmio genera la perdida de calcio en la estructura 6sea.
Ampliar el nimero de 6rganos a estudiar, de tal manera que se pueda determinar otros

dafos a corto y largo plazo.
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IX. Anexos
Anexo 1.
Los efectos del cadmio en la salud
Perla Esmeralda Pérez Garcia, * Maria Isabel Azcona Cruz**
Revista de Especialidades Médico-Quirurgicas, vol. 17, num. 3, julio-septiembre, 2012, pp.
199-205. Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado México,
México
El cadmio no se encuentra en el ambiente como un metal puro; es mas abundante en la
naturaleza en forma de 6xidos complejos, sulfuros y carbonatos en el cinc, plomo y menas
de cobre. Es relativamente barato, ya que se trata de un subproducto del procesamiento de
metales mas valiosos, como el cinc y el cobre. Sus variadas aplicaciones en la
galvanoplastia, la galvanostegia y la galvanizacion, asi como su uso en plasticos, pigmentos
para crear tintes, pinturas, y cerdmica, y baterias de niquel y cadmio, se deben a su gran
resistencia a la corrosion y a sus propiedades electroquimicas. Los metales pesados
constituyen un riesgo considerable para la salud por el contacto frecuente laboral y
ambiental. Entre los mas peligrosos se encuentran el plomo, el mercurio, el arsénico y el
cadmio. En la poblacién general la comida y los cigarrillos son las principales fuentes de
exposicion al cadmio, la cual suele ser de caracter crdnico. Los efectos toxicos del cadmio
se manifiestan especialmente en los huesos y rifiones y las personas que tienen bajas reservas
de hierro son particularmente vulnerables a estos efectos adversos. Es de interés informar y
hacer notar los efectos provocados por este metal ubicado entre los mas peligrosos, segun la
Agencia Estadounidense para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades, asi como
continuar impulsando la educacion para la salud con el fin de evitar la contaminacion

ambiental por cadmio.
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Anexo 2.

Determinacién de arsenico y cadmio en aguas del rio Rimac y habas cultivadas en el
distrito de San Mateo de Huanchor de la region de Lima

Basualdo Larrazabal, Goannie Justo; Yacila Frias, Juan Daniel

Fecha: 2015

Resumen:

En el distrito de San Mateo de Huéanchor de la Regién de Lima, se determiné el grado de
contaminacion de arsénico (As) y cadmio (Cd) en muestras de aguas de rio y habas anchas
por tratarse de una zona minera que puede afectar la salud de la poblacién. Para llevar a cabo
este estudio se tom6 14 muestras de agua (7 muestras para arsénico y 7 muestras para
cadmio) y 16 muestras de habas anchas (8 muestras para arsénico y 8 muestras para cadmio).
La concentracion media de arsénico en aguas del rio Rimac (= 18,35 ppb) del distrito de San
Mateo de Huanchor de la region de Lima no supera los limites maximos permisibles
establecidos por los Estandares Nacionales de Calidad de Agua (ECA) y de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (50 ppb). La concentracion media de cadmio en aguas de rio
Rimac del distrito de San Mateo de Hu&nchor de la region de Lima no fue calculada debido
a que los valores no fueron detectados por la sensibilidad del equipo (4 ppb). El promedio
de concentracion de arsénico en habas anchas irrigadas con aguas del rio Rimac del distrito
de San Mateo de Hué&nchor de la region de Lima no fue calculado debido a que los valores
no fueron detectados por la sensibilidad del equipo (5 ppb). EI promedio de concentracion
de cadmio en habas anchas irrigadas (x = 49,45 ppb) con aguas del rio Rimac del distrito de
San Mateo de Huanchor de la region de Lima no supera el limite méximo permisible

establecido por el Codex Alimentarius (100 ppb). Finalmente, se recomienda realizar
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estudios de investigacion en distritos cercanos a San Mateo de Huanchor donde también

existen mineras, con la finalidad de comprobar si se obtienen valores similares
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Anexo 3.

Contaminacion de aguas por metales pesados

La contaminacion de las aguas por metales pesados, ya sean de origen natural o
antropogénico requiere atencion especial y estudio, ya que puede tener consecuencias
negativas para la salud publica, asi como la salud de los ecosistemas. Ademas, el agua, al

ser un disolvente universal, es propensa a formar reacciones quimicas con los metales

pesados. Por ejemplo, puede reaccionar con 6xidos metélicos formando &cidos.

El hierro, cobalto, cobre, manganeso, molibdeno y zinc son necesarios en pequefias
cantidades para los humanos, sin embargo, excesivas cantidades pueden ser nocivas. Otros
metales no son requeridos por el ser humano, por lo que son toxicos siempre: mercurio,
plutonio y plomo.

Segun la UE los once elementos mas importantes son arsénico, cadmio, cobalto, cromo,

cobre, mercurio, manganeso, niquel, plomo, estafio y talio.
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Algunos de los metales pesados mas perjudiciales para el medio ambiente son el mercurio,
cadmio, plomo y cromo. Su toxicidad viene determinada por su estado de oxidacion, el cual
determina la estabilidad del elemento y su reactividad con el medio ambiente. Cd2+, Pb2+,
Hg2+, Ag+ y As3+ son formas muy estables que pueden reaccionar con biomoléculas del
cuerpo humano formando biocompuestos toxicos muy dificiles de disociar.

Las fuentes de algunos de estos metales pesados son las siguientes:

Mercurio

e Actividades mineras de extraccion de oro, plata y cobre.

e Fundicion primaria y secundaria de metales.

e Produccién de carbdn y coque.

e Combustién de combustibles y carbon en la generacién de electricidad.

e Industria de cloro-sosa.

e Incineracion de residuos peligrosos y bioldgico infecciosos.

Plomo

e Fundicion primaria y secundaria de metales.

e Loza vidriada.

e Produccién de pinturas.

e Elaboracién de latas soldadas con plomo.

e Industria electronica.

e Uso de gasolina con plomo

Cadmio

e Baterias Recargables de Niquel/Cadmio (Ni/Cd).

e Fertilizantes.

e Pigmentos y Estabilizadores en Plastico y PVC.

e Pigmentos en Pinturas.



Galvanizacion.
Catalizadores y Conservadores en la Industria del Plastico.
Elaboracion de Pinturas.

Aleaciones.
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Anexo 4.

Descripcion Anatomica, Histoldgica y Ultraestructural de la Branquia e Higado de
Tilapia (Oreochromis niloticus)

G. A. Torres R.; **S. Gonzalez P. & ***E. Pefia S.

El detrimento ambiental de las fuentes hidricas causa dafios y un deterioro en la salud de los
organismos expuestos a los contaminantes, principalmente especies de peces como la tilapia,
de uso en la dieta humana. Consideramos que todos los esfuerzos en la investigacion basica
para el conocimiento de los tejidos normales en esta especie, permitira determinar los dafios
causados y sus efectos por la contaminacion de ambientes acuaticos, por lo cual la
conservacion de este medio, debe despertar gran interés y ser promovido por instituciones
encargadas del manejo ambiental.

La branquia es el principal 6rgano blanco por contaminantes Biagini et al. (2009); su tejido
epitelial es un excelente pardmetro para evaluar los efectos de variables ambientales,
sustancias toxicas y calidad del agua segin Verjan, Iregui, Rey y Donado (2001); Mazon,
Cerqueria y Fernandes (2002) y Wong y Wong (2000).

La descripcidn histoldgica como la ultraestructural de la branquia muestra la complejidad
de sus tejidos y entre ellos, el epitelial cuya estructura permite el intercambio 6ptimo de
gases y de otras sustancias. La formacion de los pliegues en la mucosa y la morfologia de
micropliegues, con su capa de glicocélix, son consideradas estructuras importantes en la
retencion de moco y son extremadamente sensible al estrés, grado de madures celular y
cambios ambientales (Mazon et

Al (2002) y Wong y Wong (2000) y Ferguson, Morrison, Ostland, Lumsden y Byrme
(1992) Por otra parte, las branquias han sido evaluadas como indicadores de la presencia de
sustancias toxicas, como metales, entre otras. Las lesiones tisulares observadas en las

branquias de los peces constituyen una metodologia reconocida y rapida para determinar los
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dafos Ferguson et al (1992) y Sanchez, Speare y Johnson (1997). El aneurisma, la fusion
lamelar, la hiperplasia del epitelio, entre otras, son alteraciones conducentes a trastornos
funcionales de las branquias y son utilizadas hoy en dia como biomarcadores
histopatoldgicos para estudios de evaluacion ambiental segun Verjan et al (2001); Cengiz
(2006). Daborn, Cozzi y Marshall (2001) estudiaron la estructura y funcion de las células de
cloro; reportando variaciones en su morfologia por cambios dados en la salinidad,
acidificacion, e hiperoxia; ademas, los autores consideran que estas células participan en
procesos de aclimatacion por salinidad, en respuesta a un simple estimulo osmético,
demostrando las potencialidades en estudios electrofisiolégicos y de evaluacién ambiental.
La estructura histoldgica del higado de Oreocromis niloticus muestra hepatocitos alineaos
en filas conformando cordones de forma muy similar en muchos teledsteos. Identificamos
los lobulillos hepéticos, y las triadas, por lo cual discrepamos en las observaciones realizadas
por Vicentini et al. (2005); sin embargo, coincidimos en la observacion acinos pancreaticos
asociados a ductos biliares localizados dentro del parénquima hepatico identificados
también por otros autores.

Ultraestructuralmente, los hepatocitos presentan caracteristicas muy similares, como el alto
contenido de glucogeno en su citoplasma y relativamente pobre en organelas como lo
reportado por Vicentini et al. La histopatologia hepatica como biomarcador tiene una amplia
aplicacion, la presencia de lesiones inflamatorias, toxico hepdticas, preneoplasicas, y
neoplésicas, se han convertido en una valiosa herramienta integrativa en programas de
monitoreo ambiental Amaral et al. (2002) Los resultados mostrados en este trabajo apoyan
la aplicacion en el conocimiento de un espécimen saludable de gran interés en la dieta
humana, asi como en la aplicacion como biomarcador histopatoldgico constituyen un
complemento de las metodologias tradicionales en estudios de evaluacion de contaminacion

y riesgo ambiental.
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Anexo 5.

Tabla de alimentacion para Tilapia
Manejo Alimentario para Tilapia
Ram C Bhujel, PhD

Panorama Acuicola, Vol 7 n° 4, Mayo/Junio del 2002

La gran demanda de tilapia en los mercados internos e internacionales ha llevado a una
mayor intensificacion de los sistemas de produccion y al uso de dietas especificamente
balanceadas. Como en acuicultura el alimento se lleva méas del 60% de los costos de
produccion, es importante el conocimiento de la nutricion y del manejo alimentario. Como
la tilapia posee un habito alimentario de amplio rango, y es un grupo altamente
evolucionado, caracterizado por el cuidado de la progenie, los requerimientos nutricionales

son algo diferentes a los de otras especies segun Bhujel (2002).

Fase Peso promedio (Q) Tasa de alimentacion (%)
Precaria 2-50 10-15
Crecimiento 50-150 6-10
Engorde 150-300 1,5-3

Fuente: Manual de cultivo de Tilapia, 2010



Anexo 6.

FICHA DE INTOXICACION CON CLORURO DE CADMIO

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
FACULTAD DE OCEONOGRAFIA, PESQUERIA, CIENCIAS ALIMENTARIAS Y ACUICULTURA

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA EN ACUICULTURA

ESPECIE: TILAPIA OREOCHROMIS NILOTICUS

ACUARIO Nro. ...................... Fecha de inicio: ............Fecha de término: ... ............

AGUA

e LITROS:

CLORURO DE CADMIO
e CONCENTRACION:
0 DILUCION: .o

e DIAS DE INTOXICACION:

e CANTIDAD:

72



TIPO DE ALIMENTACION:

OBSERVACION EXTERNA:
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Anexo 7

FICHA DE OBSERVACION HISTOPATOLOGICA

UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL
FACULTAD DE OCEONOGRAFIA, PESQUERIA, CIENCIAS ALIMENTARIAS Y ACUICULTURA

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA EN ACUICULTURA

Lamina Nro. ......coeeveeueenen... Fecha de lectura: ......cc.euuu.......
ESPECIE: TILAPIA OREOCHROMIS NILOTICUS
Tipo de tejido:

I. HEPATO PANCREAS ()

Il. BAZO ()
I11. RINON ()
IV. MUSCULOS ()
V. RINON ()

Descripcion macroscopica:

K, €101 ¢ T

Tamafo :

Descripcion microscopica: Como se ve la muestra en el microscopio y cOmo se compara

con las células normales.



Diagndstico:

Tamano: ...........coveuennnnn. en centimetros

Margenes del tumOr: ......oooeiiiiii i
MATZENES POSIEIVOS: +.uvuttttentett et ettt et et et ee et et eteeeenaennns
Margenes negativos:

MATZENES CETCANOS: ... vneeteneeteneteteneteten et ete et e te e et eneaeenenenane

Otro tipo de informacion: ...........................
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Anexo 8.

COLORACION DE HEMATOXILINA —EOSINA (H&E)
CESAR EDUARDO MONTALVO ARENAS

Agosto de 2010.

La coloracion de hematoxilina - eosina se considera como la técnica de tincion de uso

mas frecuente en el estudio de células y tejidos, a través del microscopio fotonico.

Consiste en la tincion de:

a) los nucleos mediante una hematoxilina, previamente oxidada y transformada en
hemateina a la que se le afiade una sustancia mordiente para formar una laca (para tal fin se
usan sales metalicas de aluminio, plomo o fierro). Los nucleos se colorean de azul, azul
morado, violeta, pardo oscuro o negro, dependiendo de los agentes oxidantes y mordientes
que se utilizaron.

b) el citoplasma y material extracelular utilizando la eosina que les confiere diversos grados
de color rosado.

Este procedimiento consiste en colocar encima del corte coloreado y diafanizado una gota
de una sustancia adherente, diluida, generalmente en xilol (resina natural como el balsamo
de Canada o resinas sintéticas, cuyos indices de refraccion son similares a los del vidrio) y
encima de ellos, una laminilla cubreobjetos, cuidando que no queden burbujas de aire entre
la resina.

A continuacion se deja que el xilol se evapore, y la resina adquiera solidez suficiente;
para ello las ldminas se colocan en una platina caliente ( 450 500 C) durante 24 a 48 horas

y estaran listas para ser observadas.



