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RESUMEN

Se evalu6 el efecto toxico de mezclas binarias de tres metales pesados: Cd** y Hg?" (constante); Pb** y Hg?* (constante);
Hg?" y Cd* (constante); Pb** y Cd** (constante); Cd*" y Pb** (constante); y finalmente Hg*" y Pb** (constante) sobre la larva
de Chironomus calligraphus (Goeldi, 1905) (Diptera: Chironomidae) a 48 h de exposicion. La toxicidad aguda de los
metales pesados en pares de mezclas mostraron interacciones de tipo sinérgico (Unidad téxica (UT) < 1) para Pb* y Hg**
(constante) (UT = 0,44); Cd* y Pb* (constante) (UT = 0,61); Pb* y Cd** (constante) (UT = 0,63); y Hg*" y Cd*" (constante)
(UT =0,77) y interacciones antagénicos (UT > 1) para Cd*" y Hg*" (constante) (UT = 1,23) y Hg*" y Pb* (constante) (UT =
4,15). Los resultados indican que C. calligraphus es una herramienta ecotoxicoldgica adecuada para evaluar mezclas de
metales pesados.

Palabras claves: Chironomus, concentracion letal media, ensayos ecotoxicologicos, ecotoxicidad, mezclas de metales,
cadmio, mercurio, plomo.

ABSTRACT

Effect of binary mixtures of three heavy metals on larvae of Chironomus calligraphus

Toxic effects of binary mixtures of three heavy metals: Cd* and Hg?" (constant); Pb*" and Hg?*" (constant); Hg?*" and Cd**
(constant); Pb*" and Cd** (constant); Cd*" and Pb** (constant); and finally Hg>* and Pb**(constant) on larvae of Chironomus
calligraphus (Goeldi, 1905) (Diptera: Chironomidae) after 48 h exposure were evaluated. The acute toxicity of heavy metals
in pairs of mixtures, showed synergistic interactions (Toxic Unit = (TU) < 1) for Pb*" and Hg**(constant) (TU = 0.44); Cd**
and Pb** (constant) (TU = 0.61); Pb** and Cd**(constant) (TU = 0.63); and Hg?>" and Cd*" (constant) (TU = 0.77), and an-
tagonistic interactions (TU > 1) for Cd** and Hg** (constant) (TU = 1.23) and Hg** and Pb** (constant) (TU = 4.15). Obtained
results showed that C. calligraphus is a suitable ecotoxicological tool to evaluate mixtures of heavy metals.

Key words: Chironomus, mean lethal concentration, ecotoxicological bioassay, ecotoxicity, mixture of metals, cadmium,
lead, mercury.

INTRODUCCION son receptores finales de las evacuaciones de desechos de

distintos origenes como residuales domésticos, de las

El desarrollo industrial acelerado en los dltimos afios  escorrentias en agricultura y principalmente de los efluentes

en los paises y regiones del mundo con abundancia de recursos  solidos y liquidos de las actividades industriales del sector
naturales ha contribuido a aumentar el grado de contaminacion ~ minero (Paredes, 1999; Denton ef al., 2003; Overmyer et al.,
de las aguas superficiales y maritimas. Los rios, lagos y mares ~ 2003). La acumulacion de esos residuos contaminantes en los
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diferentes cuerpos de agua ocasiona un creciente deterioro del
ambiente a escalas locales, regionales y globales (Ahumada,
1995). Se ha sefialado que la mezcla de metales pesados puede
modificar la toxicidad de éstos en el ambiente (Utgikar ef al.,
2004).

Por no presentar degradacion bioldgica ni quimica y por
ser bioacumulables, los metales pesados estan considerados
entre los contaminantes mas letales (Merian, 1994). Como
consecuencia de la bioacumulacion, las concentraciones de
los metales pesados en los ultimos niveles de las cadenas tréficas
pueden alcanzar valores muchas veces superiores a las que
se encuentran en el agua (Cassee ef al., 1999).

La investigacion del efecto ecotoxicoldgico de mezclas
de metales pesados otorga mayor realismo a la evaluacion de
la calidad de agua (Wong & Pak, 2004), lo que justifica la
realizacion de ensayos que analizen los efectos de las sustancias
quimicas combinadas (Enserink ef al., 1991). A través de estos
estudios se establecen los criterios de calidad para la proteccion
de la vida acudtica los que posteriormente se utilizan para
determinar los estandares de calidad ambiental para cada agente
quimico (Burton & Nordstrom, 2004).

Para medir la toxicidad en ambientes acuaticos se han
utilizado especies de invertebrados, entre ellos miembros de
la familia Chironomidae (Silva et al., 2001; Michailova et al.,
2003; de Haas et al., 2004; Janssens et al., 2004; Martinez
et al., 2004). En el Pert, para estudios de ecotoxicidad en
muestras de agua se ha utilizado a Chironomus calligraphus
(Goeldi, 1905) (Diptera: Chironomidae), especie predomi-
nantemente neotropical, caracteristica de los ambientes acuaticos
naturales y antropogénicos (Iannacone & Dale, 1999). Presenta
como ventaja principal su abundancia y disponibilidad, asi
como la importancia ecoldgica en las cadenas tréficas
dulceacuicolas. Ademas son faciles de mantener en cultivos
en condiciones de laboratorio, presentan el primer estadio larval
planctdnico y los otros estadios larvales bentonicos. Es sabido
que en el primer estadio larval son sensibles a metales pesados
y pesticidas en el agua, y se les ha empleado para el monitoreo
ecotoxicoldgico del agua del rio Rimac, principal rio de la
ciudad de Lima, Peru (Iannacone ef al., 2000; lannacone et
al., 2002; lannacone & Alvarifio, 2005). También se ha evaluado
su supervivencia en muestras acuosas que provienen de
sedimentos elutriados dulceacuicolas (Arrascue et al., 2001).
Sin embargo, en C. calligraphus, solo se conocen los efectos
individuales de los metales pesados como cobre, cadmio,
mercurio y plomo, siendo desconocidos los efectos de mezclas
binarias (Iannacone et al., 2003; Tannacone & Alvarifio, 2004).

Asi, es importante estimar si la mezcla binaria de metales
pesados (cadmio, mercurio y plomo) produce efectos
toxicologicos sinérgicos o antagdnicos en organismos
representativos del ambiente acuatico. Como resultado de lo
expresado arriba, el objetivo de la presente investigacion fue
el siguiente: detectar y medir la toxicidad aguda estatica, de
las mezclas binarias de tres metales pesados (cadmio, mercurio
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y plomo) a 48 h de exposicion, sobre el primer estadio larval
de C. calligraphus (Diptera: Chironomidae).

MATERIALES Y METODOS

Organismo prueba

Chironomus calligraphus. Las masas de huevos de C.
calligraphus fueron obtenidas de las paredes de la laguna
terciaria de oxidacion, del Complejo Biotecnoldgico y Unidad
de Acuicultura de Villa el Salvador, Ministerio de Vivienda,
Construccion y Saneamiento (MVCS), localizado en el
Departamento de Lima, Pert. Las masas fueron extraidas con
la ayuda de pinzas entomologicas y con una pipeta para captura
acuatica (Cienytec, Bogota, Colombia) para luego ser
trasladadas en recipientes de plastico de un litro de capacidad.
Las colectas de las masas de huevos fueron realizadas
semanalmente durante un periodo de seis meses, siendo
realizados de dos a tres bioensayos por semana. Los huevos
fueron incubados en una solucidn a base de hojas de cereal
“Cereal Leaves” (0,01%) (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA)
en recipientes de vidrio de 100 mL aproximadamente
mantenidos a un fotoperiodo de 12:12, a 23°C + 2°C y aun
pH de 7 £ 0,5. Después de la eclosion de huevos entre las 48
a 72 h a la temperatura estudiada, se obtuvieron individuos
del primer instar larval que son plancténicos por ser el estado
larval mas susceptible a metales pesados en ensayos de toxicidad
acuatica (Iannacone ef al., 2000). El primer instar larval
planctonico permanece entre 72 a 96 h antes de pasar al segundo
instar larval bentdnico. La identificacion taxonéomica como
C. calligraphus fue realizada por el Dr. Wolgang Wuelker,
Institute fiir Biologie, Freiburg, Alemania (Iannacone & Dale,
1999).

Ensayos ecotoxicoldgicos utilizando larvas de
Chironomus calligraphus

Larvas de Chironomus. El procedimiento de este
bioensayo es descrito por lannacone & Dale (1999). Para
realizar los bioensayos de toxicidad aguda con mezclas binarias
de metales pesados se utilizaron 240 larvas de primer instar
de C. calligraphus. Se distribuyeron al azar colocando grupos
de 10 larvas dentro de las 24 h de haber eclosionado de los
huevos en envases de vidrio de 40 mL de capacidad. Las larvas
no se alimentaron durante el ensayo y tampoco se empled ningun
sustrato en el fondo del envase (Iannacone & Dale, 1999). Para
la discriminacién de la mortalidad se uso el criterio propuesto
por lannacone ef al. (2002). Las larvas de C. calligraphus fueron
expuestas durante 48 h en condiciones de laboratorio con
fotoperiodo de 12:12,a 23°C + 2°Cy aun pH de 7 + 0,5. El
control consistié para todos los casos en un medio de dilucion
para las mezclas de una solucion a base de hojas de cereal
“Cereal Leaves” al 0,01% (APHA, 1995). Se realizaron
paralelamente a las evaluaciones ensayos con sulfato de cobre
(CuS0,) como toxico de referencia para evaluar la sensibilidad
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de C. calligraphus y de esta forma asegurar la apropiada
condicion fisiologica del insecto (Iannacone & Alvarifio, 2004).

Preparacion de las soluciones prueba. Se empleo las
sales de cloruro de mercurio (HgCl,), cloruro de cadmio (CdCl,)
y nitrato de plomo Pb(NO,), (Sigma®, Saint Louis, Missouri,
USA) para la preparacion de las soluciones “stock” de los
metales pesados evaluados. Los experimentos de interaccion
se hicieron después de lograr todas las combinaciones posibles
entre los iones metalicos: mercurio, cadmio y plomo. Los iones
se combinaron en pares conformados por: [Cd* + Hg*
(constante); Pb*" + Hg*" (constante)], [Hg?* + Cd** (constante);
Pb** + Cd** (constante)]; [Cd** + Pb** (constante); Hg>* + Pb>*
(constante)] a partir de sus sales respectivas. El i6n del metal
pesado que se mantuvo constante fue aquel que no varié en
su cantidad en mg L' con las cinco concentraciones crecientes
del otro i6n en la mezcla binaria. Las concentraciones utilizadas
para los iones que se mantuvieron constantes durante las
distintas combinaciones binarias fueron: Hg** (0,06 mg L),
Cd* (0,06 mg L") y Pb* (9,36 mg L™). Estas concentraciones
fueron calculadas a partir de la siguiente formula:
[(Concentracion letal media = CL, )/ 2], la cual fue obtenida
a partir de la CL,; de cada uno de los metales utilizados
individualmente en bioensayos previos a 48 h de exposicion
(Iannacone et al., 2003). Las concentraciones utilizadas para
los tres iones metalicos para las mezclas binarias fueron las
indicadas en la Tabla 1.

Tratamiento de datos

Para el andlisis de los datos de cada bioensayo se disefio
una estructura de bloques completamente aleatorizados
constituido por seis niveles (cinco concentraciones y un control)
y cuatro repeticiones. Cada bioensayo con mezclas binarias
de metales fue repetido seis veces. La eficacia de los
tratamientos se evalué mediante la prueba de Fisher a través
de un analisis de Varianza (ANDEVA) de dos vias, previa
transformacion de los porcentajes de mortalidad a raiz cuadrada
del arcoseno, con el fin de ajustar los datos a la distribucion
normal (Zar, 1996). En el caso de las diferencias significativas
entre los tratamientos y las repeticiones se realiz6 una Prueba
de Significacion DVS (Diferencia Verdaderamente Significativa)
de Tukey a un nivel de significancia de 0,05. La CL,; y sus

Tabla 1 — Concentraciones nominales utilizadas para los tres iones metalicos

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v.2,n. 3,2007 213

respectivos limites de confianza al 95%, se calcularon usando
el programa computarizado EPA — Probit version 1,5. Ademas
se determinaron experimentalmente dos valores de efectos
subletales: Concentracion de Efectos No Observables (NOEC)
y Concentracién mas Baja de Efectos Observables (LOEC)
para cada uno de los ensayos evaluados. Se calculd el parametro
de unidad toxica (= UT) (CL,, mezcla/CL,, del metal individual)
para determinar si existen efectos antagénicos (UT > 1) o
sinérgicos (UT < 1) para las mezclas binarias de metales. El
nivel de significancia fue oo = 0,05 (Zar, 1996). Todos los
calculos estadisticos se realizaron con el paquete SPSS version
11,0 para Windows.

RESULTADOS

El orden decreciente de los valores de CL,, de la mezcla
binaria de metales fue: Cd** + Pb*" (constante) > Hg?" + Cd**
(constante) > Cd** + Hg** (constante) > Hg** + Pb** (constante) >
Pb?* + Hg?" (constante) > Pb** + Cd** (constante) (Tabla 2).

La Tabla 3 muestra los rangos de valores de la prueba de
Fisher para cada una de los metales pesados en las interacciones
binarias, los cuales indican que los porcentajes de mortalidad
de C. calligraphus fueron diferentes al control desde la
concentracion mas baja para mezcla binaria de los tres metales
pesados. Se observo en todos los casos que los porcentajes de
mortalidad de C. calligraphus se incrementaron con el aumento
de la concentracion binaria de metales pesados (Tabla 3).

Dos interacciones binarias de las mezclas de los tres metales
pesados fueron antagonicas y cuatro fueron sinérgicas (Tabla
4). La toxicidad aguda de los metales pesados en pares de
mezclas, mostraron interacciones de tipo sinérgico (Unidad toxica
(UT) < 1) para Pb** y Hg* (constante) (UT = 0,44); Cd*" y Pb*
(constante) (UT = 0,61); Pb** y Cd*" (constante) (UT = 0,63);
y Hg*" y Cd** (constante) (UT = 0,77) e interacciones antagdnicos
(UT > 1) para Cd** y Hg* (constante) (UT = 1,23), y Hg*' y
Pb** (constante) (UT = 4,15). El Cd presentd un comportamiento
muy particular, cuando se presentaba en concentracion constante
con Hg y Pb que variaban, produjo efectos sinérgicos; en cambio
cuando la concentracion del Cd varia con Hg constante, entonces
se observo efecto antagdnico sobre C. calligraphus a 48 h de
exposicion (Tabla 4).

en los ensayos de toxicidad con larvas de Chironomus calligraphus.

Concentracién (mg L™)

Ion metalico

1 2 3 4
Cadmio (Cd*") 0,125 0,25 0,5 1
Mercurio (Hg2+) 0,06 0,12 0,25 0,5 1
Plomo (Pb*") 6,25 12,5 25 50 100
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Tabla 2 — Concentracion letal media (CL,,) en mg L' de las mezclas binarias de tres metales pesados para las larvas de C. calligraphus. Los valores de
concentracion constante de cada metal estan expresados en mg L. LC: limite de confianza; F: estadistico de Fisher; P: probabilidad; NOEC: concentracion

de efectos no observables; LOEC: concentracion mas baja de efectos observables.

Hg Constante a 0,06 Cd Constante a 0,06 Pb Constante a 9,36

Repeticiones
Cd Pb Hg Pb Hg Cd
1 0,15 6,25 0,10 10,15 0,05 0,26
2 0,15 8,69 0,05 11,82 0,08 0,56
3 0,15 7,16 0,12 11,39 0,08 0,59
4 0,19 10,76 0,12 13,86 0,12 0,66
5 0,21 8,76 0,11 13,95 0,09 0,63
6 0,16 8,29 0,10 9,66 0,07 0,57
CLsy (mg L"), Promedio 0,16 8,32 0,10 11,80 0,08 0,54
LC inferior (mg L") 0,11 5,27 0,07 9,26 0,06 0,34
LC superior (mg L™) 0,21 11,23 0,13 14,34 0,10 1,22
F 311,78 126,77 214,16 423,38 101,44 120,62
P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
NOEC (mgL™") <0,125 <6,25 <0,06 <6,25 <0,06 0,125
LOEC (mgL™) 0,125 6,25 0,06 6,25 0,06 0,25

Tabla 3 — Porcentaje de mortalidad de larvas de C. calligraphus expuestas a mezclas binarias de tres metales pesados. Los valores de concentracion constante
de cada metal estan expresados en mg L. Concentraciones de Cd*"en mg L™': (1: 0,125), (2: 0,25), (3: 0,5), (4: 1,0), (5: 2,0). Concentraciones de Pb*
en mg L7": (1: 6,25), (2: 12,5), (3: 25,0), (4: 50,0), (5: 100,0). Concentraciones de Hg>* en mg L': (1: 0,06), (2: 0,125), (3: 0,25), (4: 0,5), (5: 1,0). F:
estadistico de Fisher; P: probabilidad.

Concentraciones Hg Constante a 0,06 Cd Constante a 0,06 Pb Constante a 9,36
Cd Pb Hg Pb Hg Cd
Control 4,58 2,5 3,75 3,45 5,42 1,25

1 42,5 48,33 33,75 22,5 37,08 16,25

2 66,25 60,83 54,58 54,58 70 25,42

3 92,08 75,83 81,67 85,83 88,33 45,42

4 97,92 94,17 93,75 96,67 97,92 61,67

5 100 100 99,58 100 100 95,83

F 63,92-455 118-304 47,63-108 52,67-123 52,63-101  61,85-354
P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
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Tabla 4 — Valor de la CL,,
Hg (0,13); Cd (0,13); Pb (18,73).
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expresados en mg L™, para cada metal empleado individualmente, en mezclas, y tipo de interaccion verificada. CL,, (mg L"):

Combinaciones CLs, Calculo de la unidad toxica UT Tipo de interaccion
Cd** + Hg* 0,16 Cd*" + Hg*'/Ccd** 1,23 Antagénica
Pb*" + Hg* 8,32 Pb*" + Hg*'/Pb*" 0,44 Sinérgica
Hg*" + cd* 0,10 Hg”" + Cd*'/Hg™ 0,77 Sinérgica
Pb*" + Cd** 11,80 Pb>" + Cd*"/Pb*" 0,63 Sinérgica
Cd*" + Pb*" 0,08 Cd** + Pb*/Cd* 0,61 Sinérgica
Hg®" + Pb*" 0,54 Hg”' + Pb*'/Hg*" 4,15 Antagonica
DISCUSION y Cd en el copépodo Tigriopus brevicornis (Miiller, 1776).

Nuestros resultados muestran que las interacciones
sinérgicas y antagonicas observadas para las diversas
combinaciones binarias de Cd, Hg y Pb sobre C. calligraphus
indican una reevaluacion de los limites maximos permisibles
actuales de calidad de agua para proteger la vida acuatica. Los
valores referidos a la Clase VI para aguas de zonas de
preservacion de fauna acuatica y pesca recreativa o comercial
de la Ley General de Aguas del Perti, D.L. N° 17752 son para
el Cd de 0,004 mg L, para el Hg de 0,0002 mg L'y para
el Pb de 0,03 mg L', los cuales se basan en datos obtenidos
en pruebas de toxicidad con un solo contaminante individual
(Pyle et al., 2002; Verslycke et al., 2003). Enserick ef al. (1991)
encontré que distintos metales, en mezclas equitdxicas,
provocaron efectos toxicos en especies como Daphnia magna
Strauss, 1820 y Oncorhynchus mykis (Walbaum, 1792), pero
que individualmente a las mismas concentraciones no causaron
efectos significativos. Nuestros resultados concuerdan con lo
obtenido por estos autores al encontrar que diversas mezclas
binarias de metales pesados pueden producir efectos sinérgicos
o antagonicos (Tabla 4). Gray & Ventilla (1973) encontraron
que la accion conjunta del Zn, Pb y Hg en varias combinaciones
afecto la tasa de desarrollo de protozoos marinos, observandose
efectos mas o menos aditivos dependiendo de las
concentraciones ensayadas.

Se ha observado en pruebas ecotoxicologicas con
organismos acuaticos bénticos como Tympanotonus fuscatus
(Linnaeus, 1758), Clibanarius africanus (Milne-Edwards, 1867)
y Perisesarma huzardi (Desmarest, 1825) que el Pb en
combinacion con otros metales, presenta interacciones sinérgicas
(Otitoloju, 2003). En forma similar, en C. calligraphus se
observo un patrén de sinergismo del Pb + Hg (constante) y
Pb + Cd (constante) (Tabla 4). En los salménidos Salvelinus
confluentus (Suckley, 1859) y O. mykiss, se observaron efectos
sinérgicos entre Cd + Zn. Forget ef al. (1999) encontraron
efectos sinérgicos en las combinaciones binarias de As, Cu

En oposicién, en C. calligraphus se observaron efectos
antagonicos de Cd + Hg y del Hg + Pb (Tabla 4). Fernandez
& Beiras (2001) indican efectos aditivos en las mezclas binarias
de Hg + Cd y Hg + Cu en embriones del erizo Paracentrotus
lividus (Lamarck, 1816), solamente se presentod efectos
sinérgicos en la mezcla binaria Hg + Pb. En Penaeus setiferus
(Linnaeus, 1767) se ha encontrado efectos sinérgicos entre
Zn + Cd, pero en cambio en embriones de bivalvos efectos
antagonicos para esta misma mezcla binaria (Vanegas ef al.,
1997). Las mezclas de Hg + Cu + Zn sobre larvas de
Crassostrea gigas (Thunberg, 1795) fueron antagdnicas.
Nuestros resultados muestran que las interacciones cambian
dependiendo de las concentraciones empleadas (Tabla 4).
Biesinger et al. (1986) encontrd una reduccion significativa
en la reproduccion de D. magna por accidon de combinaciones
binarias de Cd + Hg, Cd + Zn y Zn + Hg, a concentraciones
donde los metales individuales no causaron efectos
significativos. Ince ef al. (1999) indican toxicidad del Zn, Cu,
Co y Cr en interacciones binarias sobre la bacteria Vibrio fisheri
(Beijerinck, 1889) usando el ensayo Microtox® y en la lentejita
de agua Lemna minor (Linnaeus, 1753). Fargasova (2001)
encontré en ensayos ecotoxicologicos con Chironomus
plumosus (Linnaeus, 1758) en asociacion binaria de Cd, Cu,
Zn 'y Al que los modelos de interaccion variaron de sinérgico
a antagdnico. La adicién de mas Cd en una mezcla binaria con
Cu disminuye la toxicidad en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Maupas, 1900) (Jonker et al., 2004). En nuestro caso
se encontr6 un comportamiento semejante de disminucion de
la toxicidad (antagonismo) en C. calligraphus al incrementar
la concentracion de Cd en mezclas binarias con Hg (Tabla 4).

Para estimar el impacto de la contaminacioén por metales
pesados en el ambiente acudtico es necesario evaluar no solo
mezclas binarias, sino también combinaciones de tres o mas
metales con contaminantes organicos. Esto es dificil porque
el numero de pruebas se incrementan exponencialmente con
el nimero de quimicos involucrados (Enserink et al., 1991;
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Cassee et al., 1999). Ademas, los metales no so6lo interactuan
entre ellos, sino que su toxicidad también depende de los
factores ambientales que afectan su especiacion como el pH,
la salinidad y los niveles materia organica disuelta (Witters,
1998; Fernandez & Beiras, 2001). Finalmente, nuestros
resultados indican que las interacciones sinérgicas y antagdnicas
observadas para las combinaciones binarias de Cd, Hg y Pb
sobre C. calligraphus requieren reevaluar los limites maximos
permisibles actuales de calidad de agua dulce para proteger
la vida acuatica en el Peru, debido a que actualmente se
sustentan en valores obtenidos de pruebas de toxicidad con
un solo contaminante individual.
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